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Resumen

La Antracnosis o Aceituna Jabonosa, es la enfermedad mas importante del fruto del
olivo y origina pérdidas estimadas en unos 75 millones de euros en Espafia. La
Antracnosis estd causada por varias especies de hongos del género Colletotrichum
pertenecientes a los complejos Colletotrichum acutatum sensu lato (s.l) y Colleotrichum
gloesoporiodes s.I. En Andalucia, las especies méas frecuentes asociadas con la
Antracnosis pertenecen al complejo C. acutatum s.I. La enfermedad presenta dos
sindromes caracteristicos, el primero es la podredumbre del fruto de aspecto jabonoso
que puede avanzar hasta afectar al fruto completo y que termina por momificarse. El
segundo sindrome es la muerte y desecacion de ramas y est& asociado a las toxinas que
produce el patdgeno en las aceitunas afectadas y que se movilizan a las ramas. Ademas,
los aceites obtenidos de aceitunas afectadas muestran pésimas caracteristicas quimicas y
sensoriales, no apto para el consumo, conocidos como aceites colorados. A pesar de que
la enfermedad es bien conocida por sus efectos en zonas de clima mediterraneo, todavia
existen lagunas en su conocimiento. Por ello, en el presente trabajo se planted el
objetivo de revisar y actualizar toda la informacién sobre la Antracnosis del olivo y su

efecto en la calidad del aceite.

El desarrollo de la enfermedad estd condicionado por la resistencia de la variedad. En
los Gltimos 15 afios se han registrados cuatro graves epidemias en Andalucia y dado el
desconocimiento de la susceptibilidad de los cultivares de olivo a esta enfermedad,
permitieron que en el grupo de Patologia Agroforestal de la Universidad de Cérdoba se
pusieran a punto métodos de evaluacion de susceptibilidad en condiciones controladas y
de campo. Por ello, como segundo objetivo de esta tesis se ha completado la evaluacién
de las variedades de olivo en las parcelas principales del Banco Mundial de
Germoplasma de Olivo, localizadas el Centro “Alameda del Obispo” del IFAPA en
Cordoba. En total, se han evaluado 384 cultivares y se han establecido 5 categorias de
susceptibilidad/resistencia:  altamente resistentes (8.9%), resistentes (14.3%),
intermedios (19.8%), susceptibles (31.5%) y altamente susceptibles (25.5%). Los
cultivares representativos de cada uno de estos grupos son Frantoio, Picual, Arbequina,
Lechin de Sevilla y Ocal, respectivamente. Los resultados de este estudio son de gran
interés para futuras plantaciones de olivo y para desarrollar estrategias de control

integrado para esta enfermedad.



El desconocimiento de la susceptibilidad de los acebuches a la Antracnosis, motivaron
la realizacion de prospecciones de campo en Andalucia, en las que no se han observado
sintomas de la enfermedad, aunque, algunas acebuchinas mostraron infecciones latentes.
Por ello, se estudio la resistencia de 45 genotipos de acebuche y la posible transmision
del patégeno a la semilla. En consonancia con las observaciones de campo, los
acebuches evaluados han mostrado un elevado nivel de resistencia a la infeccion por el
patdgeno, igual o superior al que muestra el cultivar altamente resistente Frantoio. A
pesar de ello, hay que resaltar que los acebuchales andaluces se sitlan en zonas
propicias para el desarrollo de enfermedades aéreas debido a alta pluviometria y
temperaturas suaves en donde estos patdgenos han podido ejercer una elevada presion
de seleccion. Nuestros resultados sugieren que la presion de seleccion hacia resistencia
a la Antracnosis en las masas forestales de Acebuche se ha incrementado por el efecto
negativo del patdgeno sobre la germinacion de la semilla y la nascencia de las plantulas.
Ademas, la dispersion de las acebuchinas por las aves puede verse disminuida ya que
algunas especies de pajaros no consumen las aceitunas o acebuchinas afectadas por la

Antracnosis.

Los compuestos ricos en calcio se estan utilizando para el control de la Antracnosis del
manzano, debido a que inhiben la actividad de enzimas y toxinas excretadas por el
patdgeno y refuerzan la pared celular de los tejidos del fruto. Estos compuestos podrian
ayudar a mejorar el control de la Antracnosis del olivo causando un bajo impacto
ambiental. El desconocimiento existente sobre el papel del calcio en la Antracnosis del
olivo, nos llevd a estudiar el efecto de tratamientos de calcio sobre la respuesta a la
enfermedad de varios cultivares. Aunque, las aplicaciones exdgenas de calcio en
aceitunas, tanto en condiciones controladas como en campo, no han permitido un
control de la enfermedad posiblemente debido a la inmovilidad de este elemento, se ha
observado que existe una relacion lineal positiva entre el contenido en calcio de las
aceitunas y su resistencia a la Antracnosis. Ello podria explicar que la enfermedad sea
endémica en areas de suelos acidos como la Sierra Norte de Sevilla y algunas comarcas
de Huelva y sur de Portugal, en los que el contenido en calcio del fruto es bajo.
Asimismo, se ha observado que el efecto de calcio, en aceitunas tratadas con cloruro de
calcio e inoculadas, se perdia cuando las aceitunas eran lavadas antes de la inoculacion

indicando que se trata de un efecto protector del tratamiento.



En afios epidémicos, el control de la enfermedad se basa principalmente en el uso de
productos cupricos, siendo la aplicacion de estos fungicidas en otofio la medida de
control mas utilizada. Por ello, se ha evaluado en condiciones de campo el efecto de
diferentes fungicidas contra la Antracnosis del olivo. Los compuestos cupricos
evaluados (hidroxidos, oOxidos, oxicloruros y sulfatos) han mostrado cierta eficacia
contra la enfermedad, con excepcién del sulfato tribasico de cobre que resulté menos
eficaz. En el caso de los productos penetrantes o sistémicos, se ha observado que existe
una elevada eficacia del tebucunazol, aunque su uso esta limitado a prefloracion. Las
estrobilurinas, como el trifloxistrobin, también han resultado utiles contra la
Antracnosis, siendo un complemento a los fungicidas cupricos. También se han
observado una buena eficacia de las mezclas de compuestos cupricos y organicos, como
el oxicloruro de cobre y propineb o trifloxistrobin y el hidréxido cuprico y folpet. En
este estudio se confirma que los tratamientos al inicio del otofio con fungicidas cupricos
permiten un control eficiente de la Antracnosis del olivo. La aplicacion en otofio con
trifloxistrobin, o su mezcla con oxicloruro de cobre, puede ser una alternativa a los
tratamientos basados Unicamente con productos cupricos. Asimismo, el uso de nuevos
compuestos de baja concentracion de cobre son de especial interés ya que permitirian
reducir la cantidad de cobre aplicada, cuyo limite maximo permitido actualmente es de
6 Kg/ha al afio en la Unién Europea.
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ABSTRACT

Anthracnose of olive (Olea europaea) is the most important disease of the olive fruit
causing losses estimated of ~ 75 million euros in Spain. The disease is caused by several
species of the fungal genus Colletotrichum, mainly the species complex Colletotrichum
acutatum sensu lato (s.I.) and Colleotrichum gloesoporiodes s.l. In Andalusia, the most
common species associated with olive anthracnose is C. acutatum s.. Olive
anthracnosis has two characteristic disease syndromes. The first one is the fruit rot with
soapy appearance that can progress causing its mummification. The second syndrome is
and drying and death of branches and it is associated with toxins produced by the
pathogen in affected fruits that are mobilized to the branches. In addition, olive oils
from affected fruits, known as red-colored oils, show awful chemical and sensory
characteristics, so they are not suitable for consumption. Although the disease is well
known by its effects in Mediterranean areas, there are still gaps in the knowledge about
it. Therefore, in this study we have reviewed and updated the information about
anthracnose and its effects on olive oil quality.

The resistance or susceptibility of the olive cultivar is the main factor determining the
development of this disease. In the last 15 years, four serious anthracnose epidemics
have been registered in Andalusia and given the lack of knowledge about the
susceptibility of the olive cultivars to the disease, the group of Pathology Agroforestry
University of Cordoba developed methods to evaluate it in controlled and field
conditions. Therefore, as a second objective of this thesis, we have completed the
evaluation of olive cultivars in the main plots of the World Olive Germplasm Bank of
Cordoba (WOGBC), located in the "Alameda del Obispo™ IFAPA Center in Cérdoba
(Spain). In total, we have evaluated 384 cultivars and established five categories of
susceptibility/resistance: highly resistant (8.9%), resistant (14.3%), intermediate
(19.8%), susceptible (31.5%) and highly susceptible (25.5%). Representative cultivars
of each of these groups are ‘Frantoio’, ‘Picual’, ‘Arbequina’, ‘Lechin de Sevilla’ and
‘Ocal’, respectively. The results of this study are of great interest for future olive

plantations and to develop integrated strategies to control this disease.

The lack of knowledge about the susceptibility of the wild olives to anthracnose, led us
to undertake field surveys in Andalusia, in which no disease symptoms were observed,
although some wild olives showed latent infections. Therefore, the resistance of 45 wild
olive genotypes and the possible transmission of the pathogen to the seed were
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evaluated. In line with field observations, the evaluated wild olives showed a high level
of resistance to the pathogen infection, being similar or higher than the level showed by
the highly resistant cultivar ‘Frantoio’. We must highlight that forests of wild olives in
Andalusia are located in favorable areas for anthracnose development due to high
rainfall and mild temperatures. Our results suggest that selection pressure towards
anthracnose resistance in the forests of wild olives has increased by the negative effect
of the pathogen on seed germination and seedling emergence. Furthermore, the
dispersion of the wild olives by birds may be diminished because some species of birds

do not eat cultivated or wild olive fruits affected by anthracnose.

Calcium rich compounds are being used to control apple scab, because they inhibit the
activity of enzymes and toxins excreted by the pathogen and strengthen cell walls of
fruit tissues. These compounds may help to improve the control of olive anthracnose
with a low environmental impact. The lack of knowledge about the role of calcium in
olive anthracnose, led us to study the effect of calcium treatments on the response to the
disease of various cultivars. Although exogenous applications of calcium to olive fruits,
both under controlled and field conditions, have not allowed to control the disease,
possibly due to immobility of this element, it has been observed that there is a positive
linear relationship between the calcium content of olive fruits and the resistance to
anthracnose. This could explain why the disease is endemic of areas with acid soils as
the Sierra Norte of Seville and Huelva and some regions of southern Portugal, where the
calcium content of the fruit is low. Also, it has been observed that the effect of calcium
on olives treated with calcium chloride and inoculated with C. acutatum, was lost when
the olives were washed before inoculation, indicating a protective effect of the

treatment.

In epidemic years, the control of the disease is based primarily on the application of
copper products during the fall season. Therefore, it has been evaluated in field
conditions the effect of different fungicides for the control of anthracnose in olive. The
evaluated cupric compounds (hydroxides, oxides, oxides and sulfates) have shown some
efficacy against the disease, with the exception of the tribasic copper sulfate that was
less effective. In the case of penetrating or systemic products, it has been observed that
there was a high efficiency of tebucunazol, although its use is limited to pre-flowering.
The strobilurins such as the trifloxystrobin, have also been effective against anthracnose

as a complement to the copper fungicides.There were also observed good efficacy of
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mixtures of cupric and organic compounds, such as copper oxychloride plus propineb or
trifloxystrobin and cupric hydroxide plus folpet. This study confirms that treatments
with copper fungicides in the early fall allow an efficient control of olive anthracnose.
The application of trifloxystrobin in fall, or its mixture with copper oxychloride, can be
an alternative to the treatment with only copper products. Also, the use of novel
compounds with low concentration of copper are of particular interest because they
would allow the reduction of the amount of applied copper, whose current limit is 6 kg /

ha per year in the European Union.
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INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) es uno de los primeros cultivos
lefiosos domesticados que se encuentra ampliamente distribuido por varias regiones del
mundo. De forma natural ocupa las orillas del Mar Mediterraneo y se ha extendido en
zonas de clima mediterrdneo del hemisferio sur como Argentina, Australia, Chile y
Sudafrica (Zohary, 1994; FAO, 2012). En Espafia, el cultivo del olivo se conoce desde
la época del Imperio Romano, aunque su expansion ha sido durante los siglos de
civilizacion hispano-arabe, sobre todo en el valle del Guadalquivir (Cherifi, 2007).
Actualmente, el olivar en Espafia ocupa una superficie de unos 2.6 millones de ha donde
aproximadamente 60% se sitda en Andalucia (MARM, 2010).

El término “Repilos” hace referencia a las principales enfermedades aéreas fungicas,
que afectan al olivo, entre las que se destacan el Repilo, causada por Spilocaea
oleaginea; el Emplomado, debido a Pseudocercospora cladosporioides, y la
Antracnosis 0 Aceituna jabonosa, causada por varias especies del género
Colletotrichum. La Antracnosis es la enfermedad mas importante de la aceituna
(Andres, 1991; Trapero y Blanco, 2008; Moral et al., 2009c; Cacciola et al., 2012) y es
la enfermedad que méas perjudica la calidad organoléptica del aceite (Garcia, 1995;
1998; Garcia et al., 1997a; lannotta et al., 1999; Mincione et al., 2004; Carvalho et al.,
2008). Los mayores dafios econdmicos son especialmente en regiones himedas donde
se cultivan variedades susceptibles como en el (Algarve) sur de Portugal, sur de la

Provincia de Cordoba o las zonas del Bajo Ebro y Montsia en Catalufia.

Uno de los métodos de control de la Antracnosis del olivo y mas eficaces, es la
utilizacién de cultivares resistentes. La resistencia varietal, combinada con otros
métodos de control como quimico, permite incrementar la produccién agricola y el
equilibrio de cosechas entre afios. La variabilidad de resistencia/susceptibilidad de los
cultivares de olivo y la necesidad de evaluar la coleccion del Banco Mundial de
Germoplasma (OWGB) localizado en Cordoba, ha permitido establecer métodos de
evaluacion en condiciones controladas y de campo de Andalucia, donde se han
registrado graves epidemias (Moral et al., 2008; Moral y Trapero, 2009). Las
evaluaciones observadas mostraron una gradacion continua desde cultivares de olivo
extremadamente susceptibles hasta muy resistentes, aunque se presentaron limitaciones

desde la identificacion de los cultivares o la confusidn entre sintomas causados por



Introduccion General y Objetivos

distintos patogenos (Mateo-Sagasta, 1968; Moral et al., 2005). A esto, se suman otros
factores que condicionan la resistencia de los cultivares como la madurez del fruto, la
interaccion especie de Colletotrichum — cultivar o la existencia de grupos de virulencia

o razas del patdégeno (Moral y Trapero, 2009b; Xaviér et al., 2010).

Con el interés de conocer la resistencia del olivo silvestre o acebuche, se desarrollaron
estudios con técnicas moleculares que permitieron distinguir tres grupos genéticos, el
olivo cultivado, el olivo silvestre o acebuche (Olea europaea subsp. europaea var.
sylvestris) y formas ferales del “olivo cultivado” (Mufioz-Diez, 2008; Belaj et al.,
2010). En este, caso se evaluaron la resistencia/susceptibilidad de 45 genotipos de
acebuchinas seleccionados con caracteristicas moleculares de la variedad botanica y los
cultivares de referencia “Frantoio, Picual” resistentes y “Hojiblanca” susceptible, donde
se observaron que los genotipos de acebuche fueron mas resistentes a la Antracnosis
que las aceitunas de los cultivares Picual y Hojiblanca, pero similar en resistente que las
aceitunas del cultivar Frantoio. Ademas se cultivaron en medio PDAac semillas y
endocarpios de aceitunas asintomaticas y sintomaticas del cultivar Hojiblanca y se
detectaron micelio en el interior del hueso y el patégeno fue aislado del endocarpio y de
la semilla. Por otro lado, semillas desnudas se sometieron a un proceso de
estratificacion para la germinacion y desarrollo de la radicula e incubadas 45 dias
(Santos-Antunes et al., 2005) donde se realizaron aislamiento de semillas sintomaticas y
asintomaticas, asi como se trataron las semillas que mostraron necrosis radicular.
También se estudio la capacidad del patégeno en causar infecciones en el sistema
radicular de plantulas de olivo y acebuche, donde causd sintomas como de marchitez
generalizada, el abarquillamiento de las hojas y la muerte de la yema apical. Para la
dindmica y seguimiento de infecciones, se realizaron aislamientos a lo largo de 21 dias
de incubacidn para evaluar como el patdgeno alcanzaba y se establecia en la semilla de

la aceituna.

Los frutos con una concentracion adecuada de calcio, mejoran su capacidad de
almacenamiento al incrementar la resistencia de los tejidos vegetales (Hirschi, 2004). La
aplicacion de compuestos calcico pueden mejorar el control de la Antracnosis causando
un bajo impacto ambiental, incluso aplicados en hojas, frutos y suelo, reducen la
severidad de sintomas de numerosas enfermedades de importancia como la Alternaria
del manzano (Biggs et al., 1993), la Mancha gris de los citricos (Mondal y Timmer,

2003), o el Oidio de la vid (Gadoury et al., 1994). En olivo se observaron graves

2



Introduccion General y Objetivos

epidemias de Antracnosis asociadas a suelos acidos de la sierra norte de Sevilla y el
Algarve portugués (Moral y Trapero, 2009). En este caso, se evaluaron el efecto de
calcio en el crecimiento micelial y germinacion de conidios, la resistencia sobre
aplicaciones exogenas en la aceituna en condiciones controladas y de campo,
aplicaciones de agentes quelatantes y de cloruro de calcio en la
resistencia/susceptibilidad del fruto, asi como, la relacién entre la concentracion de
carbonato célcico en el suelo, calcio en aceitunas y la susceptibilidad/resistencia a
Colletotrichun spp., buscando establecer una relacion entre éste y la resistencia a la

Antracnosis.

Las préacticas culturales como la poda de ramas internas, los marcos de plantacién
estrechos que favorecen la ventilacion muestran ser medidas muy eficaces a la
Antracnosis, ademas de eliminar las ramas muertas y aceitunas momificadas de los
arboles. La estrategia de control es adelantar la recoleccion por la susceptibilidad y la
madurez de la aceituna (Andrés, 1991; Graniti et al., 1993; Moral et al., 2008; Trapero
et al., 2009; Cacciola et al., 2012). A pesar de que la aplicacion de fungicidas cupricos
es la medida de control mas utilizada para las enfermedades del olivo y en particular
para la Antracnosis, (Martelli y Piglionica, 1961; Graniti y Laviola, 1981; Graniti et al.,
1993; Pérez, 2011), que suponen un gasto anual de unos 200 millones de euros al sector
oleicola espafiol (Trapero et al., 2009). En este trabajo se evaluaron diferentes
fungicidas, hidroxido de cobre, sulfato de cobre, oxicloruro de cobre, sulfato tribasico
de cobre, piraclostrobin, trifloxistrobin, kresoxim-metil, tebuconazol, las mezclas
hidroxido de  cobre/kresoxim-metil,  hidroxido de  cobre/mancozeb vy
oxicloruro/trifloxistrobin; las sales de calcio, cloruro de calcio y hidréxido de calcio; y
los productos bildgicos, jabdn potéasico y extractos vegetales y citricos, para establecer
las bases para el uso mas racional de los productos fungicidas aplicados contra la

Antracnosis del olivo.

El presente trabajo se incluye dentro del proyecto de excelencia AGR08-3635 de la
Junta de Andalucia y los proyectos, AGL2004-7495 y AGL2008-1683 del Ministerio de
Economia y Competitividad y supone una continuacion de las investigaciones llevadas a
cabo por el grupo de investigacion de Patologia Agroforestal sobre la Antracnosis del

olivo, en que sus objetivos concretos son:
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OBJETIVOS CONCRETOS:

1. Revisar la informacion sobre la Antracnosis del olivo y su efecto en la calidad del

aceite. (Capitulo 1).

2. Evaluar las variedades, de las parcelas del Banco Mundial de Germoplasma de Olivo
(OWGB), situadas en la finca “Alameda del Obispo”, de Cordoba. (Capitulo I1).

3. Estudiar la resistencia de genotipos de acebuche y la transmision de Colletotrichum

spp. a la semilla. (Capitulo I11).

4. Estudiar el efecto de tratamientos de calcio sobre la respuesta a la enfermedad de

varios cultivares. (Capitulo 1V).

5. Evaluar en condiciones de campo el efecto de diferentes fungicidas contra la

Antracnosis del olivo. (Capitulo V).
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LA ANTRACNOSIS DEL OLIVO Y SU EFECTO EN LA CALIDAD DEL
ACEITE

1. INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) es miembro de la familia
Oleaceae junto a unas 600 especies entre las que se encuentran el aligustre (Ligustrum),
fresno (Fraxinus) y jazmin (Jasminun). Dentro de la especie O. europea se insertan
distintas subespecies como laperrinei, cuspidata, guanchita, marroccana y cersiformis
(Green, 2002), aunque su correcta ubicacion filogenética esta en continuo cambio. El
olivo es una especie que de forma natural ocupa las orillas del Mar Mediterraneo,
aunque de la mano del hombre ha colonizado zonas de clima mediterraneo del
hemisferio sur como Argentina, Australia, Chile y Sudafrica (Zohary, 1994; FAO,
2012).

El acebuche u olivo silvestre (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris), es la
variedad botanica mas préxima al olivo cultivado y de la cual procede. En general, se
acepta que el olivo se domesticd mediante seleccién automatica de los individuos mas
sobresalientes de acebuche en el Oriente Medio durante la Edad del Bronce, hace unos
6000-5500 afios (Zohary y Spiegel-Roy, 1975). Posteriormente, estas variedades
primigenias fueron propagadas vegetativamente y distribuidas por ambas orillas del
Mediterraneo por los fenicios y posteriores civilizaciones (Rallo, 2005). A pesar de ello,
no se descarta que hubiesen procesos de domesticacion secundarios en otros puntos
alejados del Medio Oriente como Espafia o el Magreb, aunque estas zonas estan
consideras como centros de diversificacion no domesticacién (Besnard et al., 2013).
Actualmente, se calcula que existen 2.500 variedades de olivo distribuidas localmente
(Caballero et al., 2006) aunque unas pocas han colonizando un amplio rango de zonas
agroclimaticas (Bronzini de Caraffa et al., 2002).

El olivo es una de las fuentes mas importante de aceite vegetal para el consumo
humano. Varios estudios realizados entre los afios 1950-1970 por el Dr. Keys y
colaboradores asociaron la dieta mediterranea, y en particular el consumo de aceite de
oliva, con el escaso numero de fallecimientos por enfermedades cardiovasculares en la
isla griega de Creta (38/10000 habitantes) comparado con otros paises como Estados
Unidos (773/10000 hab.). Esta diferencia se acentuaba ain mas en el caso de Finlandia

(1202/10000 hab.) cuyos habitantes tenian un nivel de consumo de grasas similar al de
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los cretenses aunque mayoritariamente de origen animal (Keys et al., 1952; Keys, 1970;
Matalas et al., 2001). El aceite de oliva ha sido declarado como un ‘“alimento
medicinal” por la Administracion Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA)
debido a su efecto protector contra las enfermedades cardiovasculares uniéndose al
grupo de alimentos medicinales junto a los frutos secos y los &cidos grasos omega-3

(www.fda.gov).

Entre las enfermedades aéreas que afectan al olivo destacan la Tuberculosis, causada
por la bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi; y sobre todo las enfermedades
fangicas Repilo, causada por Spilocaea oleaginea; Emplomado, causada por
Pseudocercospora cladosporioides; y la Antracnosis o Aceituna jabonosa, causada por
varias especies del género Colletotrichum. Mundialmente, la Antracnosis es la
enfermedad mas importante de la aceituna (Andrés, 1991; Trapero y Blanco, 2008;
Moral et al., 2009c; Cacciola et al., 2012) y, sin duda alguna, la enfermedad que causa
un mayor deterioro de la calidad del aceite (Garcia, 1995; 1998; Garcia et al., 19974;
lannotta et al., 1999; Mincione et al., 2004; Carvalho et al., 2008).

El género Colletotrichum estd compuesto por unas 600 especies que afectan a més de
3000 especies de plantas silvestres y cultivadas (Farr y Rossman, 2013). Entre ellas,
numerosos cultivos lefiosos de zonas tropicales, subtropicales y templadas como
almendro (Prunus dulcis), arandano (Vaccinium spp.), citricos (Citrus spp.), mango
(Magnifera indica), melocotonero (Prunus persica) y, frutos con alto contenido lipidico
como los del aguacate (Persea americana) (Prusky et al., 2000). Este trabajo pretende
ayudar al sector oleicola a mejorar el conocimiento y control de la enfermedad del olivo
que perjudica mas seriamente a la calidad organoléptica del aceite. Ademas, actualiza el
conocimiento cientifico de la enfermedad y establece futuras lineas de colaboracion
entre especialistas en calidad de aceite y fitopat6logos.

2. HISTORIA, IMPORTANCIA Y DISTRIBUCION DE LA ANTRACNOSIS

La Antracnosis fue descrita cientificamente por primera vez en Portugal por J.V.
d Almeida quien publico una breve descripcion de la enfermedad y del agente causal
(Almeida, 1899). Posteriormente, la Antracnosis ha sido descrita en la mayoria de los

Paises oleicolas del mundo de ambos hemisferios (Tabla 1).
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En diversos tratados clasicos de agricultura, como los libros de Columela (siglo 1),
Plinio (siglo 1) y Alonso de Herrera (siglo XV1), se menciona la necesidad de adelantar

la recoleccion en los afios lluviosos, reducir el atrojado y eliminar las aceitunas que

estén en mal estado para obtener aceite de buena calidad. Aunque, es el agrobnomo
sevillano Bu™’ I-Jayr (siglo XI) quien hace alusion clara a la Aceituna Jabonosa al
recomendar procesos especiales de elaboracion de aceite “si las aceitunas enferman y se

debilitan hasta convertirse en una especie de jabon”. (Trapero, 2004).

En Italia, es probable que la Antracnosis fuera introducida en el sur desde Albania o
Grecia durante la Segunda Guerra Mundial originando gravisimas epidemias durante la
década de 1950-60 que afectaron a unas 5000 ha en la region de Apulia (Ciccarone,
1950; Graniti y Laviola, 1981). Posteriormente, la enfermedad se extendi6 en toda la
region llegando a afectar a unas 40.000 ha detectandose en las islas de Cerdefia y Sicilia
(Ciccarone, 1950; Saponaro, 1953; Martelli, 1959, 1960; Graniti et al., 1993). Durante
estas epidemias, el patdgeno afect6 entre el 10 y 65% de las aceitunas de diversas zonas
de la Apulia causando importantes defoliaciones en el cv. Cellina di Nardo (Martelli,
1959; 1960). A partir de 1960 se observd una mengua de la enfermedad que se ha
atribuido a la disminucién de las precipitaciones, al incremento de tratamientos cUpricos
y a un cambio en la virulencia del hongo, al mezclarse las poblaciones patogénicas de

olivo con otras locales menos virulentas pero mejor adaptadas (Graniti et al., 1993).



Capitulo: | C. Xaviér

Tabla 1. Paises en los que se ha sido descrita la Antracnosis del Olivo.

Pais Ao Fuente
Portugal 1899 Almedia, 1899
Francia 1911 Citado por Bompeix et al., 1998
Espaiia 1914 Gonzélez-Fragoso, 1914
Rusia 1929 Citado por Farr y Rossman, 2013
Uruguay 1932 Citado por Farr y Rossman, 2013
Grecia 1934 Biraghi, 1934
Japon 1935 Hemi y Murata, 1935
EE.UU 1942 Pontis y Hansen, 1942
Brasil 1943 Farr y Rossman, 2013
Argentina 1943 Citado por Fernandez, 1973
Italia 1950 Ciccarone, 1950
Sudafrica 1956 Gorter, 1956
Australia 1962 Sergeeva et al., 20082
China 1986 Margarita et al., 1986
India 1990 Sharma y Kaul, 1990
Yugoslavia (antigua) 1999 Vucinic et al., 1999
Montenegro 2002 Latinovic y Vucinic Z, 2002
Ucrania 2004 Citado por Farr y Rossman, 2013
Tunez 2010 Rhouma et al., 2010

En Portugal, se han descrito varias epidemias severas asociadas al cultivar dominante
del pais ‘Galega vulgar’. A finales de los afios 60, las pérdidas debidas a la Antracnosis
superaban los 3 millones de ddlares en este pais (Coutinho, 1968). Afios mas tarde,
(Azevedo, 1976), calculd que en zonas himedas de este pais el patdgeno causaba unas
pérdidas proximas al 50% de la produccién de aceite. En estudios realizados entre
2004-2006, Talhinhas et al. (2009) describen una prevalencia de la enfermedad entre el
65 y 100% Yy una incidencia del 22% en los afios méas secos (2004 y 2005), y del 85% en

el aflo mas lluvioso (2006), en los olivares de la region del Algarve.

En Espafa, la Antracnosis ocupa el 5° lugar en importancia entre las plagas y

enfermedades del olivo, produciendo unas pérdidas medias anuales del 2.6% de la

10
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cosecha, aunque éstas alcanzan un 40% en las zonas hdmedas del sur y noreste
peninsular donde predominan cultivares susceptibles y la enfermedad es endémica
(Andrés, 1991; Garcia, 1998; Trapero y Blanco, 2008). Recientemente, hemos estimado
que las pérdidas alcanzan los 75.2 millones de euros anuales en Espafa (Moral et al.,
2009c). En Andalucia, cabe destacar que el cv. Picual, predominante en la principal
provincia oleicola, Jaén, muestra un elevado nivel de resistencia por lo que las
epidemias estan asociadas a zonas productoras dominadas por los cvs. Hojiblanca,
Lechin de Sevilla o Picudo. Aunque carecemos de informacion precisa, no se
registraron epidemias severas de Antracnosis en esta region durante el periodo 1970-
1995 coincidiendo con una menor pluviometria. En 1997, el otofio especialmente célido
y lluvioso propici6 una grave epidemia de esta enfermedad que, en el sur de Cordoba y
norte de Malaga, afectd a la totalidad de las aceitunas con la consiguiente pérdida de
produccién y de calidad de la cosecha (Trapero y Blanco, 2008). Por altimo, en la
camparia oleicola 2012/13, condicionada por la elevada pluviometria y las temperaturas
suaves, el patdgeno ha afectado gravemente a olivares de las provincias de Cordoba,

Malaga y Sevilla.
3. SINTOMATOLOGIA

Los sintomas mas caracteristicos de la Antracnosis se manifiestan en las aceitunas
maduras aunque pueden observarse también en los frutos verdes dependiendo de la
resistencia del cultivar, presion de inoculo y condiciones ambientales. Las aceitunas
afectadas presentan manchas deprimidas de color ocre o pardo, que crecen y pueden
llegar a coalescer, dando lugar a su podredumbre parcial o total. Los ataques se
producen en cualquier parte de la aceituna, aunque suelen ser mas frecuentes en su zona
apical o basal (Martelli, 1960; Mateo-Sagasta, 1968). En aceitunas sin sintomas
externos pueden observarse un deterioro del mesocarpio alrededor del hueso que
adquiere una tonalidad parda (Agosteo et al., 2005).

Cuando el tiempo es humedo, sobre las lesiones aparecen los o6rganos fructiferos
asexuales del hongo (conidiomas acervulares o acérvulos), que emiten una sustancia
gelatinosa rosa-anaranjada que contiene gran cantidad de esporas (conidios) y que le da
el nombre de Aceituna jabonosa (Mateo-Sagasta, 1968; Moral y Trapero, 2009b;
(Figura 1A). Si baja la humedad y la temperatura se incrementa, las aceitunas afectadas

se momifican (Mateo-Sagasta, 1968; Graniti et al., 1993; (Figura 1B). El patégeno

11
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coloniza el pedinculo desde el fruto infectado causando su caida (Oliveira et al., 2005)
aungue algunas momias pueden quedar en la copa de los arboles entre campafias. El
patdgeno también puede colonizar las semillas de la aceituna a través del canal
peduncular del hueso causando su podredumbre o afectando a la germinacion y
desarrollo de las plantulas que, en ocasiones, pueden morir (damping-off) (Moral et al.,
2009a).

Figura 1. Sintomas de la Antracnosis del olivo causado por Colletorichum
spp. A)- Aceitunas con podredumbre en el area peduncular. B)- Aceituna
momificada. C)- Desecacién y muerte de ramos fructiferos. D)- Olivo
severamente afectado de muerte de ramas junto a un olivo completamente
podado (flecha) debido a la enfermedad.

El segundo sindrome asociado a la Antracnosis es la muerte de ramas. Inicialmente, las
hojas muestran zonas necréticas que pueden avanzar hasta afectar a su totalidad. Las
hojas marchitas terminan por abarquillarse y quedan adheridas a las ramitas dando lugar
a un puntisecado generalizado que puede progresar hasta afectar a ramas principales
(Martelli, 1960; Zachos y Makris, 1963; Azevedo, 1976; Moral et al., 2009c; (Figura
1C). Es frecuente observar arboles que han sido severamente afectados por este segundo
sindrome y sometidos a una poda intensa buscando la formacion de una nueva copa
sana (Figura 1D). Este segundo sindrome se ha asociado a la produccion de toxinas del
patogeno en las aceitunas afectadas y que se movilizan al resto del arbol (Moral et al.,
2009c¢). En Esparia, el patogeno puede ser aislado de hojas infectadas aunque no llega a

12
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desarrollar acérvulos en condiciones de campo (Moral et al., 2009c) y s6lo lo hace
cuando las hojas estdn sometidas a elevada humedad durante varias semanas en
condiciones artificiales. Por el contrario, acérvulos en hojas si se han observado en
condiciones naturales en Australia (Sergeeva et al., 2008b), Grecia (Zachos y Makris,
1963) e Italia (Martelli, 1961). El patogeno también causa infecciones de
inflorescencias y frutos jovenes. Estos ataques tienen escasa o nula importancia sobre la
cosecha y sélo se han registrado en Sudéafrica (Gorter, 1956), Espafia (Moral et al.,
2009c¢) y Australia (Sergeeva et al., 2008a).

4. ETIOLOGIA

El hongo causante de la Antracnosis fue descrito por Almeida en 1899 con el nombre de
Gloeosporium olivarum Alm. Estudios posteriores confirmaron que esta especie era
indistinguible de otras especies de Gloeosporium siendo reclasificadas por Von Arx en
la especie compleja Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. et al., Sacc. (Arx,
1970). EI género Colletotrichum (teleomorfo Glomerella), contiene aproximadamente
900 especies (Sutton, 1980). En la clasificacion tradicional de los hongos,
Colletotrichum se encuadra en la divisibn Eumycota, subdivision Deuteromycotina,
clase Coelomycetes y orden Melanconiales (Ainsworth, 1973). Si se clasifica éste
atendiendo a su teleomorfo Glomerella, se inserta en el subreino Dikarya, phyllum
Ascomycota, subphyllum Pezizomycotina, clase Sordariomycetes y orden
Phyllachorales (Hibbet et al., 2007).

En 1986 se detecto la especie C. acutatum Simmonds ex Simmonds atacando al olivo en
China (Margarita et al., 1986) y cuya principal caracteristica distintiva era poseer una
mayor proporcion de conidios fusiformes y estrechos. Posteriormente, esta especie se
describi6 afectando a olivos en India (Mugnai et al., 1993), Espafia (Martin y Garcia,
1999), Italia (Agosteo et al., 2000) y Portugal (Talhinhas et al., 2005). La presencia de
C. acutatum en estas zonas plantea la cuestion sobre si se trata de una introduccién
reciente, o bien si han existido diferentes variantes o especies del patégeno bajo la

denominacién comin de G. olivarum o C. gloeosporioides.

El incremento del potencial discriminante de las técnicas moleculares ha permitido
diferenciar grupos genéticamente homogéneos dentro de las especies originales C.

acutatum sensu lato (s.l.) y C. gloeosporioides s.l. Posteriormente, estos grupos han
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sido reclasificados como especies nuevas aceptando que las especies de hongos estan
constituidas por grupos filogenéticamente proximos debido a que las formas
intermedias (“hibridos”) tienden a desaparecer por una menor adaptacion. Tras diversas
reclasificaciones, analisis moleculares recientes utilizando varias regiones del ADN han
permitido discernir 31 y 22 especies pertenecientes a los complejos C. acutatum s.l y C.

gloeosporioides s.l., respectivamente (Damm et al., 2012; Weir et al., 2012).

De las 31 especies del complejo C. acutatum s.l., seis han sido asociadas con la
Antracnosis del olivo: C. acutatum sensu stricto (s.s), C. fiorinae, C. godetiae (=C.
clavatum), C. nymphaeae, C. rhombiforme y C. simmondsii (Damm et al., 2012). La
importancia de estas especies en olivo varia sustancialmente con la region olivarera,
destacando C. godetiae en Andalucia (Moral et al., 2012) y en Italia (Faedda et al.,
2011) C. nymphaeae en Portugal (Talhinhas et al. 2005) y C. acutatum s.s. en Australia
y Sudafrica (Damm et al., 2012). Aunque en Portugal la especie C. nymphaeae es
dominante y la Unica que se encuentra en muchos olivares, es frecuente encontrar esta
especie junto a las restantes especies descritas (Talhinhas et al., 2009). En Andalucia, la
especie mayoritaria es C. godetiae aunque hemos detectado algunos aislados de C.
nymphaeae en la provincia de Huelva. La especie C. godetiae fue identificada en Italia
como C. clavatum, debido a la morfologia claviforme de los conidios (Faedda et al.,
2011), pero C. godetiae es el nombre actualmente aceptado por los micélogos (Damm et
al., 2012).

De las 22 especies del complejo C. gloeosporioides s. I., seis han sido asociadas con la
Antracnosis del olivo: C. aenigma, C. gloeoporioides s.s., C. kahawe sbp. ciggaro, C.
quenslandium, C. siamense y C. theobromicola (Schena et al., 2013). La importancia de
estas especies en olivar es poco conocida al haberse descritas recientemente. El
complejo C. gloeosporioides s.l. estd ampliamente distribuido en todas las regiones
olivareras, pero su virulencia en aceituna parece menor que la de C. acutatum (Martin et
al., 2002), habiéndose postulado como un patégeno secundario (Talhinhas et al., 2009).
No obstante, se han observado ataque severos en campo por C. gloeosporioides s.l. y los
estudios de Schena et al. (2013) han puesto de manifiesto que algunas especies, como
C. gloeosporioides s.s. y C. theobromicola, resultan altamente virulentas incluso en
aceitunas verdes. En este estudio se identifico también la especie C. karstii, del

complejo C. boninense s.l., como patdgeno de aceitunas aunque de escasa virulencia.
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En ninguno de los estudios donde se aborda la influencia de la Antracnosis en la calidad
del aceite de oliva se especifica la especie concreta de Colletotrichum involucrada
(Garcia et al., 1997a; Garcia, 1998; Carvalho et al., 2008; lannotta et al., 1999), de ahi

que la influencia de factor especie sea desconocida.
5.CICLO BIOLOGICO Y EPIDEMIOLOGIA

La principal fuente de inoculo de la Antracnosis son las aceitunas momificadas que
quedan en la copa del arbol (Mateo-Sagasta, 1968; Graniti et al., 1993; Moral y
Trapero, 2012). Durante el otofio, el patdgeno produce una enorme cantidad de conidios
(>20. dos conidios/momia) en éstas aunque varia con el cultivar y las condiciones
ambientales, siendo las dptimas 20-25 °C y 96 h de humectacion (Moral y Trapero,
2012). Los conidios son dispersados a corta distancia por las salpicaduras de las gotas
de lluvia de ahi la distribucion en focos de la enfermedad. La dispersion de inéculo a
larga distancia se debe a la distribucion de plantones infectados o contaminados
(Cacciola et al., 2012; Moral et al., 2012) y a la posible dispersién por la mosca del
olivo (Agosteo et al., 2006) o la maquinaria de recoleccion. El teleomorfo del patégeno,
cuyas ascosporas podrian dispersarse por el viento a larga distancia, no se ha detectado

en condiciones de campo (Cacciola et al., 1996).

Los frutos momificados que caen al suelo, y no se recolectan, se degradan debido a
microorganismo secundarios o son enterrados, por lo que participan escasamente en la
generacion de inoculo si son comparados con las momias aéreas (Graniti et al., 1993;
Moral y Trapero, 2012). En las zonas donde se dan ataques en ramas y hojas, Australia
o el sur de Italia, el hongo sobrevive y puede producir inéculo en éstas, por lo que el
ciclo de patogénesis en estos lugares es diferente al que resulta de considerar
exclusivamente los ataques al fruto (Martelli, 1960; Cacciola et al., 1996; Seergeva et
al., 2008b).

La infeccién primaria ocurre durante la primavera pudiendo afectar a las inflorescencias
aunque en condiciones de campo tienen escasa repercusion (Sergeeva et al., 2008a;
Moral et al.,, 2009c). El patdgeno también puede causar infecciones latentes
(asintomaticas) en las aceitunas desde sus primeros estadios fenoldgicos (Moral et al.,
2009c).
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Figura 2. Ciclo de patogenesis de la Antracnosis del olivo causado
por Colletotrichum spp.

Durante el otofio, cuando las aceitunas infectadas cambian de color, el patdgeno se
reactiva causando la tipica podredumbre de aspecto jabonoso (Cacciola et al., 2012;
Moral et al., 2009c). No se conocen los procesos que desencadenan la salida de latencia
del patégeno, aungue las aceitunas disminuyen su resistencia con la madurez (Moral et
al., 2008) debido a la dindmica de compuestos fenolicos del fruto. Las aceitunas
momificadas que quedan en el arbol pueden producir inoculo a lo largo de todo el afio
cuando se hidratan. Asi, tras las primeras lluvias de otofio se inicia la produccién
masiva de conidios en las momias. Una vez que el fruto estd maduro, la Antracnosis
muestra un periodo de incubacion de 4-10 dias en los cultivares susceptibles (Mateo-
Sagasta, 1968; Graniti et al., 1993; Moral et al., 2008) por lo que se considera una
enfermedad policiclica (Graniti et al., 1993; Trapero y Blanco, 2008; Cacciola et al.,

2012; Figura 2). Aun asi, en condiciones de campo suelen producirse pocos ciclos
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secundarios ya que cuando la temperatura media baja (<15°C) las infecciones se
mantienen latentes (Moral y Trapero, 2012). Finalmente, el patdgeno produce una
toxina (Aspergillomarasmina B) en los frutos momificados que se moviliza causando el
segundo sindrome: la desecacion y muerte de ramas (Ballio et al., 1969; Bousquets et
al., 1971; Bottalico, 1973; Moral et al., 2009c).

La temperatura Optima para la germinacién de los conidios es 20-24°C (Oliveira et al.,
2005; Moral et al., 2011) aunque en algunos aislados Italianos se sitta entre 25-30 °C
(Loprieno y Tenerini, 1960). La germinacion, a su vez, es dependiente de la humedad
relativa siendo necesaria agua libre o humedad préxima a saturacion (>98%) (Graniti et
al., 1993; Moral et al., 2011). La infeccidn de las aceitunas se produce a temperaturas
comprendidas entre los 10 y 30°C, mostrando un Optimo entre 17-20°C, y se
incrementa con el periodo de humectacion (Graniti et al., 1993; Oliveira et al., 2005;
Moral et al., 2012). La especie de Colletotrichum también influye en la infeccién y
desarrollo de sintomas siendo C. simmondsii menos virulento que C. godetiae a
temperaturas < 20 °C (Moral et al., 2012).

En Andalucia, la epidemia suele iniciarse durante la primera quincena de noviembre y
se incrementa de forma exponencial hasta diciembre cuando la temperatura media baja
(<15°C). Este hecho limita la salida de latencia del patdgeno, de ahi que sea frecuente
que la incidencia de aceitunas con infecciones latentes sea entre dos y tres veces
superior al de aceitunas con lesiones visibles (Moral y Trapero, 2012; Figura 3). A su
vez, la incidencia final esta linealmente relacionada con la tasa de maduracion de las
aceitunas, por lo que los sintomas se adelantan en olivos de cultivares susceptibles
cuyas aceitunas maduran mas rapido (Moral y Trapero, 2012; Figura 4). Este hecho esta
condicionado por la epidemia del afio anterior, ya que si ésta causo la seca de ramos
fructiferos, los olivos muestran menor carga de aceituna adelantando su maduracion.
Ello, junto a la presencia de mayor nimero de momias (inoculo), explicaria la existencia
de epidemias concatenadas entre afios (Moral et al., 2008). Finalmente, la severidad de
la epidemia esta relacionada con las precipitaciones acaecidas durante el otofio y no
muestra relaciones con las ocurridas durante la primavera (Moral y Trapero, 2010;

Figura 5).
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Figura 3: Evolucion de la incidencia (0-1) de aceitunas con
infecciones visibles y latentes de Colletotrichum spp.; en el
T.M de Cabra, Cordoba, durante la campafia 2005/06 en los
cvs: A)- Hojiblanca (susceptible). B)- Picudo (susceptible) y
C)- Picual (resistente).

En trabajos realizados en Andalucia con el cultivar moderadamente susceptible

‘Arbequina’, hemos podido observar el desarrollo epidémico de la enfermedad progresa

més rapido en las plantaciones en seto (1904 arboles ha™) que las plantaciones de alta

densidad (204 a 816 arboles ha™) (Moral et al., 2012).
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Figura 4: Relacion lineal entre la tasa de maduracién del fruto (dias™) y la incidencia final
(0-1) de aceitunas afectadas por Colletotrichum spp.; en los cvs. A)- Hojiblanca
(susceptible), B)- Picudo (susceptible) y C)- Picual (resistente).
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Figura 5: Relacion entre precipitaciones e incidencia de aceitunas afectadas por
Colletotrichum spp., durante 2005, 2006 y 2007 en el T.M de Cabra. A)- Precipitacion
acumulada (mm) en primavera-verano, otofio e invierno. B)- Aceitunas afectadas (%)
en los cvs. Hojiblanca (susceptible), Picudo (susceptible), Picual (resistente).
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Este hecho se debe principalmente a las condiciones de microclimaticas en el interior
del seto (baja ventilacién, elevada humedad relativa y tiempo de humectacion) y al
escasa distancia entre fuentes de indculo (aceitunas momificadas), por lo que se

recomienda incrementar los tratamientos cupricos en este tipo de plantaciones.

Otros factores que influyen en el desarrollo epidémico de la enfermedad son: la
presencia de microorganismos antagonistas (Segura, 2003), la presencia de heridas
causadas por la mosca del olivo (Mateo-Sagasta, 1968; Graniti et al., 1993; Moral et
al., 2008), y los tratamientos fungicidas realizados (Roca et al., 2007). Ademas hemos
podido observar que existe una relacion negativa entre susceptibilidad a la Antracnosis
y concentracion de calcio en el fruto (Moral y Trapero, 2009b), lo que explicaria la
severas epidemias que se desarrollan en suelos acidos de Portugal o de las provincias de

Sevilla y Huelva.
6. CONTROL

La resistencia es uno de los métodos de control méas eficaces y respetuoso
medioambientalmente, puede combinarse con otros métodos de control como el
biolégico o quimico y ha permitido incrementar la produccion agricola amortiguando la
fluctuacion de la cosecha entre afios. En el olivo, desafortunadamente, la resistencia a
plagas o enfermedades no se ha considerado como una medida de control debido en
gran parte a la falta de una informacion rigurosa sobre la resistencia/susceptibilidad de
los cultivares. En el caso de la Antracnosis del olivo, la resistencia y susceptibilidad
genética son los extremos de una variable continua resultado de la interaccion entre los
mecanismos utilizados por el hongo para producir infeccién y enfermedad y los

mecanismos, pasivos o0 activos, de resistencia de la planta (Moral y Trapero, 2009b).

En condiciones controladas, la resistencia del olivo a Colletotrichum spp. se expresa
como: retraso en la colonizacién de los tejidos de la aceituna (Gomes et al., 2009),
incremento del periodo de latencia, disminucion de la tasa maxima de desarrollo de
sintomas (Moral et al., 2008) y reduccién de la cantidad de indculo que produce el
patogeno (Moral y Trapero, 2012). En campo, se observa una disminucion de la tasa
méaxima de desarrollo de sintomas y un incremento del periodo de latencia, siendo
frecuente que las infecciones queden asintomaticas durante periodos prolongados en los

cultivares resistentes (Moral y Trapero, 2012; Figura 3).
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Actualmente podemos encontrar desde cultivares de olivo altamente susceptibles a
cultivares con resistencia completa (Tabla 2), aunque esta informacion presenta
limitaciones, ya que en la mayoria de los casos esta basada en observaciones de campo
siendo frecuentes las contradicciones debido a errores de identificacion de los cultivares
y a la confusién entre sintomas causados por distintos patégenos (Mateo-Sagasta, 1968;
Moral et al., 2005). Un factor critico que condiciona la resistencia de los cultivares es el
estado de madurez del fruto, ya que cuando la aceituna esta sobremadura todos los
cultivares resultan susceptibles y apenas existen diferencias entre ellos. Otros factores
que pueden influir en la resistencia son la interaccion especie de Colletotrichum-cultivar
0 a la existencia de grupos de virulencia o razas del patégeno (Moral y Trapero, 2009b;
Xaviér et al., 2010).

La evaluacion de los 15 primeros cultivares obtenidos en el programa de mejora UCO-
IFAPA de Cérdoba también ha permitido encontrar una amplia respuesta a la
Antracnosis, obteniéndose dos cultivares resistentes (‘UC 07-60" y ‘UC 10-30’), aunque
ninguno mejora las caracteristicas de resistencia del parental ‘Frantoio’ (Moral et al.,
2015).

Por ultimo, cabe comentar que tanto en las prospecciones de campo como en las
inoculaciones artificiales hemos podido observar que la mayoria de los genotipos de
acebuche muestran una elevada resistencia a la Antracnosis. Esta seleccion natural hacia
resistencia puede deberse al hecho de que el patdgeno afecta a la viabilidad de la
semillas (Xaviér et al., 2012) o la capacidad de dispersion de las aceitunas sintomaticas

que podrian ser rechazadas por las aves frugivoras.

Las précticas culturales que favorezcan la ventilacion de los olivos, como la poda de las
ramas internas y evitar los marcos de plantacion excesivamente estrechos, muestran
elevada eficacia en la Antracnosis del olivo. Ademaés, es aconsejable la eliminacion de
las ramas muertas y de las aceitunas momificadas de la copa de los arboles. Cabe
destacar, que la estrategia de control mas efectiva es adelantar la recoleccion, debido a
que la susceptibilidad de la aceituna aumenta con su estado de madurez, acortandose el
tiempo necesario para que se desarrollen ciclos secundarios (Andrés, 1991; Graniti et
al., 1993; Moral et al., 2008; Trapero et al., 2009; Cacciola et al., 2012). Este hecho, ha
Ilevado a algunos autores a recomendar la utilizacion de cultivares de maduracion tardia
(Bompeix et al., 1988).
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En cultivares susceptibles a la Antracnosis, cuando no se recogen en verde, el control
efectivo de la enfermedad requiere el empleo de fungicidas. A pesar de que se redujo un
43% el consumo de fungicidas cupricos a nivel europeo durante 1993-2003 en favor de
otros compuestos como los carbamatos, quinolinas o estrobilurinas (Eurostat, 2007). La
aplicacion de fungicidas cupricos sigue siendo la medida de control mas utilizada para
la enfermedades del olivo y en particular, para la Antracnosis (Martelli y Piglionica,
1961; Graniti y Laviola, 1981; Graniti et al., 1993; Pérez, 2011), y suponen un gasto
anual de unos 200 millones de euros al sector oleicola espariol (Trapero et al., 2009).
Esta prevalencia de los productos cupricos se debe a que el uso de fungicidas organicos
en postfloracion estd muy limitado ya que existe la posibilidad de que se absorban en el
aceite del fruto al ser en su mayoria liposolubles (Moral y Trapero, 2009b).
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Tabla 2: Resistencia de cultivares de olivo a la Antracnosis causada por Colletotrichum spp.

Cultivar Reaccion * Cultivar Reaccion ?
Abou-salt R3® Manzanilla del centro Ste
Alamefio de Marchena R Manzanilla del piquito s
Alfafara s Megaritiki R
Arauco R? Manzanilla del centro St
Arbequina Il Vi Meski s
Arbosana R161 Mele st
Ascolana tenera s Mission s+ Mm*
Azara s Mixan Mm*
Azeiteira R® Moraiolo st
Azeitoneira Mm* Morisca ghisie
Barnea g1 Morona S
Barouni du nord st Morrudo st
Bical de Castelo Branco Mm* Morrut Ca Y
Bico de corno s? Negrinha M*R®
Blanqueta S8 M*5 RIS Nera di Oliena Mm*
Blanqueta de Elvas R® Nabali R
Branquita R* Nevadillo blanco de Lucena st
Callosina St R Negral M
Canetera R’ Nocettara Etnea s?
Carolea S Ocal S
Carrasquenha R*® Ogliorola di Lecce Mm*
Cassanese Mm* Orebetana R*
Cellina di Nardo s M’ Ottobrarica S
Changlot real gl Ottobratica rotondella s
Cipressino S Pajarero M R
Cobrangosa ghsie Patronet M’
Conserva de Elvas s*s Pendolino st
Coratina M* Pequefia de Casa Ibafiez R
Cordovil de Castelo Branco s* m* Perillo de Jaén R
Cornezuelo de Jaén RY Picholine SR
Cornicabra g6 Picholine marrocaine R
Cornicabra de Mérida S Picual RE14:1619
Cornicabra parda R Picual de Estepa S
Corniola gir-ie Picual de hoja clara S
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Dolce Agogia R Picudo G141
Empeltre M3 R7I619 Picudo de Montoro S
Farga S8 M7 Queen S
Frantoio S M* REISIE1 Racimal de Jaén St
FS-17 R* Razzola R
Galega grada de Serpa st Rasti st
Galega vulgar g251e Redondal Sid
Gerboui du nord R* Redondil st
Gordal sevillana g6 Picual de hoja clara s
Hojiblanca g6 Redondilla de Logrofio s
Itrana S San Mauro S
Kalamata s Sant" Agostino st
Kalinjot m* Santomauro R®
Kokérr Madh Berati st Sevillenca g7
Kokérr Madh Elbasani m* Sikitita (= Chiquitita) s
Koroneiki R1619 Sinopolese gb-1219
Leccino S M RY Tempranilla R
Lechin de Granada s Tonda di Strongoli st
Lechin de Sevilla glets Tonda Iblea g+8s
Leucocarpa Mm* Tondina s®
Limli Mm* Verdeal Alentejana M*R®
Llumet R’ Verdial de Badajoz s
Magcanilha algarvia S Verdial de Huevar S RY
Manzanilla cacerefia M Verdial de Vélez-Malaga S¥ M
Manzanilla de agua s Vernina (=Ciparsiota) st
Manzanilla de Carmona M3 Villalonga S MY
Manzanilla de Guadix S Zarzalefia R
Manzanilla de Hellin R Zarzariega s
Manzanilla de Jaén St6 R™ Zutica M* R®
Manzanilla de Sevilla §23T141620 UC 13A6 g%

Manzanilla de Tortosa

Slﬁ

?R = Resistente, M = Moderadamente susceptible, S = Susceptible.
bAgosteo et al., 2005%; Andrés, 19912 Barranco et al., 2000°%; Bartolini y Cerreti, 2013*; Branz-Sobreiro, 1992°% Cacciola et
al., 1996°% Garcia et al., 1997b"; Graniti, 1953% Graniti, 1954% Hemi y Murata, 1935'; Loprieno y Tenerini, 1960
Martelli, 1960 Martelli, 1961%%; Mateo-Sagasta, 1968'*; Montioroni, 1956, Moral et al., 2005*°; Moral et al., 2006*";

Moral y Trapero, 2009a™; Penninsi et al., 1993; Pontis y Hansen, 1942%°; Sergeeva, 2011%°

Nota: Los trabajos en los que las evaluaciones se realizaron en condiciones de inoculacion artificial aparecen marcadas en

negrita.
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Los compuestos cupricos ademas poseen numerosas caracteristicas que han motivado su
amplia utilizacién como: elevada persistencia, amplio espectro de accién contra hongos
y bacterias, capacidad de interferir con las toxinas del patdgeno y precio bajo, aunque en
los ultimos afios se ha incrementado su precio sustancialmente (Pennissi et al., 1993,
Roca et al., 2007). Asimismo, y aunque se han utilizado en el olivar practicamente
desde su descubrimiento por Millardet (1885), no se han detectado poblaciones de
hongos tolerantes, al tratarse de fungicidas “multisitio” que afectan a la membrana
celular de las esporas sustituyendo otros iones (H*, K*, Ca** y Mg?) esenciales y
afectando a las esterasas de membrana. En el interior de la espora, los iones Cu®* se
fijan sobre diversos grupos quimicos (imidazoles, carboxilos, fosfatos, sulfhidrilos,
aminas o hidroxilos) presentes en numerosas proteinas y afectan a la cadena de
respiracion mitocondrial (Montag et al., 2006; Borkow y Gabbay, 2009).

En un trabajo realizado durante 4 afios en Andalucia, se identifico el inicio del otofio
como el momento dptimo de control de la enfermedad (Pérez, 2011) coincidiendo con
las recomendaciones realizadas en lItalia (Graniti et al., 1993; Penninsi et al., 1993;
Prota, 1995). Debido a la enorme capacidad de dispersion y multiplicacion del hongo y
al caracter protector de los fungicidas cupricos, los tratamientos otofiales deben
realizarse antes de que se observe el primer fruto afectado en campo, repitiéndose en
afios lluviosos o con cultivares tardios debido al lavado del cobre (Moral et al., 2009b).

Por el contrario, los tratamientos otofiales no son necesarios en las zonas donde
predominen cultivares resistentes a la Antracnosis, como es el caso de la provincia de
Jaén donde domina el cv. Picual. Hasta el momento, los tratamientos primaverales han
mostrado una eficacia limitada (Martelli y Piglionica 1961; Pérez, 2011) debido a la
mayor importancia de las infecciones otofiales. Por ello, estos tratamientos s6lo serian

eficaces los afios con primavera lluviosa, elevado indculo en campo y otofio seco.

En general, los afios con elevado inoculo en campo (afios precedidos de epidemias de
Antracnosis), condiciones climaticas favorables (otofio himedo y céalido) para el
desarrollo de le enfermedad y en los que las aceitunas adelanten su maduracion (afios de
descarga), si los cultivares son susceptible al patdgeno, es recomendable mantener
protegido el fruto durante todo el otofio y adelantar la recoleccion. En el caso de que el

cultivar sea de doble aptitud (mesa y aceite) podemos optar por el verdeo.
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Los compuestos cupricos que hemos evaluado (hidroxido de cobre, oxicloruro de cobre
y sulfato cuprocalcico) han mostrado una eficacia alta contra el patdgeno a excepcion
del sulfato tribasico de cobre. A nivel experimental, también hemos observado una
elevada eficacia del tebuconazol, aunque su uso esta limitado a prefloracion (Peérez,
2011). En ltalia, Pennisi et al. (1993) observaron que el sulfato cuprocélcico permite
un control mejor de la enfermedad que el bitertanol, hexaconazol, miclobutanil metiram
y ziram. Resultados similares se obtuvieron en la India al comparar los compuestos
clpricos con distintos compuestos organicos (Sharma y Kaul, 1990). En el caso de las
estrobilurinas, familia de fungicidas de mas reciente incorporacion al olivar, han sido
escasamente investigadas contra la Antracnosis, aunque existen resultados que
demuestran la eficacia de azoxistrobin en Italia (Agosteo et al., 2007) y de
trifloxistrobin en Espafia (Pérez, 2011). Cabe destacar que se han observado buena
eficacia de la mezclas de compuestos cupricos y organicos, como en el caso de
oxicloruro de cobre y propineb o trifloxistrobin, o hidréxido cuprico y folpet (Pérez,
2011). Actualmente, el estudio de mezclas de ambos tipos de fungicidas, o la utilizacién
de nuevos compuestos con baja concentracion de cobre, son de especial interés ya que
se espera una reduccion importante de la cantidad cobre permitida que actualmente es de
6 kg/ha al afio en la Unién Europea (EEC, 2007; Trapero et al., 2009; Cacciola et al.,
2012).

Los compuestos célcicos se estan utilizando para control de la Antracnosis del manzano
debido a que inhiben la actividad de enzimas excretadas por los patdégenos y refuerzan
la estructura de la pared celular de los tejidos del fruto (Rahman y Punja, 2007). En el
caso del olivo, ain no hemos observado un efecto destacable de los compuestos de
calcio (carbonato, cloruro, hidréxido, propinato y silicato) en el control de la
enfermedad (Pérez, 2011). Aunque alguno de estos compuestos causan una inhibicién
de la formacién de los apresorios, estructura fundamental para la infecciéon de los
conidios, proxima al 80% (Agalliu, 2009). Ademas, en condiciones naturales, se ha
observado que el contenido de calcio en la aceituna esta positivamente relacionado con

la resistencia que muestra al patégeno (Moral et al., 2009b).

La lucha bioldgica no han sido empleada de forma comercial contra la Antracnosis del
olivo, aunque en inoculaciones artificiales de aceitunas, un aislado flangico de

Aureobasidium pullulans y dos bacterianos, Curtobacterium flaccumfaciens y
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Paenibacillus polymyxa, mostraron una capacidad de inhibicion superior al 50%
(Segura, 2003).

7. INFLUENCIA SOBRE LA CALIDAD DEL ACEITE

La obtencion de un aceite de calidad es una premisa fundamental para cualquier
olivicultor. Para ello, es necesario tener en cuenta los diferentes factores que pueden
afectar a la calidad del producto final en cualquiera de sus etapas de produccion. Los
factores climatologicos, edafoldgicos, agronémicos y, especialmente, la recoleccion y la
sanidad de la aceituna influyen notablemente en la calidad del aceite de oliva.

Los parametros fisico-quimicos (acidez libre, indice de perdxidos, absorbancia
ultravioleta K270 y K232, y esteres alquilicos), y sensoriales que permiten diferenciar
las categorias comerciales del aceite de oliva virgen estan recogidos en los reglamentos
EEC 1991 y 100C 2012 (Tabla 3). A su vez, los aceites de oliva de mayor calidad
(virgenes extras) se diferencian segun la cantidad e intensidad de matices sensoriales

tanto para el olfato como para el gusto.

En general, los aceites procedentes de aceitunas caidas muestran elevada acidez y
deterioro de la calidad sensorial (Uceda et al., 2008). Si las aceitunas caidas suponen un
5-10% del total de frutos, se produce un descenso notable de la calidad del aceite
(Famiani et al., 2002). El estado de madurez de la aceituna también tiene una marcada
influencia en la calidad del aceite (Alba et al., 2008). En general, el contenido en
compuesto fenodlicos se incrementa durante las primeras fases de maduracion de la
aceituna y disminuye posteriormente segin una curva parabdlica (Uceda et al., 2008).
Durante el la maduracion, ademas, se suele producir un incremento del acido linoleico
y, en ocasiones, del oleico, mientras que los acidos palmitico y estearico tienden a
disminuir causando un descenso de la relacion monoinsaturados/poliinsaturados (Uceda
et al., 2008; Inglese et al., 2011). Para establecer el momento 6ptimo de recoleccién se
aconseja la realizacion de analisis periddicos de las aceitunas (Alba, 2008), aunque
suele ser proximo al momento en el que la pigmentacion esta limitada a la epidermis
(Inglese et al., 2011). Por lo tanto, los sistemas de recoleccion que permitan una
recoleccion de aceitunas en el momento optimo de madurez de forma rapida, para evitar
la sobre maduracion y caida, y que no dafien su epidermis son los méas aconsejados.

Entre estos sistemas, podemos destacar los vibradores, tanto de tronco como manuales,
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y la vendimiadoras utilizadas para los setos del olivar de alta densidad. Recientemente,
Guerfel et al (2010; 2012) demostraron que este factor agrondémico, el marco de
plantacion, también puede afectar a las caracteristicas quimicas (acido oleico, hexanol,
clorofila, carotenoides y fenoles totales) aunque estos estudios se realizaron en
condiciones de secano en Tunez y con densidades comprendidas entre 51 y 156 arboles

hal.

Una vez recogida la aceituna, los procesos de transporte, almacenamiento de las
aceitunas, batido, centrifugacion y almacenamiento del aceite también influyen

marcadamente en la calidad del aceite (Alba, 2008).

Tabla 3: Caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de las diferentes categorias
de aceite de oliva.

Grados Acidez P.V. uv C. Organolépticas

(%) (meq.0,/KQ) 270 nm Intensidad Defecto; Frutado

Defecto=0

<0,8 <20 <022

Virgen extra Frutado>0
0<D <
<20 <025 efecto<3,5

Virgen <2,0 Frutado>0

3,5 <Defecto< 6,0
<33 <20 <0,30 0 <Defecto<3,5yF=0

Virgen Corriente? Defecto> 3,5

>2,0 0<Defecto<3,5yF=0

Lampante >3,3 Defecto > 6,0P

aSplo existe esta categoriaen el Reglamentodel COI T. 15/NC N23 Rev.7
bValor paradicha categoriaen el Reglamento del COI T. 15/NC N23 Rev. 7

La obtencion de aceite de oliva calidad requiere la utilizacion de aceitunas sanas, es
decir que no estén afectadas por insectos u organismos patdgenos que les causen
alteraciones (Runcio et al., 2008). Entre los insectos, destaca la mosca del olivo que
puede causar tanto pérdida de cosecha como de calidad del aceite, debido a la caida de
aceitunas y a la galerias de las larvas en la pulpa de los frutos (Andrés, 1991). Una
elevada infestacion de mosca estd asociada con incrementos de la acidez libre, de la
absorbancia en el ultravioleta y del indice de peroxidos (Tamendjari et al. 2009;
Mraicha et al., 2010), asi como una disminucion de la estabilidad y contenido de
compuestos fendlicos del aceite (Gémez-Caravaca et al. 2008; Tamendjari et al. 2009;
Mraicha et al., 2010).
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En la mayor parte de los casos, los agentes bioldgicos que en

ultima instancia deterioran la calidad del aceite son hongos filamentosos o levaduras

que colonizan las galerias de las larvas de la mosca (Andrés, 1991).

Entre los organismos patdgenos de las aceitunas destacan diversos hongos vy
principalmente las especies del género Colletotrichum (Garcia et al., 1997a; Garcia,
1998). Estudios recientes han mostrado que aceitunas bien recogidas y procesadas
producen aceites de inferior calidad a las procesadas de manera irregular, siendo sélo la
diferencia entre ellas la incidencia en las primeras de frutos afectados por Antracnosis.
Las especies de Colletotrichum causan la podredumbre y caida prematura de las
aceitunas, lo que origina en el aceite un color rojizo (“aceites colorados”) caracteristico
(Fig. 6), aumento de la acidez y pésima calidad organoléptica, apareciendo los defectos
de tierra y moho-humedo-terroso (Mincione et al., 2004; Carvalho et al., 2008).

Figura 6: Aceite de oliva colorado (lzg.) procedente de aceitunas afectadas por
Colletotrichum spp., junto aceite virgen extra (Dcha) procedente de aceitunas sanas
(Foto de: Miauel Pastor).

En general, a medida que aumenta la incidencia de frutos afectados por Antracnosis, se
produce simultaneamente una caida de la calidad de los aceites extraidos. Los aceites
procedentes de aceitunas afectadas muestran aumento en el indice de perdxidos y, sobre
todo, en la acidez libre (lannotta et al., 1999); y una disminucién de la estabilidad

oxidativa, del contenido de polifenoles y a-tocoferol. De manera, que aceites
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procedentes de aceitunas con una incidencia del 15-20% dejan de ser clasificados como
aceites de oliva virgen extra y con una incidencia mayor del 40-45% no pueden ser
clasificados como aceites virgenes al mostrar un porcentaje de acidez > 0,8% y 2%,

respectivamente (Mincione et al., 2004; Carvalho et al., 2008).

Otro parametro de caracterizacion del aceite afectado por la Antracnosis es la
composicion esterolica que puede impedir el cumplimiento de las normas de comercio
internacional de los aceites de oliva. En cambio, la composicion de acidos grasos se

mantiene mas 0 menos estable (lannotta et al., 1999; Mincione et al., 2004) (Tabla 4).

Recientemente, Runcio et al (2008) han demostrado que los aceites procedentes de
aceitunas afectadas por el patdégeno muestran un incremento significativo en el
contenido de aldehidos, principalmente heptanal, octanal y nonanal que atribuyen a las
reacciones de descomposicién de hidréxidos peréxidos que se forman durante la auto-

oxidacion del acido oleico del aceite (Vichi et al., 2003).

Tabla 4: Efecto de la incidencia (%) de aceitunas cv. Sinopolese afectados por
Colletotrichum en la calidad del aceite.

fneigencia - Aader In((::]cengzr?(zlgf S o Koo ovidatva Fe'}%?:—g 9}?'65 > Sigf,z;em' ETs(tJetgzs
Q) (mg kg)
0 0,45 4,16 1,40 0,13 11,00 299,7 93,9 3026
20 2,58 16,24 150 0,15 4,50 208,7 934 3443
40 6,43 33,14 1,75 0,19 2,00 139,7 91,6 4197
60 6,00 32,80 177 019 2,50 148,8 91,8 4400
100 8,38 42,73 206 0,25 1,50 1334 90,8 4855

Fuente: lannotta etal., 1999
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Tabla 5: Contenido con esteres alquilicos de los &cidos grasos de aceite obtenidos de
aceitunas con diferentes grados de deterioro.

Muestra Apilamiento (Dias) FAME (mg/kg) FAEE (mg/kg) FAPE (mg/kg) FABE (mg/kg)

Inicial 0 24 18 n.d n.d
1 14 24323 177703 434 905
2 28 24963 88925 380 693
3 42 30014 167783 735 1052
4 50 38923 278260 1027 1543

Fuente Pérez —Camino et al., 2002.

Asimismo, la infeccion por Colletotrichum también afecta a los alcoholes alifaticos y
terpénicos y los contenidos de ceras (Mincione et al., 2004).

Por dltimo, el contenido de esteres alquilicos de los acidos grasos en los aceites
obtenidos de aceitunas que han sufrido un proceso de degradacién por apilamiento en
condiciones humedas durante un largo periodo aumenta considerablemente (Tabla 5).
Por lo que cabe esperar que la incidencia de Colletotrichum spp., que produce un
aumento de la acidez libre y del contenido de alcoholes alifaticos, origine un aumento
por esterificacion de los acidos grasos y los alcoholes, de manera que posiblemente no
s6lo haya esteres metilicos y etilicos sino que se produzcan otros como propilicos y
butilicos (Gémez-Coca et al., 2012).

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Aunque durante los ultimos afios se han realizado avances importantes en el
conocimiento de la epidemiologia y control de la Antracnosis del olivo, todavia quedan
numerosas investigaciones por desarrollar para conseguir un control mas eficaz y
respetuoso medioambientalmente. Por ello, actualmente estamos trabajando en el
desarrollo de un sistema de toma de decisiones con un entorno informéatico amigable
para los olivicultores. Con este sistema se espera identificar los momentos optimos de
control de la enfermedad en funcion de las condiciones ambientales y de la resistencia

del cultivar lo que derivaria en un ahorro sustancial de fungicidas.
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En el caso de la influencia del patdgeno en la calidad del aceite de oliva, y a pesar de
sus nefastas consecuencias, las carencias de conocimiento son ain mayores. Creemos
que son necesarios estudios que aborden la influencia de la incidencia y severidad de la
infeccion sobre la calidad del aceite incluyendo, ademas de los parametros tradicionales,
como la acidez y el indice de peroxidos, otros como el contenido de esteres. Igualmente
interesante seria estudiar el efecto del patdgeno sobre la calidad de los aceites
elaborados con aceitunas afectadas por el patdgeno pero que ain no muestran sintomas
visibles, es decir durante el proceso de infeccion latente. Por ultimo, creemos esencial
abordar el efecto varietal y etioldgico en la calidad de los aceites procedentes de frutos
afectados y la dindmica de degeneracién de los aceites colorados. Afrontar estos

trabajos requiere la colaboracion necesaria de quimicos del aceite y fitopat6logos.
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VARIABILITY IN SUSCEPTIBILITY TO ANTHRACNOSE IN THE WORLD
COLLECTION OF OLEA EUROPAEA CULTIVARS OF CORDOBA (SPAIN)

ABSTRACT

Anthracnose of olive (Olea europaea L.), caused by Colletotrichum spp., is a serious
disease of the olive tree whose epidemics are highly dependent on the susceptibility of
the cultivars and environmental conditions in the fall. In the last 15 years there have
been four serious epidemics in Andalusia that allowed us to complete the assessment of
the World Olive Germplasm Bank of Cérdoba (WOGBC), including the main plot in
the IFAPA in Cordoba and two complementary fields located in Cabra (Cordoba) and in
Mengibar (Jaén). A total of 384 cultivars have been evaluated from twenty-two all
olive-growing countries in the world, mainly from Spain (222 cvs.), Syria (31), Italy
(22), Turkey (18) and Greece (17). Disease assessments were performed using a 0-10
scale, specially developed to estimate the incidence of fruit affected in the canopy of the
olive trees, confirming by artificial inoculations in some cases. Because of the direct
relationship between maturity of the olives and susceptibility to anthracnose, all
evaluations were performed at the beginning of ripening of the fruit, which has forced
coupling assessments according to the state of maturity of the trees. Statistical analysis
of representative cultivars allowed grouping the 384 cultivars in five categories of
susceptibility: highly susceptible (25.5%), susceptible (31.5%), intermediate (19.8%),
resistant (14.3%) and highly resistant (8.9%). Representative cultivars of these
categories are ‘Ocal’, ‘Lechin de Sevilla’, Arbequina, Picual and Frantoio, respectively.
With some exceptions, such as cvs Arbequina and Picual, most of the main Spanish
cultivars, as Cornicabra, Hojiblanca, Manzanilla de Sevilla, Morisca, Picudo, Farga and
Verdial de Huévar are included in the categories of susceptible or highly susceptible.
The phenol content in the fruit, depending on the ripeness of the same, was the best
feature associated with the resistance of the cultivars.

Additional Keywords: “aceituna jabonosa”, Colletotrichum gloeosporioides,

Gloeosporium olivarum, Olea europaea, resistance.

43



Capitulo: 11 C. Xaviér

1. INTRODUCTION

Olive (Olea europaea L.) is the most extensively cultivated fruit crop in the world
(FAO, 2015), and its great intra-specific diversity is the key to its good adaptation to the
many different areas with a Mediterranean climate. Although olives are grown
worldwide, the Mediterranean basin is the major cultivation area, comprising about 98%
of olive trees and more than 1200 cultivars (Bartolini and Cerreti, 2015). About 25% of
all olive trees are grown in Spain, where the number of well-identified cultivars is 272
(Rallo et al., 2005). The Spanish olive industry presently has over 2.6 million ha with an
annual olive oil production value exceeding 2.8 billion euros in the last 4 years
(MAGRAMA, 2014). More than 65% of Spanish olive production is concentrated in the
Andalusian region of southern Spain, where olive trees are an essential element of the
landscape and form a mosaic of cultivars (Rallo et al., 2005).

Anthracnose of olive, caused by the mitosporic fungi Colletotrichum acutatum s. I.
Simmonds ex Simmonds and C. gloeosporioides s.l. (Penzing) Penzing & Saccardo, is
the most destructive disease of olive fruit and is widely distributed in many olive-
growing regions of the world (Andrés, 1991; Graniti et al., 1993; Talhinhas et al.,
2005). In Spain, the disease is named for its characteristic fruit-rot and mummification
syndrome, with abundant production of conidia in a gelatinous matrix (“aceituna

jabonosa” or “soapy fruit”) under wet conditions (Andrés, 1991; Mateo-Sagasta, 1968).

In recent epidemics in southern Spain, affected trees showed wilting of leaves and
dieback of shoots and branches, as well as the characteristic fruit-rot syndrome
(Barranco et al., 2008; Moral et al., 2014; Trapero et al., 1998). All isolates of
Colletotrichum causing olive anthracnose in these epidemics in Andalusia were
identified as C. acutatum s.l. However, C. gloeosporioides s.I. has also been identified

as causal agent of olive anthracnose in Spain (Moral et al., 2014).

The incidence of anthracnose depends greatly on cultivar susceptibility and weather. In
Andalusia, severe anthracnose epidemics only occur under favorable weather conditions
in areas where susceptible cultivars are grown, such as in southern Coérdoba, northern
Malaga-Sevilla, and western Granada provinces. The dominant cultivars in these areas
are ‘Hojiblanca’ and ‘Picudo’, which are highly susceptible to anthracnose (Barranco et
al., 2008). A similar situation occurs in wet regions of Portugal, where the susceptible
cv. Galega vulgar is grown (Talhinhas et al., 2005). Fortunately, the most important
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cultivar in Andalusia, ‘Picual’, is considered resistant to anthracnose under field
conditions, although a moderate level of disease occurs when ‘Picual’ trees are grown

mixed with susceptible cultivars (Trapero et al., 1998).

Information on the susceptibility or resistance to anthracnose in olive cultivars is based
on field observations and farmer experience rather than on systematic studies. To
characterize resistance levels, researchers have artificially inoculated fruit or plants only
in a few cases and with variable results (Garcia-Figueres et al., 1997; Mateo-Sagasta,
1968). A related problem is that olive cultivars are frequently misidentified in the field
(Barranco et al., 2008). For these reasons, discrepancies in resistance or susceptibility to
anthracnose for some olive cultivars are quite common (Moral et al., 2005; 2008a). An
example of these discrepancies is the database of olive germplasm (Bartolini and
Cerreti, 2015), which includes two cultivars each with two different levels of
susceptibility to anthracnose. Another source of confusion is the similarity of
anthracnose fruit-rot symptoms to those caused by other fungal pathogens, such as
species of Alternaria, Botryosphaeria, Fusarium, and Phlyctema (Barranco et al., 2008;
del Moral et al., 1986; Garcia-Figueres, 1998; Moral et al., 2008b).

The need to determine the relative susceptibility of olive cultivars to anthracnose
became more evident after the establishment of the World Olive Germplasm Bank of
Cordoba (WOGBC) and the beginning of an olive breeding program in Cdrdoba,
southern Spain (Caballero et al., 2006; Rallo et al., 2005; Trujillo et al., 2013). The
demand to assess a great number of olive cultivars and genotypes and the lack of a
suitable method for their evaluation led to the development of an inoculation method to
quantify resistance to Colletotrichum spp. (Moral et al., 2008) and to develop a method
to assess the susceptibility to anthracnose of selected olive cultivars in the field (Moral
and Trapero, 2009). The objectives of this study were the following (i) to assess the
susceptibility of olive cultivars in the WOGBC to anthracnose caused by Colletotrichum
spp., (ii) to identify cultivars representative of each of the susceptibility categories
determined in this study and iii) to correlate the anthracnosis susceptibility with other
phenotypic characteristics of cultivars. A preliminary report of this study has been
published (Xaviér et al., 2014).
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Plant material and orchard

We have evaluated 384 accessions of cultivated olive (Olea europaea L.) from 22
countries of origin (Table 1). These accessions are conserved in live collections in the
WOGBC located at the “Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera de
Andalucia (IFAPA)” centre “Alameda del Obispo”, Coérdoba (southern Spain).
Although these accessions are not yet fully authenticated (Trujillo et al., 2013), we will
refer to them as cultivars. The WOGBC was planted in several stages starting in 1982
and by 2005 it contained 406 cultivars (Caballero et al., 2006). In this study, which
covers the period 1997-2008, we have evaluated the susceptibility to anthracnosis of the
384 cultivars that presented a consistent response among replicates. The remaining 22
cultivars were quite different from their reps, or it was only possible to evaluate a single
tree without repetitions, so they are not included in this study. There were 2 to 16

replicated trees (average 3 trees) per cultivar in a completely randomized design.

Experimental orchard was managed according to the principles of commercial olive
orchards in Andalusia (Barranco et al., 2008; Civantos, 1999). Each tree was planted in
a 7 x 7 m square, with one trunk per tree, and was pruned every 3 years beginning 5
years after planting. Several copper-based treatments (bordeaux mixture, Caldo
Bordelés Vallés, 1QV, 6 kg Cu per ha) were applied during the spring and autumn to
control fungal foliar and fruit diseases caused by Fusicladium oleagineum,
Pseudocercospora cladosporioides, and Colletotrichum spp. (Barranco et al., 2008;
Civantos, 19997).

2.2. Assessment of disease incidence in the field

Fruit-rot incidence was assessed in each olive tree by estimating the percentage of
affected fruit using a 0 to 10 rating scale. This scale was validated in field conditions
(Moral and Trapero, 2009) and is the logistic transformation of the percentage or
proportion of affected fruit, which are binary data (Table 1). Thus, the data are
normalized using this scale and the scale values can be analyzed directly through

parametric methods.

Disease incidence was assessed at different times, when most fruit of each cultivar had

become black or had the value 4 in the O to 4 rating scale for olive fruit ripening (Rallo
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et al., 2005). Disease incidence was assessed from the end of November to the end of
January in 1997/98, 2005/06, and 2006/07. There were severe epidemics of olive
anthracnose in the experimental orchards during these years (Moral and Trapero, 2009).

The severity of branch dieback was evaluated at the end of March 2007, after 2 years of
fruit-rot epidemics. Disease severity was assessed using a 0 to 5 rating scale based on
the percentage of tree canopy affected: 0 < 10%, 1 = 10-25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-
75%, 4 = 75-90%, 5 = > 90%. The presence of Colletotrichum spp. in affected branches
was evaluated by culturing small tissue pieces from leaves, shoots, and branches on
acidified PDA plus 100 mg of copper sulfate (CuSO4-5H,0) per liter of medium
following the method of Moral et al. (2009).

2.3. Inoculation of detached fruit

Olive fruit from five cultivars selected by their response to anthracnosis in the field and
olive fruit from cultivars that had a dubious response were collected at the onset of
ripening from asymptomatic trees in the experimental orchard during non-epidemic
years. The fruit were green-yellow and with a value of 1 on the 0-4 ripening scale (Rallo
et al., 2005).

Inoculations were performed with the isolate Col-10 of C. acutatum, which is
representative of the Spanish population of the pathogen causing olive anthracnose
(Moral et al., 2014). Fruit were washed, disinfested, air dried, and sprayed with a
conidial suspension (10° conidia per ml or sterile water for the control) as previously
reported (Moral et al., 2008a). Inoculated and control fruit were incubated in moist
chambers (plastic containers, 22 x 16 x 10 cm® with 100% RH) at 23+2 °C under
fluorescent lights (12 h photoperiod, 40 umol m™s™). Disease severity was assessed
every 2 to 3 days after inoculation by using a 0 to 5 rating scale where 0 = no visible
symptoms, 1 = visible symptoms affecting less than 25% of the fruit surface, 2 = 25-
50%, 3 = 50-75%, 4 = 75-100%, and 5 = fruit completely rotted with abundant conidia
in a gelatinous matrix (soapy fruit), or fruit with abundant white-grey mycelium on the
surface (Moral et al., 2008a). There were two replicates (moist chambers) per treatment
and 25 fruit per replicate arranged in a completely randomized design. The experiment
was repeated once and data analyses were performed on the pooled data from the two

experiments.

47



Capitulo: 11 C. Xaviér

3. Relationship between disease incidence and some phenotypic characteristics of

cultivars

Since some field observations and published data suggested a relationship for some
cultivars between susceptibility to anthracnose and some phenotypic characteristics,
such as size and phenol content of the fruit (Moral et al., 2014), we have studied these
possible relationships for cultivars evaluated. To do this, we have collected published
data of phenotypic characters from 30 cultivars and we have compared them with the
results of the susceptibility to anthracnose in these cultivars.

The mean value of disease incidence assessed by the 0 to 10 rating scale was used for

these comparisons.
4. Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was performed on the rating scale data of fruit- rot
incidence and branch dieback severity in selected olive cultivars because these data
satisfied the normality and homogeneity of variances requirements of ANOVA. Cultivar
means were compared using the Least Significant Difference (LSD) test at P = 0.05.
The ANOVA was not applied to the data of all cultivars evaluated because there were
very marked differences between the number of observations for each cultivar (years
and repetitions). Instead, all cultivars are classified roughly into five categories of
susceptibility established with the reaction of selected cultivars. For all cultivars, the
relationship between fruit-rot incidence and branch dieback severity was analyzed by
the Pearson’s correlation test. This test was also used to analyze the relationship

between disease incidence and fruit size or phenol content in the fruit.

A chi-squared test was used to check if the origin of the cultivars has any effect on the

frequency of resistant or susceptible cultivars.

Disease severity values of inoculated fruit were used to calculate a Disease Intensity
Index (DI1) using the following formula:

Znixi
DIl =4=——x100

5x N

where i represents severity (0 to 5), n; is the number of fruit with the severity of i, and N

is the total number of evaluated fruit. For each cultivar and replication, the standardized
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area under the disease progress curve (SAUDPC) was calculated by trapezoidal

integration of DIl values over time expressed as a percentage of a maximum theoretical

curve. The SAUDPCs was transformed to arcsin~/SAUDPC /100 when necessary for
homogeneity of variance. ANOVA was performed on the SAUDPC data, and treatment
means were compared using LSD test at P = 0.05. Data from all experiments were
analyzed using Statistix 8 (Analytical Software, Tallahassee, FL).

5. RESULTS
5.1. Susceptibility of cultivars in the field

Incidence of fruit rot on olive cultivars in the WOGBC varied greatly among years. All
trees in the experimental field were only evaluated in three seasons (1997/98, 2005/06
and 2006/07) because of the generally low level of infection in other years. The most
severe anthracnose epidemic occurred in 1997/98, whereas the lowest levels of disease
occurred in 2005/06. Cultivar reaction ranged continuously from highly susceptible to
highly resistant. Based on these results, we selected five representative cultivars of the
range of variability observed, each of which should be represented by at least seven
repetitions (trees) in the experimental field. These cultivars were: ‘Frantoio’ (n=8 trees)
for the highly resistant cultivars (0 to 1.9 in the rating scale), ‘Picual’ (n=7 trees) for the
resistant cultivars (2 to 3.9 in the rating scale), ‘Arbequina’ (n=7 trees) for the
moderately susceptible cultivars (4 to 5.9 in the rating scale), ‘Lechin de Sevilla’ (n=8
trees) for the susceptible cultivars (6 to 7.9 in the rating scale), and 'Ocal’' (n=16 trees)
representing the group of highly susceptible cultivars (8 to 10 in the rating scale).

The incidence of fruit in the five selected cultivars varied significantly (P < 0.05) among
them, but these differences depended on the epidemic season (Table 2). The most
marked differences among cultivars occurred in the year of the greatest epidemic.
Cultivars whose response did not differ significantly from each other for the three
epidemic seasons were ‘Picual’ (resistant) and 'Arbequina’ (moderately susceptible).
However, all of selected cultivars differed significantly among them when analysis was
applied to the average of the three years (Table 2). The incidence of branch dieback in
the five selected cultivars also differed significantly among cultivars, being particularly
severe in the most susceptible cultivar 'Ocal’ (Table 2). There was a significant linear
correlation (r = 0.691, P < 0.0001) between the incidence of fruit rot and the severity of

branch dieback for these five cultivars.
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Since the response of the 384 cultivars during the three years of evaluation varied
significantly between years, it was conducted a joint analysis of the incidence of fruit
rot using the years as blocks. The overall results of this analysis are summarized in
Table 4. Due to the large number of cultivars evaluated, the results showed a continuous
gradation in the susceptibility of cultivars, from completely resistant showing none or
very few symptoms (e.g.‘Dolce Agogia’, ‘Frantoio’, ‘Razzola’) to extremely susceptible
which had all affected fruits (e.g. ‘Acebuchera’, ‘Picudo BE’, ‘Uovo Piccione’). By
applying the five categories of susceptibility to all cultivars, the 384 cultivars were
distributed as follows: 34 (8.9%) highly resistant, 55 (14.3%) resistant, 76 (19.8%)
intermediate, 121 (31.5%) susceptible and 98 (25.5%) highly susceptible (Table 3).

The frequency distribution of cultivars according to the categories of fruit-rot incidence
showed a negative skew (k = -0.504) and a negative kurtosis (k = -0.662), which
highlighted the prevalence of susceptible or highly susceptible cultivars in the collection
(Fig. 1). Instead, the frequency distribution of cultivars according to the categories of
branch-dieback severity showed a positive skew (k = 1.679) and a positive kurtosis (k =
2.532), which evidenced that the drying branches only occurred in cultivars that had a
high incidence of fruit rot (Fig. 2). There was also a significant linear correlation (r =
0.540, P < 0.0001) between the incidence of fruit rot and the severity of branch dieback
for all cultivars (Fig. 3). This relationship was weak in general, but more evident to the
varieties which showed a fruit rot incidence higher than 2.5. However, some varieties
that showed high values of fruit-rot incidence did not present branch dieback (Fig. 3).

To check if the origin of the cultivars has any effect on their susceptibility, we made
comparisons for each country between the frequency of resistant cultivars (HR and R
categories) and the frecuency of susceptible ones (M, S and HS categories) using a chi-
square test. The null hypothesis in these tests was that there was no prevalence of any
category of susceptibility and the alternative hypothesis was that there was prevalence
of resistant or susceptible cultivars. The results showed that there was no prevalence of
resistant or susceptible cultivars in most countries, probably due to the low number of
cultivars available. However, in countries with a greater number of cultivars such as
Spain and Syria, susceptible cultivars were dominant, coinciding with the corresponding
result for all cultivars. The only exception was for cultivars from Italy, where there was

a domain of resistant versus susceptible cultivars (Table 3).
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The pathogen C. acutatum was isolated from < 3% of the sampled leaves, shoots, and

branches with dieback symptoms.
5.2. Susceptibility of cultivars in artificial inoculation.

The five selected cultivars developed fruit-rot anthracnose symptoms at the end of the
experiment, 84 days after inoculation. Disease incidence and severity varied greatly
with cultivar and time. The time of appearance for the first symptom varied from 5 days
after inoculation in the most susceptible cultivar (‘Ocal’) to 26 days in the most resistant
(‘Frantoio’). Complete fruit rot required as little as 21 days (‘Lechin de Sevilla’ and
‘Ocal’) to more than 84 days (‘Frantoio’). Many fruit of the latter cultivar did not show
symptoms at the end of the experiment. For each cultivar, three disease development
times were calculated by interpolation: Ty = days from inoculation until the first fruit
with symptoms appeared, Tso = days from inoculation until 50% of the fruit were
affected, and Tigo = days from inoculation until 100% of the fruit were affected (Table
3). The SAUDPC analysis separated the cultivars into five groups which were

significantly different (Table 4).

For the five cultivars, susceptibility based on artificial inoculation and susceptibility
based on field observations were compared by correlating the SAUDPC measured in the
artificial inoculation with the average disease incidence observed in the orchard (Table
1).There was a significant linear correlation (r = 0.989, P = 0.0015) between the
SAUDPC of inoculated fruit and the fruit-rot incidence in the field.

Twenty-seven cultivars that showed a dubious response in the field were also inoculated
as the previous five cultivars. The results served to resolve the doubts raised in the field

and to classify these cultivars in their corresponding category of susceptibility (Table 5).

5.3. Relationship between anthracnosis incidence and some phenotypic
characteristics of cultivars

For 30 cultivars, susceptibility based on field observations and some characteristic of
the fruit were compared by correlating the average disease incidence observed in the
experimental orchard (Table 5) with the published data on size and phenols content of
the fruit (Rallo et al., 2005). The correlation coefficient for the fruit size variable were
low and not significant (r = 0.285, P = 0.124). The correlation coefficients for the

different phenol compounds in the fruit were low and most of them were not significant.
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The only variables that resulted in a significant linear correlation were total phenols (r =
- 0.348, P = 0.043) and oleuropeina (r = - 0.286, P = 0.049).

6. DISCUSSION

Variability of olive cultivars is being studied in 107 collections from 30 countries
including 5,477 accessions (Bartolini and Cerreti, 2015). In part because there are so
many cultivars and many poorly identified cultivars, information on susceptibility or
resistance to major diseases is limited, particularly in the case of olive anthracnose
(Barranco et al., 2008; Bartolini and Cerreti, 2015). Until the study of Moral and
Trapero (2009), little or no information was available on methods to assess cultivars for
their susceptibility to anthracnose under field and controlled conditions. The
development and validation in the field of an effective assessment method (Moral and
Trapero, 2009) has allowed us to evaluate for several years the main plots of the
WOGBC. This collection of olive cultivars contained 406 cultivars (Caballero et al.,
2006) during the years of this study, but only 384 cultivars were evaluated due to lack

of consistent data in 22 cultivars.

During the years of this study, susceptibility to anthracnose differed greatly among
cultivars and years. The ranking of cultivars, however, did not change markedly with
the year, suggesting a dominant effect of genotype over the environment (weather,
pathogen population, level of disease). This effect, however, was clearest in the years of
severe epidemics. In the years in which the disease had a low incidence, it was not
possible to establish differences in susceptibility among cultivars, so those years were
removed from the evaluation. For this reason, only three seasons (1997/98, 2005/06 and
2006/07) were evaluated during the study period.

A major limitation for assessing cultivar susceptibility was the different ripeness times,
as the susceptibility of fruit to anthracnose increases with ripeness (Mateo-Sagasta,
1968; Moral et al., 2008a). To minimize this effect of ripeness, the date of assessment
was varied with the cultivar, and disease was assessed when most fruit of each cultivar
had become black, i.e. had a value of 4 on the olive ripening scale (Rallo et al., 2005).
Besides cultivar misidentification, the lack of a uniform time for disease assessment
related to olive maturation may be the main cause for discrepancies among published
data on cultivar susceptibility (Moral et al.,, 2008a). Information on cultivar

susceptibility to anthracnose under field conditions is limited. For example, the olive
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database contains data for only 54 cultivars, which are classified by their susceptibility
to anthracnose as low (eight cultivars), medium (17 cultivars), and high (31 cultivars).
Two of these cultivars are duplicated because they have been included in two categories
of susceptibility (Bartolini and Cerreti, 2015). Our field assessments agree with
previous observations for susceptible cultivars Arbequina, Blanqueta, Hojiblanca,
Manzanilla de Sevilla, Morrut, Ocal, and Picudo, and for the resistant or moderately
resistant cultivars Empeltre, Leccino, and Picual (Barranco et al., 2000; Bartolini and
Cerreti, 2008; De Andrés, 1991; Moral et al., 2008a; Rallo et al., 2005; Tous and
Romero, 1993). Cultivar Frantoio had low susceptibility in our assessments, which
agrees with some other observations (Bartolini and Cerreti, 2008; Montironi, 1956), but
it was considered susceptible in Argentina (De Andrés, 1991), possibly due to a
misidentification of the cultivar (Barranco et al., 2000). Our results are also the first
report of anthracnose susceptibility under field conditions for cvs. Arbosana,
Cornicabra, Koroneiki, Lechin de Sevilla, Morona, Pajarero, Razzola, Verdial de
Huévar, and Villalonga.

Other fungal fruit-rot diseases caused by species of Alternaria, Botryosphaeria,
Fusarium, and Phlyctema occurred in some cultivars during our assessment of
anthracnose incidence. The incidence of these diseases was low, however, and therefore
did not prevent us from assessing anthracnose incidence, although the time of
assessment was longer in trees affected by both anthracnose and some of these diseases.
The only exception was cv. Blanqueta, which was severely affected by Phlyctema
vagabunda in some years. Because symptoms caused by this fungus can be confused
with anthracnose, trees severely affected by P. vagabunda were excluded from this

study.

Leaf wilt and branch dieback are important symptoms associated with olive anthracnose
(Barranco et al., 2008; Moral et al., 2009). In some countries, such as Greece, Italy, and
Portugal, these symptoms have been considered as a primary anthracnose syndrome
caused by a direct attack of the pathogen on leaves and branches (Graniti et al., 1993;
Zachos and Makris, 1963). In Spain, however, branch dieback has been considered a
secondary syndrome resulting from phytotoxins produced in affected fruit (Moral et al.,
2009). In this study, the pathogen was isolated from affected leaves, shoots, and
branches of all sampled cultivars, but the recovery of Colletotrichum was low (< 3%),

supporting the phytotoxin hypothesis. The results of these studies also demonstrate that,
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at least on susceptible cultivars, the damage caused by anthracnose on branches should
be considered an important aspect of the disease. In Spain, branch dieback has been
traditionally ignored, and reductions in fruit yield and oil quality were considered the
only harmful effects of olive anthracnose (De Andrés, 1991; Garcia-Figueres, 1998;
Mateo-Sagasta, 1968).

Artificial inoculation of detached fruit has been used to evaluate cultivar susceptibility
to anthracnose (Garcia-Figueres et al., 1997; Mateo-Sagasta, 1968), but discrepancies
exist among results from different studies and there was no relationship between
artificial inoculations and field observations for some cultivars (Barranco et al., 2008).
To clarify these disagreements, 11 selected cultivars were assessed for their
susceptibility to fruit rot using an inoculation method that considered major factors
affecting disease severity under controlled conditions (Moral et al., 2008a). Although
the progress of disease intensity over time followed a logistic curve for all cultivars, the
curves differed substantially among cultivars, and these differences depended on the
variable measured: incubation period, AUDPC, ETsy, MDPR, and DSI. The best linear
correlations between disease measured after artificial inoculation and disease incidence
in the field was obtained with DSI. Two cultivars (Morona and Picudo), however,
showed great discrepancies and had to be eliminated from the correlation analysis. In
the case of ‘Morona’, there was a misidentification of cultivar. Cultivar Picudo was very
susceptible in the field but only moderately susceptible in artificial inoculations. In this
case, the difference was probably due to the use of unripe fruit in the laboratory assay;
although the fruit color (green-yellow) indicated ripening stage 1, the true ripening stage
(based on maturity of internal tissues) was probably lower. This was suspected because
many inoculated fruit remained green-yellow at the end of the experiment, 84 days after
inoculation, when most the fruit of the other cultivars had become violet or black
(ripening stages 3 or 4). Differences between internal and external fruit ripening stages

have been reported for other late-maturing cultivars (Barranco et al., 2000).

Artificial inoculations confirmed orchard observations and were consistent with the
published results for most cultivars (Bartolini and Cerreti, 2008; Moral et al., 2005).
However, there were some discrepancies with respect to the reaction of some cultivars
under controlled conditions. Mateo-Sagasta (1968), who inoculated non-wounded
detached fruit of 26 Spanish cultivars, found that cv. Picual was immune, ‘Verdial de

Huévar’ was less susceptible, and ‘Hojiblanca’ and ‘Lechin de Sevilla’ were moderately
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resistant. These cultivars were more susceptible in our study and in other studies
(Barranco et al., 2008; Moral et al., 2005; Rallo et al., 2005) than in Mateo-Sagasta
(1968), perhaps because the latter study used olive fruit that were less ripe. The increase
in susceptibility of fruit with maturity (Moral et al., 2008a) was confirmed by our
results for cv. Picual, in which mature black fruit (‘Picual-V’) were highly susceptible
whereas green fruit (‘Picual-G”) were moderately resistant. The greater susceptibility of
mature fruit may be related to the loss of one or several host resistance mechanisms that
are present in immature fruit (Prusky, 1996). Although these resistance mechanisms
have not been studied for olive anthracnose, higher concentrations of phenolic
compounds in immature than mature olive fruits may account for the resistance of
immature fruit to several olive pests and diseases (Ryan and Robards, 1998). Other
discrepancies between our results and those published by other researchers using
artificial inoculation concern cvs. Frantoio and Leccino, which have been reported to be
susceptible under artificial inoculation (Loprieno and Tenerini, 1960), but were resistant
in the current study. This difference could once again be related to the ripeness of the
inoculated fruit, because our results and field observations (Barranco et al., 2000;
Bartolini and Cerreti, 2008) concur on the resistance of both cultivars to anthracnose.
Differences in virulence of pathogen populations also could explain some discrepancies

for cultivar reaction in different places, but variation in virulence has not been studied.

Benlloch (1942) and De Andrés (1991) indicated that late-maturing cultivars were more
affected by anthracnose than the earlier-maturing ones. Our study did not demonstrate
differences in susceptibility of cultivars associated with the time of ripeness because we
found high susceptibility to anthracnose in early-, medium-, and late-maturing cultivars.
The higher incidence of anthracnose in late-ripening cultivars indicated above may be
related with the excessively late harvest of these cultivars, when their fruit become
black at the end of winter. In this case, cultivars that ripen early may escape from
anthracnose because they are usually harvested at the end of autumn (Benlloch, 1942).
However, if harvest is made before the fruit become black, such is being done at
present, cultivars that ripen more slowly can be used as an avoidance strategy to reduce
anthracnose epidemics, which are favoured by wet and warm weather on autumn, so the
planting of late-maturing cultivars has been recommended as a control practice
(Bompeix et al., 1988; Moral et al., 2008a).
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Based on field observations and laboratory data on susceptibility to anthracnose,
cultivars were classified into three categories: highly susceptible, moderately
susceptible, and resistant. Because cultivar reactions varied continuously from highly
susceptible to highly resistant, significant differences were found in susceptibility
among cultivars within each category. Still, the simplified classification, with only three
categories, will be valuable if included in a database where it can be compared with
other published research.

Assessments of artificial inoculations of detached fruit complements field assessments
to characterize anthracnose susceptibility in olive cultivars. At present, the rating scale
and artificial inoculations are being used to assess the entire OGWB and other cultivar
trials in southern Spain. These assessment methods could also be used to characterize
anthracnose susceptibility of other olive cultivars and genotypes in different collections
and breeding programs in the world (Barotolini and Cerreti, 2008; Rallo et al., 2005).

The use of less susceptible or resistant cultivars is the best way to control many plant
diseases. Although this control method has not been considered as a priority for olive
anthracnose, it will become more important for newly established plantations with a
high density of trees or for hedgerow plantations. These new plantations are more
vulnerable to anthracnose epidemics because the high density of trees favors pathogen
dispersal and environmental conditions for infection (Trapero, 2007). The methods
described in this paper will help researchers screen olive cultivars and genotypes for

anthracnose resistance.
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Figure 1. Frequency distribution by fruit-rot incidence in 384 olive cultivars in
the World Olive Germplasm Bank of Cordoba (Spain).
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Figure 2. Frequency distribution by branch dieback in 384 olive cultivars in the
World Olive Germplasm Bank of Cdrdoba (Spain).
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Figure 3. Linear correlation between fruit-rot incidence and dieback severity in
olive trees of 384 cultivars in the World Olive Germplasm Bank of Cérdoba

(Spain).
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Table 1. Rating scale values and average and interval of percentage of olive fruit
affected by anthracnose.

Scale value (0-10) Affected fruit (%)* Interval (%)°
0 <0.04 <0.04
1 0.14 0.04*-0.23
2 0.41 0.24-0.70
3 1.22 0.71-2.09
4 3.57 2.10-6.02
5 10 6.03-16.13
6 25 16.14-36.60
7 50 36.61-63.39
8 75 63.40-83.86
9 90 83.87-93.97
10 97 93.98-100

®Values taken from the logistic function Y =1+1??%in which Y = percentage of

affected fruit and X = scale value.

*Detection limit of visual assessments in the field (one affected fruit from 2,500
observed fruit per tree).
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Table 2. Incidence of anthracnose in five olive cultivars in the World Olive
Germplasm Bank of Cérdoba during 1997-98, 2005-06 and 2006-07.

Branch
Fruit-rot incidence (0-10) dieback (0-5)

Cultivar 1997-98 2005-06 2006-07 Mean (2007)
Frantoio 0.1d* 0.0d 0.1d 0.le 0.0c
Picual 35¢ 10c 47¢c 3.4d 0.0c
Arbequina 45¢ 3.7bc 55¢ 49c 0.14b
Lechin de Sevilla 8.3b 53b 7.1b 70D 0.17b
Ocal 99a 7.7a 9.6a 9.2a 1.38a

Mean 6.5 5.1 6.1 5.7

“Fruit-rot incidence was estimated using a 1-10 rating scale in which binary data
(proportion of affected fruit) are normalized by applying the logit transformation of
proportion. Scale values were directly subjected to analysis of variance and mean
comparison tests.

Means with the same letter are not significantly different according to Fisher’s protected

LSD test at P = 0.05.
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Table 3. Origin, age and susceptibility to anthracnosis of the olive cultivars evaluated in
the World Olive Germplasm Bank of Cordoba (Spain).

ORIGIN Cultivars Susceptibility categories
(No.) Year of plantation HR R M S HS P%value R¥/S

ALBANIA 8 1989-2002 3 0 4 1 0 0.8853 -
ALGERIA 2 1987-2002 0 1 1 0O 0 0.7733 -
ARGENTINA 1 1995 0O 0 0 O 1 0.4140 -
CHILE 1 1989 0O 0 0 O 1 0.4140 -
CROATIA 7 1989-2002 3 0 1 3 0 0.8769 -
CYPRUS 4 2002 1 1 2 0 0 0.5831 -
EGYPT 5 1989-2002 2 2 0 1 0 0.0679 -
FRANCE 8 1987-2002 o 1 2 2 3 0.1124 -
GREECE 17 1987-2002 3 2 4 5 3 0.3729 -
IRAN 4 2002 0 0 3 1 0 0.1023 -
ISRAEL 5 1987-2002 1 0 0 3 1 0.3614 -
ITALY 21 1987-2002 9 4 3 3 2 0.0404 R
LEBANON 2 1987-1989 0 2 0 O 0 0.0833 -
MEXICO 7 2002 0 1 5 1 0 0.1648 -
MOROCCO 3 1987-1995 0 2 1 O 0 0.3458 -
PAKISTAN 1 2002 0O 0 1 O 0 0.4140 -
PORTUGAL 6 1987-2002 o 1 2 3 0 0.2435 -
SPAIN 222 1987-2002 7 26 38 75 76 0.0000 S
SYRIA 31 1987-2002 2 3 2 18 &6 0.0067 S
TUNISIA 7 1987-2002 2 2 0 O 3 0.3537 -
TURKEY 18 1987-2002 0 7 5 4 2 0.9244 -
USA 4 1992-2002 1 0 2 1 0 0.5403 -
TOTAL 384 1992-2002 34 55 76 121 98 0.0000 S

'HR = highly resistant (0 - 1.9 in the 0-10 rating scale), R = resistant (2 - 3.9), M = intermediate (4 - 5.9),
S = susceptible (6 - 7.9), HS = highly susceptible (8 - 10).

’p-value of the chi-square test used to determine the dominance or non-dominance of resistant or
susceptible cultivars.

*R = dominance of resistant cultivars, S = dominance of susceptible cultivars. - = no dominance of
resistant or susceptible cultivars.
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Table 4. Disease reaction of five selected olive cultivars inoculated with Colletotrichum
acutatum®.

Cultivar T Tso” T SAUDPC®
Frantoio 26.5° 46.0 >84.0 285 ¢
Picual 19.0 38.4 70.0 54.2 d
Arbequina 10.8 19.0 47.0 72.8¢
Lechin de Sevilla 8.5 12.8 26.8 88.6 b
Ocal 5.8 9.5 22.3 97.1a

*Detached fruit were sprayed with a conidial suspension (10° conidia/ml) and incubated
in humid chambers at 23 £ 2°C for 84 days. There were 100 inoculated fruit per cultivar.
Controls were sprayed with water and remained disease free (data not shown).

"Disease development times: days from inoculation to the following three values of
disease intensity index (DII): DIl > 0 (To), DIl = 50% (Tso), and DIl = 100% (T1q0). DII
values were obtained by data interpolation.

‘Standardized Area Under Disease Progress Curve calculated by trapezoidal integration
of DIl values expressed as percentage of a maximum theoretical curve.

%For each column, means with the same letter are not significantly different according to
LSD test at P = 0.05.
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Table 5. Fruit-rot incidence and dieback severity in 384 cultivars in the World
Olive Germplasm Bank of Cordoba (Spain).

Cultivar Origin | Plantation date Fr(gltlg;)t Branc(%i'; back Suicaetgggrl;lty
Abbadi SYR 1997-06 8.5 0 HS
Abbadi Abou Gabra SYR 1997-06 75 0 S
Abbadi Shalal SYR 1999-06 75 0 S
Abou Choki SYR 2002-02 4 0 M
Abou Kanani SYR 1997-06 7.5 0 S
Abou Satl Mohazam SYR 1997-07 6 0 S
Acebuche Caravaca ESP 1997-08 4 0 M
Acebuchera ESP 1997-09 10 1 HS
Adkam SYR 1997-10 8 0 HS
Adramitini GRC 1997-11 7 1 S
Aggezi Shami EGY 1992-06 0 0 HR
Aglandau FRA 1999-06 7 0 S
Agouromanakolia GRC 1992-06 8.7 1 HS
Alamefio Blanco ESP 1995-02 6.5 0 S
Alamefio Cabra ESP 1987-03 6.7 1 S
Alamefio Marchena ESP 1989-01 3.3 0 R
Alamefio Montilla ESP 1989-01 8 1 HS
Alfafara ESP 1989-01 4.1 0.7 M
Alorefia Atarfe ESP 1992-06 8 0.5 HS
Alorefia Iznalloz ESP 1995-02 25 0 R
Amargoso ESP 1989-01 8 1 HS
Amyg. Nana GRC 1992-06 6.4 0 S
Amygdalolia GRC 1989-01 7.7 - S
Arauco ARG 1995-02 9 0 HS
Arbequina ESP 1987-11 4.9 0.1 M
Arbosana ESP 1989-01 3.3 0 R
Argudell ESP 1999-06 75 0 S
Arroniz ESP 1999-06 6.7 0 S
Ascolana Tenera ITA 1989-01 6.4 0.5 S
Asnal ESP 1989-01 7.1 1 S
Athalassa CYP 2002-03 4 0 M
Ayrouni LBN 1989-01 3 0 R
Ayvalik TUR 1987-11 6.8 1 S
Azapa CHL 1989-05 8.6 0.3 HS
Azul ESP 1987-03 1.9 0 HR
Azulejo ESP 1999-06 4 0 M
Barnea ISR 1992-06 0 S
Barri SYR 1999-06 0 S
Beladi o Souri LBN 1987-03 3.8 0 R
Belluti TUR 1992-06 3.4 0 R
Bent al Kadi SYR 2002-02 3 0 R
Beyaz Yaglik TUR 1992-06 5 0 M
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Biancolilla ITA 2002-03 4 0 M
Bical ESP 1989-01 2.4 0 R
Blanqueta ESP 1987-03 7.1 - S
Bodoquera ESP 1999-06 6 0 S
Bolvino ESP 1987-03 8.8 0.4 HS
Borriolenca ESP 1987-03 9.1 1.7 HS
Bouteillan FRA 1987-03 9.3 0 HS
Buga HRV 1992-06 1.3 0 HR
Buidiego ESP 1987-11 4 0 M
Caballo ESP 1987-11 4.1 - M
Cakir o Valanolia TUR 1989-01 5.7 0.3 M
Callosina ESP 1987-03 1.4 0 HR
Campanita Ecija ESP 1987-03 6.3 - S
Canetera ESP 1990-03 3.8 0 R
Caninese ITA 1987-11 0.7 0 HR
CafiivanoN ESP 1995-02 6 0 S
CaflivanoN1 ESP 1987-11 8.7 0 HS
Carolea ITA 1992-06 7.7 0.5 S
Carra. Alburquerque ESP 1989-01 9.5 15 HS
Carra. Alcaudete ESP 1987-03 4.3 0 M
Carra. Canaveral ESP 1997-06 4.5 0 M
Carra. Elvas PRT 1997-06 3.7 0 R
Carra. Jumilla ESP 1990-03 3.1 0.5 R
Carra. Sierra ESP 1987-11 6.2 0 S
Carra. Lucena ESP 1997-06 34 0 R
Carra. Porcuna ESP 1999-06 4 0 M
Carrasquillo ESP 1992-06 6.2 0.5 S
Castellana ESP 1999-06 7.7 0 S
Cerezuela ESP 1987-03 7.3 0 S
Chalchali SYR 1992-06 8 1 HS
Chalkidikis GRC 1987-03 4.2 0 M
Changlot Real ESP 1987-03 4.5 0 M
Chemlal Kabilye DZA 1987-03 2.9 0 R
Chemlali TUN 1992-06 3.3 0 R
Chesna ESP 1989-01 7.4 15 S
Chetoui TUN 1987-03 1.9 0 HR
Chorreao Montefrio ESP 1989-01 8.3 0 HS
Chorruo ESP 1987-03 55 0 M
Chorruo Castro del Rio ESP 1987-03 8.2 0.5 HS
Cipresino ITA 1987-03 6.9 0 S
Cirujal ESP 1989-01 75 0.5 S
Cobrancosa PRT 1987-03 45 1 M
Coratina ITA 1987-03 3 1 R
Corbella ESP 1989-01 9.6 2 HS
Cordobes Arroyo de laluz | ESP 1999-06 7 0 S
Cordobes Aliseda ESP 1997-06 5.8 0 M
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Cordovil Castelo Branco PRT 1997-06 7 0 S
Cordovil Serpa PRT 1989-01 4.3 0.5 M
Corneja ESP 1999-06 9 0 HS
Cornezuelo Jaen ESP 1989-01 6.9 1 S
Cornicabra ESP 1987-03 8.5 1 HS
Cornicabra Jerez Caballeros | ESP 1999-06 6 0 S
Cornicabra Merida ESP 1989-01 9.5 1 HS
Cornicabra Murciana ESP 1999-06 2.7 0 R
Cornicabra-1 ESP 1992-06 5.9 0.5 M
Corralones Andujar ESP 1992-06 4.2 0 M
Crnica HRV 1992-06 1.2 0 HR
Curivell ESP 1999-06 4 0 M
Dan SYR 1987-03 75 0.5 S
Datilero ESP 1989-01 2.9 0.2 R
De Sal ESP 1999-06 8 0 HS
Desconocida ESP 1987-03 7.5 1 S
Doebli SYR 1999-06 7 0 S
Dokkar TUR 1999-06 3 0 R
Dolce EGY 1992-06 2.6 0.5 R
Dolce Agogia ITA 1987-11 0.1 0 HR
Domat TUR 1987-03 5.4 - M
Dulzal ESP 1995-02 6.5 0 S
Dulzal Carmona ESP 1987-03 9 0.5 HS
Dwarf D USA 1992-06 5 0 M
Elmacik TUR 1992-06 3.7 0 R
Empeltre ESP 1987-03 0.9 0 HR
Enagua Arenas ESP 1992-06 3.8 0 R
Erbek Yaglik TUR 1992-06 7.7 0.5 S
Escarabajillo ESP 1992-06 7 0.5 S
Escarab. Atarfe ESP 1992-06 6.7 0 S
Escarab. Posadas ESP 1987-03 6.1 0 S
Escarab. Ubeda ESP 1987-03 5.5 0 M
Farga ESP 1987-03 8.5 0 HS
Figueretes ESP 1999-06 7 0 S
Fishomi IRA 2002-02 4 0 M
Forastera Tortosa ESP 1989-01 8.5 0 HS
Frantoio ITA 1987-03 0.1 0 HR
Fulla Salze ESP 1990-03 9.2 15 HS
Galega Vulgar PRT 1987-03 6.7 0 S
Gatuno ESP 1992-06 9.2 15 HS
Gaydoyrelia GRC 1992-06 55 0 M
Genovesa ESP 1999-06 55 0 M
Gerboui TUN 1990-03 8.5 0.7 HS
Gordal Archidona ESP 1992-06 6.8 0 S
Gordal Granada ESP 1992-06 6.5 0.5 S
Gordal Hellin ESP 1995-02 7 0 S

68




Capitulo: 11 C. Xaviér
Gordal Velez Rubio ESP 1992-06 1.7 0.5 S
Gordal Sevillana ESP 1987-11 9 1 HS
Gordal Valle las Palmeras | MEX 2002-02 4 0 M
Gordalejo ESP 1990-03 6.1 0 S
Grappolo o Leccio di Corno | ITA 1987-03 0.3 - HR
Grit Eytini TUR 1992-06 2.8 - R
Grosal Cieza ESP 1995-02 9 0 HS
Grosal Vimbodi ESP 1999-06 75 0 S
Grossanne FRA 1987-03 3.3 0 R
Habich. Baena ESP 1987-03 9 0.5 HS
Habich. Grazalem ESP 1990-03 6.4 0 S
Hamed EGY 1992-06 6.5 0.3 S
Haouzia MAR 1995-02 2.8 0 R
Hojiblanca ESP 1987-03 8.8 1.5 HS
Imperial ESP 1987-03 9.3 0 HS
Imperial Jaen ESP 1987-03 8.7 1 HS
Istarska Bjelica HRV 1992-06 1.8 0 HR
Itrana ITA 1987-11 5.8 0 M
Izmir Sofralik TUR 1987-03 9 0 HS
Jabali SYR 2002-02 0 0 HR
Jabaluna ESP 1989-01 8.3 1 HS
Jaropo ESP 1987-03 8.9 1 HS
Jlot SYR 1997-06 8 0 HS
Joanenca ESP 1999-06 4.3 0 M
Kaesi SYR 1989-01 7.3 1 S
Kalamon GRC 1987-11 6.2 0 S
Kalokerida GRC 1989-11 35 0 R
Kan Celebi TUR 1992-06 2 0 R
Kato Drys CYP 2002-03 4 0 M
Kelb et Ter SYR 1997-06 6.9 0.5 S
Kerkiras GRC 1997-06 3 0 R
Khalkhali SYR 2002-02 7 0 S
Khashabi SYR 2002-02 6 0 S
Kiraz TUR 1992-06 5.4 0 M
Kiti CYP 2002-03 2 0 R
Klirou CYP 2002-03 0 0 HR
Klon ALB 1999-06 5 0 M
Kolybada GRC 1992-06 7 0 S
Konservolia GRC 1987-11 5 - M
Koroneiki GRC 1987-03 14 - HR
Kotruvsi ALB 1999-06 5 0 M
Kusha ALB 2002-02 0 0 HR
Lastovka HRV 1990-03 6 0 S
Leccino ITA 1987-03 55 1 M
Lechin Granada ESP 1987-03 6.5 1 S
Lechin Sevilla ESP 1987-03 7 0.2 S
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Lentisca ESP 1989-01 7.4 0 S
Levantinka HRV 1990-03 6.7 0 S
Limoncillo ESP 1987-03 8.9 1 HS
Lloron Atarfe ESP 1989-01 9 1 HS
Lloron Iznalloz ESP 1990-03 8.5 1 HS
Lloron Ronda ESP 1989-01 8.7 1 HS
Llumeta ESP 1999-06 3.8 0 R
Loaime ESP 1989-01 8.8 1 HS
Lucio ESP 1992-06 8.3 1 HS
Lucques FRA 1987-03 8.1 0.5 HS
Mz. Cacerefia ESP 1987-03 5.3 0.2 M
Maarri SYR 2002-02 4.5 0 M
Macho Jaen ESP 1999-06 6.8 1 S
Machorron ESP 1989-01 8 0 HS
Maelia ISR 2002-03 1.3 0 HR
Mahati SYR 1999-06 8.8 0.3 HS
Majhol SYR 1999-06 3.3 0 R
Mz. Piedra Buena ESP 1997-06 7.3 0 S
Mz. Abla ESP 1992-06 4.7 0 M
Mz. Agua ESP 1989-01 7.8 1 S
Mz. Almeria ESP 1992-06 9.2 0 HS
Mz. Ayora ESP 1999-06 3.3 0 R
Mz. Guadix ESP 1992-06 6.9 0 S
Mz. Hellin ESP 1995-02 2.8 0 R
Mz. Jaen ESP 1987-03 8.9 1 HS
Mz. Montefrio ESP 1989-01 3 0 R
Mz. San Vicent MEX 2002-02 3 0 R
Mz. Sevilla ESP 1987-03 8.6 1 HS
Mz. Tortosa ESP 1987-03 6.9 0 S
Mz. Centro ESP 1990-03 6.3 0 S
Mz. Piquito ESP 1987-03 34 0 R
Mz. Picua ESP 1999-06 3 0 R
Mz.Prieta ESP 1997-06 75 0 S
Mz. Valle las Pal MEX 2002-02 5 0 M
Mz. Huercal ESP 1992-06 9.3 1 HS
Mz. Cabra ESP 1995-02 8 0.3 HS
Mz. Santisteba ESP 1992-06 7.8 0 S
Mari IRA 2002-02 6 0.5 S
Marsaline TUN 1989-01 8.3 0.7 HS
Martefio Carlota ESP 1989-01 7 0 S
Masabi SYR 2002-02 6 0 S
Mastoidis GRC 2002-03 8 0 HS
Maurino ITA 1987-03 35 0 R
Mavreya GRC 1992-06 0.2 0 HR
Mawi Stanboli SYR 1987-03 6.9 0.5 S
Mawi SYR 1999-06 7 0 S
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Megaritiki GRC 1989-01 0.2 0 HR
Meloncillo ESP 1992-06 8.8 1 HS
Memecik TUR 1989-11 4.3 0 M
Menara MAR 1995-02 5 0 M
Menya ESP 1999-06 0.5 0 HR
Merhavia ISR 1987-03 8.8 1 HS
Meski TUN 1987-03 9 1 HS
Mision San Vicente MEX 2002-02 4 0 M
Mision Moojeski USA 2002-03 6.5 0 S
Mision Nieland USA 2002-03 0 0 HR
Mixani ALB 1999-06 4 0 M
Mollar Basto ESP 1997-06 75 0.5 S
Mollar Cieza ESP 1990-03 7.7 0.5 S
Moraiolo ITA 1987-03 3.4 0 R
Moraiolo T. Corsini ITA 1987-03 1.3 0 HR
Morejona ESP 1987-03 59 0 M
Morisca ESP 1987-03 8.3 0 HS
Morisca Mancor ESP 1995-02 8 0 HS
Morona ESP 1987-03 8 0.3 HS
Morrut ESP 1987-11 4.6 0.2 M
Myrtolia GRC 1992-06 45 0 M
Nabali ISR 1989-01 6.1 0 S
Negral Sabifian ESP 1999-06 7.5 0 S
Negrillo Andujar ESP 1999-06 6.5 0 S
Negrillo Arjona ESP 1987-03 5.3 0 M
Negrillo Estepa ESP 1987-03 7.2 1 S
Negrillo Iznalloz ESP 1989-01 8.7 1 HS
Negrillo Carlota ESP 1999-06 8.5 0 HS
Negrillo Redondo ESP 1990-03 9.7 1 HS
Negro del Carpio ESP 1992-06 6.5 0.5 S
Nev. BI. Jaen ESP 1987-03 8.7 0.5 HS
Nev. BI. Luce ESP 1989-01 5.3 0 M
Nev. San Vicente MEX 2002-02 4 0 M
Nev. Santisteban ESP 1989-01 8.9 1 HS
Nev. Negro Jaen ESP 1987-03 6.5 0.5 S
Nev. Valle las Palmeras MEX 2002-02 5 0 M
Nevado Azul ESP 1987-03 8 0.5 HS
Nevado Basto ESP 1989-01 7.6 1 S
Nevado Rizado ESP 1992-06 7.4 0.5 S
Novo ISR 2002-03 6 0 S
Oblica HRV 1989-05 45 0 M
Ocal ESP 1987-03 9.2 15 HS
Ojo Liebre ESP 1989-01 8.7 1 HS
Ojua ESP 1997-06 8 0 HS
Olea Ferruginea PAK 2002-03 4.5 0 M
Olivo Mancha Real ESP 1992-06 7.2 0.5 S
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Olivo Maura ESP 1989-01 6 0.5 S
Olivo M. Guadix ESP 1992-06 8.7 1 HS
Olivo M. Santisteban Pto. ESP 1987-11 6 0 S
Ouslati TUN 1987-03 2 0 R
Pajarero ESP 1987-11 5 0.5 M
Palomar ESP 1989-01 8.2 0 HS
Palomillo ESP 1999-06 9 0.5 HS
Patronet ESP 1992-06 3 0.5 R
Pavo ESP 1987-03 8.3 1 HS
Pecoso ESP 1989-01 2.9 0 R
Pendolino ITA 2002-03 2.9 0 R
Pequerfia Casas Ibafiez ESP 1989-01 12 0 HR
Perafort ESP 1999-06 75 0 S
Peranzana ITA 2002-03 1 0 HR
Perillo Jaen ESP 1987-11 14 0 HR
Picholine FRA 1987-11 4.5 0 M
Picholine Marroqui MAR 1989-03 3.6 0.1 R
Pico Limon ESP 1987-03 4 0 M
Pico L. Grazalema ESP 1990-03 7 0.3 S
Picual ESP 2002-02 34 0 R
Picual Almeria ESP 1995-02 7 0.5 S
Picual Estepa ESP 1989-01 9.4 15 HS
Picual HC ESP 2002-03 3.9 0 R
Picual HC1 ESP 1989-01 8.9 0.5 HS
Picual HO ESP 2002-03 2 0 R
Picudo ESP 1987-03 9.2 15 HS
Picudo BE ESP 1997-06 10 0 HS
Picudo FR ESP 1987-03 9.7 1 HS
Picudo Montoro ESP 1992-06 8.4 15 HS
Pifionera ESP 1999-06 1 0 HR
Plementa Bijelica HRV 1989-05 6.3 0.5 S
Polinizador MEX 2002-02 0 S
Pulazeqin ALB 1989-11 0 S
Rachati GRC 1992-06 0 HS
Racimal ESP 1989-01 6.8 0 S
Racimal Jaen ESP 1987-03 2.7 0 R
Rapasayo ESP 1987-11 6 0 S
Razzola ITA 1987-03 0.2 0 HR
Real Sevillana ESP 1987-03 5 0 M
Rechino ESP 1989-01 8.1 1.3 HS
Redon. Grazalema ESP 1999-06 4 0 M
Redon. Logrofio ESP 2002-06 6.8 0 S
Reixonenca ESP 1999-06 5 0 M
Rosciola ITA 1987-11 0.6 0 HR
Royal Calatayud ESP 1999-06 35 0 R
Royal Cazorla ESP 1989-01 4.2 0 M
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Royal Sabifian ESP 1999-06 55 0 M
Royal Villena ESP 1999-06 4.8 0 M
S. George Greys USA 1999-06 4 0 M
Sabatera ESP 1989-01 4.8 0.3 M
Safrawi SYR 1987-11 75 0.1 S
Salgar Redondo ESP 1992-06 8.4 - HS
Salonenque FRA 1989-01 9 15 HS
Samsun Tuzlamalik TUR 1992-06 6.5 0 S
Sandalio ESP 1999-06 6 0 S
Sant Agostino ITA 1987-03 8.5 - HS
Sayfi SYR 1999-06 9 1 HS
Selvatico ITA 2002-03 1 0 HR
Sevillana Abla ESP 1999-06 9 0.5 HS
Sevillano Jumilla ESP 1989-01 3 0 R
Sevillano Santisteban Pto. | ESP 1992-06 6.4 0 S
Sevillenca ESP 1987-03 8.4 1 HS
Sevillenca-1 ESP 1989-01 9.4 1 HS
Shami SYR 1999-06 7.8 0.7 S
Shengeh IRA 2002-02 4 0 M
Sigoise DZA 1987-03 4.8 0 M
Sinop TUR 1992-06 3 0 R
Sollana ESP 1997-06 4 0 M
Sorani SYR 1999-06 7 0 S
Stanboli SYR 1999-06 75 0 S
Tanche FRA 1987-03 4.7 0 M
Tempr. Calatayud ESP 1987-03 8 0 HS
Tempr. Lucena ESP 1995-02 6.4 0.7 S
Tempr. Yeste ESP 1989-01 7.2 13 S
Temprano ESP 1989-01 9 15 HS
Toffahi EGY 1992-06 3.8 0 R
Toffahi-1 SYR 1999-06 1 0 HR
Torcio Cabra ESP 1992-06 7 0 S
Torcio Huelma ESP 1987-03 7 0.5 S
Toruno ESP 1997-06 7 0 S
Trylia o Gemlik TUR 1987-03 75 0 S
Ulliri BB ALB 2002-02 4 0 M
Ulliri BT ALB 1999-06 0.5 0 HR
Ulliri Kug ALB 1999-06 0.5 0 HR
Uovo Piccione ITA 1987-11 10 1 HS
Uslu TUR 1987-03 8.9 15 HS
Vallesa ESP 1989-01 25 - R
Vaneta ESP 1990-03 4 - M
Varudo ESP 1992-06 7.1 0 S
Vera ESP 1999-06 7 0 S
Verdal Alhama ESP 1989-01 9.3 25 HS
Verdal Manresa ESP 1989-01 8.3 1 HS
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Verdala ESP 1989-01 6.7 0.1 S

Verdale FRA 1987-03 6.5 0 S

Verdalon ESP 1989-01 94 2 HS
Verde Verdelho PRT 1989-11 1.7 0 S

Verdial Badajoz ESP 1997-06 7.3 0 S

Verdial Cadiz ESP 1990-03 9.4 25 HS
Verdial Huevar ESP 1987-11 6.3 0 S

Verdial Montefrio ESP 1990-03 8.2 1 HS
Verdial Velez-Malaga ESP 1997-06 4.3 0.2 M

Verdiell ESP 1990-03 6.8 0.3 S

Verdilla Calatayud ESP 1987-03 8 0.5 HS
Villalonga ESP 1987-03 3 0 R

Vinyols ESP 1999-06 55 0 M

Wardan EGY 1992-06 1 0 HR
Yun Gelebi TUR 1992-06 2.9 0 R

Zaity SYR 1992-06 3 - R

Zalmati TUN 1987-03 0.5 0 HR
Zard IRA 2002-02 4.5 0 M

Zarza ESP 1987-03 7.3 0 S

Zarzariega Orcera ESP 1987-03 4.6 0 M

. . CV=41.98%
TOTAL 384 cultivars Data analysis SE=1.719

YFruit-rot incidence was estimated using a 0-10 rating scale in which binary data (proportion of affected
fruit) are normalized by applying the logit transformation of proportion. Scale values were directly
subjected to analysis of variance and mean comparison tests.

“Branch dieback severity was estimated using a 0-5 rating scale.

*HR = highly resistant (0-1.9), R = resistant (2-3.9), M = intermediate (4-5.9), S = susceptible (6-7.9), HS
= highly susceptible (8-10).

*CV = Coefficient of variation; SE = Standard Error for comparison (P = 0.05).
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RESISTENCIA DEL ACEBUCHE A LA ANTRACNOSIS DEL OLIVO
CAUSADA POR COLLETOTRICHUM SPP. Y SU POSIBLE ORIGEN

1. INTRODUCCION

El olivo cultivado (Olea europaea subsp. europaea var. europaea L.) ocupa
principalmente la cuenca mediterranea, zonas subtropicales de Australia, sur de Africay
norte y sur de América. Actualmente, el 90% de las 8 millones de hectareas cultivadas
en el mundo se localizan en los paises del Mediterraneo (FAO, 2010) y de éstas, unas
1.5 x 10° ha se localizan en Andalucia, sur de Espafia (Barranco, 2010). Recientemente,
técnicas moleculares han permitido demostrar que en Andalucia se pueden distinguir
tres grupos genéticos: i) el olivo cultivado, ii) el olivo silvestre o acebuche (Olea
europaea subsp. europaea var. sylvestris), iii) y formas ferales del primero, es decir
plantas procedentes de semillas de olivos cultivados (Mufioz-Diez, 2008; Belaj et al.,
2010). Las diferencias entre grupos son difusas debido principalmente a la
interfertilidad entre ambas variedades botanicas, cultivada y silvestre (Belaj et al., 2007;
Besnard y Bervillé, 2000; Lumaret y Ouazzani, 2000). El acebuche es una especie
anemdfila que se reproduce sexualmente y sus semillas son dispersadas por pajaros
(Herrera, 1995). Por el contario, las variedades de olivo se propagan artificialmente de
forma vegetativa (Rallo, 2005).

Los cultivares de olivo actuales son el resultado de procesos de seleccion empiricos de
los individuos méas sobresalientes de los acebuches, y cruces entre acebuches y
cultivares (locales o introducido) o entre cultivares seguidos de un proceso de
propagacion vegetativa (Diez et al., 2011; Rallo, 2005). Con excepcion de las puntuales
mutaciones somaticas, la seleccion se completa una vez que se han escogido los
individuos mas interesantes y se propagan clonalmente (Zohary, 2004). En general, la
seleccion se ha basado en caracteristicas agrondmicas, principalmente resistencia a
condiciones de estrés, produccion, tamafio de la aceituna y contenido graso (Rallo,
2005; Zohary y Spiegel-Roy, 1975).

Desde que se identificaron los centros de origen de las plantas como aquellos donde
existe una mayor diversidad genética de especies silvestres proximas, se iniciaron
programas de mejora para incorporar o aumentar la frecuencia de genes de interés
agricola en las plantas cultivadas (Leppik, 1970). Si bien, las regiones, sean centro de

origen o no, donde los procesos de coevolucion planta-patdgeno han sido mas duraderos
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son las mas interesantes como fuente de genes de resistencia (Cubero, 2004; Lenné y
Wood, 1991). Este es el caso del acebuche en Andalucia, region que fue refugio glacial
para la especie y posible centro de domesticacion (Breton et al., 2006; Rubio et al.,
2006).

El acebuche ha sido considerado una fuente importante de genes de interés agricola
(Mulas, 1999; Mulas et al., 2004), aunque nunca se ha utilizado en los programas de
mejora genética de olivo cultivado. Este hecho puede deberse a varios motivos entre
ellos: i) el acebuche y olivo son especies altamente heterocigéticas con una
descendencia muy variable para cualquier caracter estudiado (Rallo, 2005), ii) los
programas de mejora genetica del olivo son relativamente recientes y aun no han
incorporado genotipos silvestres como parentales (Rallo et al., 2011), iii) muchos genes
de interés para los mejoradores pueden encontrarse en variedades locales o poco
conocidas, y iv) se desconoce el comportamiento de los genotipos de acebuche para

muchos caracteres agronémicos de interés.

Recientemente, (Corella et al. 2008) describieron varios genotipos de acebuche que
muestran altos niveles de resistencia a la Verticilosis causada por V. dahliae, aunque la
mayoria de los genotipos evaluados fueron susceptibles al patdégeno. En este caso, al
tratarse de una tragueomicosis, la utilizacion de estos genotipos de acebuche como
patron para variedades de olivo cultivadas es inmediata siempre cuando exista una
buena compatibilidad patrén-injerto (Porras-Soriano et al., 2003). En el caso del Repilo,
la enfermedad foliar méas importante del olivo causada por Spilocaea oleagina, los
acebuches muestran un nivel de resistencia mas elevado que el olivo cultivado (Moral et
al., 2005); en cambio, no se conoce su resistencia/susceptibilidad a la Antracnosis la
enfermedad mas importante del fruto en olivo cultivado y que en ocasiones, puede
afectar al acebuche (Moral et al., 2009). Si bien, prospecciones sistematicas realizadas
han sefialado la practica ausencia de esta enfermedad en los acebuches andaluces
(Muhoz-Diez, 2008), aunque no se han realizado test de patogenicidad y la comparacion

con cultivares de olivo de reaccidon conocida.

La Antracnosis del olivo esta causada por dos especies de Colletotrichum, C. acutatum
y C. gloeosporioides. En Portugal y Espafia, C. acutatum es la especie predominante
con una escasa presencia de C. gloeosporioides (Martin y Garcia-Figuéres, 1999;

Tahlinhas et al., 2005). Posteriormente, la especie C. acutatum s. I. ha sido subdividida
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en 31 especies distintas, de las cuales C. acutatum s. s., C. fiorinae, C. godetiae, C.
rhombiforme, C. nymphaeae afectan al olivo en todo el mundo (Damm et al., 2012). En
Andalucia, unicamente la especie C. godetiae ha sido identificada.

Los microorganismos comunes en el suelo o que infectan frutos pueden afectar a la
supervivencia de las semillas o plantulas (Baker y Smith, 1966; George, 2009;
Kirkpatrick y Bazzaz, 1979). Este hecho puede condicionar la selecciéon natural del
acebuche hacia resistencia/susceptibilidad a la Antracnosis. A pesar que se han
realizado estudios de colonizacion de la aceituna utilizando distintos cultivares de olivo
(Gomes et al., 2009), se desconoce si el patdgeno supera la barrera que supone el hueso
(endocarpo), puede colonizar la semilla y afecta a su germinacién, como ocurre en otros
huéspedes (Britton y Redlin, 1995; Kirkpatrick y Bazzaz, 1979; Sinclair, 1991).

Los objetivos principales del presente trabajo son: (i) estudiar la susceptibilidad de
distintos genotipos de acebuche procedente de diferentes zonas de Andalucia, v ii)
estudiar el efecto de la infeccion por Colletotrichum spp. sobre las semillas y plantulas
de olivo. Este trabajo se ha presentado parcialmente de forma preliminar en dos

congresos (Moral et al., 2009; Xavier et al., 2012).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Evaluacidn de la resistencia/susceptibilidad de acebuches
2.2. Material vegetal

Durante el otofio-invierno de 2011 se recolectaron 45 muestras de frutos de acebuche
(acebuchinas) en cinco provincias de Andalucia. Cada grupo estaba constituido por
semillas (F1) procedentes de un acebuche individual. En total se recolectaron
acebuchinas procedentes de 13 acebuches en la provincia de Céadiz, 9 en Coérdoba, 9 en
Huelva, 6 en Jaén y 8 en Sevilla. En todos los casos se recolectaron acebuchinas de
genotipos que muestran caracteristicas moleculares propias de la variedad botanica
(Belaj et al., 2010).

En el laboratorio se seleccionaron acebuchinas sanas en estado fenoldgico uno, verde-
amarillento (Barranco y Rallo, 2005). Las acebuchinas se lavaron durante 10 min bajo

corriente de agua. Posteriormente, se introdujeron en matraces de 1 L con Agua
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Destilada Desionizada (ADD) y se afiadieron seis gotas de Tween-20 por matraz. Estos
se pasaron al bafio de ultrasonido durante 4 min. A continuacién, se lavaron
suavemente, se mantuvieron bajo corriente de agua durante 45 min, se sumergieron
durante 1 min en solucién al 10% de hipoclorito sodico (50 g Cl / L) y se aclararon con
ADD estéril. Por altimo, los frutos se dejaron secar en la camara de flujo laminar y se

guardaron a 4°C para su inoculacion al dia siguiente.

2.3. Inoculacion e incubacion

Para la inoculacion se utilizo el aislado Col-121 (C. godetiae; anteriormente C.
clavatum o C. acutatum grupo A4), procedente de olivos afectos por Antracnosis en el
Término Municipal (TM) de Montilla. Las acebuchinas se inocularon con una
suspensién 10° conidios/ml del patégeno, utilizando una suspensién distinta por
repeticion. La suspension conidial se aplico sobre las acebuchinas mediante
pulverizacion. Antes de ser inoculados, los frutos se situaron sobre camaras himedas.
Estas consistian en recipientes de plastico de 22 x 16 x 10 cm de profundidad, con una
rejilla de plastico sobre la cual se colocé un papel que comunicaba con una capa de agua
que cubria el fondo del recipiente. En cada cdAmara himeda se situaron 34 acebuchinas o

aceitunas.

Para cada genotipo de acebuche se utilizaron tres camaras humedas (repeticiones) y seis
en el caso de los cultivares. Los cultivares de referencia utilizados fueron: ‘Frantoio’ y
‘Picual’, considerados resistentes a la Antracnosis, y ‘Hojiblanca’, considerado
susceptible (Moral y Trapero, 2009). En todos los casos se utilizaron el mismo nimero

de frutos tratados con agua como testigo.
2.4. Evaluacién

La evaluacion de los sintomas se realiz6 semanalmente durante un mes utilizando una
escala de severidad de 0-6 (0 = no sintomas, 1 = 1-25% superficie de la aceituna
afectada, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%, 4 = 76-99%, 5 = 100% aceituna jabonosa, 6 =
aceituna momificada). Posteriormente, se calcul6 el area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCPE). Ademas se calculd un indice de Severidad de Enfermedad (DSI),
obtenido al dividir la pendiente méxima de la curva logistica, ajustada a los datos de
severidad para cada momento de evaluacién, por el tiempo en el que se en alcanza el
50% de DSI segun Moral y Trapero (2009).
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3. Infeccién de endocarpos y semillas
3.1. Material vegetal

Durante 2007 y 2008, aceitunas del cultivar susceptible ‘Hojiblanca’ asintomaticas y
con sintomas caracteristicos de Antracnosis, fueron recolectadas en la finca La Mina
perteneciente al Instituto de Formacion Agricola y Pesquera de Andalucia (IFAPA) en
Cabra, provincia de Cordoba (37.28 N, 4.26 W). La finca esta situada en una comarca
con un clima tipicamente Mediterraneo con precipitacion anual de 702 mm y verano
muy seco (< 30 mm de lluvia desde Junio a Septiembre). Las practicas culturales
aplicadas eran las caracteristicas del cultivo en Andalucia incluyendo la aplicacion de
fungicidas, principalmente de origen cuprico, para el control de enfermedades aéreas del

olivar (Barranco et al., 2008).
3.2. Tratamiento de las aceitunas
Endocarpos

Doscientas aceituna sintomaticas y asintomaticas, cien de cada clase, fueron lavadas
durante 15 min bajo corriente de agua y se desinfestaron con lejia comercial (50 g CI /
L) al 20% durante 1 min. Posteriormente, el mesocarpo de los frutos fue eliminado con
ayuda de un escalpelo y el endocarpo se limpié cuidadosamente con un estropajo para
eliminar los restos que pudiesen quedar adheridos a éste. A continuacion, los
endocarpos se volvieron a desinfestar con lejia al 40% durante 2 min y se dejaron secar.
El ensayo se repitio dos veces en afios consecutivos.

Semillas

Cién aceitunas sintomaticas y cién asintomaticas, fueron lavadas y desinfestadas con
lejia al 20% durante 1 min y los endocarpos nuevamente desinfestados con lejia al 40%
durante 2 min. Los endocarpos fueron cortados utilizando unos cortatubos, las semillas
fueron extraidas con unas pinzas y desinfestadas con lejia al 10% durante 1 min.
Posteriormente, se enjuagaron con ADD estéril y se dejaron secar. El ensayo se repitid
en dos afios consecutivos. Para garantizar que no se producia infeccién cruzada entre el
endocarpo y la semilla, el ensayo anterior se repitié pero los endocarpos, después de ser
desinfestados con lejia al 20%, se flamearon
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utilizando alcohol durante unos 3 s. Ademas, se realizo una segunda prueba utilizando

lejia 50% en la desinfestacion del endocarpo y una duracion del flameando de 6 s.

Finalmente, las semillas y endocarpos fueron cultivadas en placas de Petri con PDA
acidificado y diluido (12 g PDA / L) que se incubaron a 22 + 2°C con fotoperiodo de 12
h. En todos los casos, se evaluaron las infecciones latentes de Colletotrichum spp., en

las aceitunas asintomaticas utilizando la técnica de Paraquat (Moral et al., 2010).
3.3. Evaluacion

A los 7 dias de incubacion, se contabilizé el porcentaje de endocarpos y semillas de los
cuales se habia obtenido el C.godetiae. El patdgeno se identifico atendiendo a la
morfologia de su colonia y en caso de duda se realizaron montajes para la identificacion
de los conidios tipicos del hongo. Ademas, se evalud la presencia del patégeno en la

cavidad de la semilla en los endocarpos utilizando un microscopio estereoscopico.

4. Efecto en la germinacion y desarrollo de la radicula
4.1. Material vegetal y germinacion

Doscientas aceitunas del cultivar susceptible ‘Hojiblanca’ asintomaéticas y con sintomas
caracteristicos de Antracnosis, cien de cada clase, fueron recolectadas nuevamente en la
finca La Mina. Las aceitunas y endocarpos fueron desinfestados con lejia al 20 y 40%,
respectivamente como se describe anteriormente. Las semillas desnudas se sometieron a
un proceso de estratificacion para su germinacion. Para ello, se depositaron sobre placas
de Petri con perlita himeda (40 g de perlita y 100 ml de agua estéril) y se incubaron a
14°C en oscuridad durante 45 dias (Santos-Antunes et al., 2005). Posteriormente, las
semillas fueron trasplantadas a contenedores con perlita estéril para el desarrollo del
sistema radicular. Las semillas fueron regadas de forma alterna con agua estéril o
solucion Hoagland. A los 55 dias del trasplante, se realizaron aislamientos de la radicula
de 40 semillas (procedente de frutos sintomaticos y asintomaticos), diferenciando tres
zonas (cuello, intermedia y apice). De igual forma se procesaron todas las semillas de

ambos tratamientos que mostraban necrosis radicular (Tabla 3).
4.2. Evaluacion

A los 45 dias de que se iniciase el proceso de estratificacion y antes del trasplante, se

evalud el estado general de las semillas y se midié (mm) el tamafio de la radicula. Tras
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el trasplante, se realizaron aislamientos del patogeno y se contabilizd el porcentaje de
radiculas infectadas por Colletotrichum spp. Ademas, las semillas y radiculas fueron
evaluadas detenidamente para detectar si éstas mostraban necrosis o acérvulos del

patdgeno.
5. Dinamica de infeccion en la aceituna
5.1. Material vegetal

Durante 2010, aceitunas sanas y en estado fenolégico 2, envero (Barranco y Rallo,
2005), de los cvs. Hojiblanca y Frantoio, susceptible y resistente respectivamente
(Moral y Trapero, 2009), fueron recolectadas en la finca La Venta del Llano
perteneciente al IFAPA-Andalucia, situada en el TM de Mengibar, Jaén, debido a la
menor presencia de la enfermedad. Las aceitunas seleccionadas se lavaron,
desinfestaron, inocularon con una suspensién de 10° conidios/ml e incubaron de la

forma descrita anteriormente. En total se inocularon 160 frutos por cultivar.

5.2. Seguimiento de la infeccion

Para estudiar cémo el patégeno alcanza la semilla de la aceituna y establecer la
dinamica de infeccion, se realizaron aislamientos a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 21 dias de
incubacion. En cada momento de evaluacién, se retiraron 20 frutos por cultivar y se
realizaron aislamientos independientes en el exocarpo, mesocarpo, endocarpo (piel,
pulpa y hueso, respectivamente) y semilla utilizando 5 aceitunas por tejido y cultivar.
Para ello y con ayuda de un escalpelo se cortaron trozos unos 3 x 3 x 3 mm se
depositaron sobre un papel de filtro estéril para eliminar el aceite y agua y se sembraron
en placas de Petri con PDA acidificado. Las placas se sellaron e incubaron de la forma
descrita y el porcentaje trozos de tejido con el patdgeno se cuantificd a los 10 dias de
incubacion. El experimento se repitid en 2011 aunque utilizado aceitunas en estado
fenoldgico uno, verde-amarillento (Barranco y Rallo, 2005) y el seguimiento de la

infeccion se realizé a los 2, 6, 12 y 21 dias de incubacion.

6. Susceptibilidad del sistema radicular de plantulas de olivo y acebuche a la

infeccidn

Para estudiar la capacidad del patégeno de causar infecciones en el sistema radicular de

las plantulas de olivo y acebuche se llevaron acabo dos ensayos durante 2010 y 2011.
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Para ello se germinaron testigos de semillas: acebuchinas, procedentes de polinizacion
abierta; aceitunas de distintos cultivares, en polinizacion abierta; y aceitunas
procedentes de cruzamientos dirigidos proporcionadas por la Unidad de Pomologia del
Dpto. de Agronomia (Tabla 1).

Tabla 1. Plantulas de olivo y acebuche inoculadas mediante inmersién del sistema
radicular en una suspension de conidios de C.godetiae.

Ensayo / afio Parental Genotipo Procedencia

1/2010 HU102 Acebuche x libre Huelva
SE101 Acebuche x libre Sevilla
JA05 Acebuche x libre Jaén

Manzanilla de Sevilla x libre
Cornicabra x libre
Arbequina x libre

11/2011 HU102 Acebuche x libre Huelva
AR3000 Acebuche x libre Cdrdoba
Arbosana x Koroneiki
Picual x Frantoio

Arbosana x Sikitita

En el primero de los ensayos (2010), cuando las plantulas habian desarrollado 4 pares
de hojas verdaderas, fueron inoculadas mediante inmersion del sistema radicular en una
suspension (10° conidios / ml) de C. godetiae (aislado Col-121) durante 1 min (Figura
1).

Figura 1. Inoculacién de raices de plantulas de olivo y acebuche con una
suspension de conidios de Colletotrichum godetiae (izg.). Plantulas
inoculadas y trasplantadas en perlita humeda (drcha).

Posteriormente, las plantulas fueron trasplantadas a contenedores de plastico (4 x 4 x 6
cm) con perlita humeda e incubadas a 22 + 2°C y fotoperiodo de 12 h. A los 7 dias de

incubacion, las plantulas se extrajeron de la perlita para su posterior evaluacion y
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aislamiento del patdgeno en PDA acidificado. Se utilizaron 25 plantulas por genotipo y
testigo y el experimento se repitié 3 veces. En el segundo ensayo (2011), se realizo de la

misma forma descrita aunque utilizando plantulas con un par de hojas vestigiales.
6.1. Evaluacion

En la primera de la inoculaciones, a los 7 dias de incubacion, se evalud la severidad de
sintomas radiculares de cada plantula utilizando una escala 0-3, donde O = ausencia de
sintomas 1= sintomas ligeros 2= sintomas severos y 3 = necrosis completa y pérdida de
gran parte de la raices. Ademas se contabilizo el niUmero de hojas nuevas y el sistema
radicular fue secado a 45°C durante 48 h y pesado. En el segundo ensayo, se evaluo el
peso fresco del total de la plantula y su raiz, el peso de la raiz seca y el nimero de pares

de hojas desarrollados.

7. Analisis de los datos

En el primero de los ensayos, el ABCPE del conjunto de acebuchinas medida se
compard con la resistencia que mostraban las aceitunas de cada uno de los cultivares de
forma independiente mediante contrastes ortogonales. En el segundo experimento, el
defecto del tipo de fruto, sintomatico o asintomatico, en la germinacion de las semillas y
el numero de semillas que mostraban podredumbre se estudié utilizando una Chi-
cuadrada. Ademas, se estudio el efecto del tipo de fruto en la longitud de la radicula
(mm) mediante una t-student. En el Gltimo experimento del presente capitulo, se estudid
el efecto de la inoculacion (plantulas inoculadas o no) o la variedad boténica (acebuche
o cultivar) en las variables dependientes (peso de la planta, peso seco o no de la raiz,
namero de pares de hojas y severidad de sintomas) mediante contrastes ortogonales. La
variable dependiente peso (Y) se transform6 como Log (Y + 0.5) para cumplir la
normalidad y homogeneidad de varianzas. Finalmente, se estudiaron las relaciones entre
variables dependientes mediante correlacion de Pearson o de Spearman dependiendo del

tipo de variables estudiada.

8. RESULTADOS
8.1. Evaluacion de la resistencia/susceptibilidad de acebuche

Durante la recoleccion de las acebuchinas por Andalucia no se observaron sintomas de
la Antracnosis en ningun caso. A pesar de ello, algunas acebuchinas testigo, 1 ¢ 2 frutos
por acebuche (Ca04, Ca08, Co07, Ja05, Ja06 y Hu09), mostraron infecciones latentes.
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En el caso de los frutos inoculados, los primeros sintomas de Antracnosis fueron
observados en las aceitunas del cv. Hojiblanca a los 7 dias de incubacion. Estos
consistian inicialmente en manchas de color ocre, sobre las cuales el patégeno
desarroll6 acérvulos y conidios en masas de color anaranjado. La mayor parte de las
acebuchinas y aceitunas inoculadas mostraron sintomas de Antracnosis a los 14 dias de
incubacidn, excepto las procedentes de los acebuches Ca08, Call y Ja04 que no
mostraron sintomas hasta los 21 dias de incubacion. Este retraso en la aparicion de
sintomas impidio un ajuste logaritmico adecuado de los datos de severidad sobre el
tiempo. De ahi que el indice de Severidad de la Enfermedad (DSI) no permitié una

buena comparacion de la resistencia de los genotipos.
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Figura 2. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE) de frutos de 45 genotipo de acebuche y 3 cultivares
inoculados con Colletotrichum godetiae. El punto representa la
media de 102 frutos y las barras la desviacion estandar.
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En general, los genotipos de acebuche fueron resistentes a la Antracnosis. Unicamente
cinco de ellos (Cal0, Co07, Ja02, Se01 y Se03) mostraron un ABCPE media superior a
la mostrada por el cultivar resistente ‘Picual’, aunque en todos los casos inferior a la del
cultivar susceptible ‘Hojiblanca’. Cuando se compar6 el conjunto de los genotipos de
acebuche con los cultivares se observo que las acebuchinas son significativamente mas
resistentes que las aceitunas de los cvs. Hojiblanca y Picual (contrastes ortogonales; P <
0.05) y no se diferencian de las aceitunas del cultivar resistente Frantoio (contrastes
ortogonales; P=0.7453, incluso 22 genotipos de acebuche mostraron un ABCPE media

inferior a la mostrada por el cv. Frantoio (Figura 2).

9. Infeccion de endocarpos y semillas

El patdgeno fue facilmente aislado de todos los endocarpos que procedian de aceitunas
momificadas independientemente del método de desinfestacion utilizado (Figura 3).
Ademas, el patogeno fue aislado del 8% de los endocarpos de las aceitunas
asintomaticos coincidiendo con el porcentaje de infecciones latentes que se detecto
utilizando Paraquat. De los huesos también se aislaron distintos contaminantes

destacando los géneros Alternaria, Aureobasidium y Mucor.

LD C
foedoes

Figura 3. Aislamiento de Colletotrichum spp., de endocarpos (izg.) y semillas
(drcha.) procedentes de aceitunas momificadas.

ACEITUNAS MOMIFICADAS
EMBRIONES SANOS

Ademas, pudimos detectar la presencia del micelio en el interior de los huesos
identificandose el canal peduncular como punto de entrada del patégeno en el interior
de la cavidad del hueso.
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En todos los casos, el patdgeno fue identificado por aislamiento en medio de cultivo
PDA (Figura 4).

Figura 4. Micelio de Colletotrichum en la cavidad de la
semilla del hueso de aceituna.

Las aceitunas del cv. Hojiblanca presentaron entre el 25 y 37% de semillas abortadas
dependiendo de la muestra. Estas se caracterizaron por mostrarse necrosadas,
deshidratadas y de menor tamafio que las semillas completamente desarrolladas. Las
semillas procedentes de aceitunas momificadas, cuyos huesos fueron desinfestados con
lejia (ensayos | y II), mostraron casi en su totalidad (> 92 %) infecciones de
Colletotrichum spp., independientemente de que fuese abortada o no. El patdgeno
también fue aislado de las semillas procedentes de frutos asintomaticos en porcentajes
similares a los que se detectaron directamente en los frutos utilizando Paraquat (ensayo
I). Cuando los huesos fueron flameados durante 3 s y desinfestados (ensayo Il1) hubo
una disminucion del aislamiento del patégeno de las semillas procedentes de los frutos
momificados (59%), del resto de las muestras no se aislé Colletotrichum spp. Cuando
el tiempo de flameado se prolongd hasta 6 s (ensayo 1V), el patdgeno no se aislé de

ninguna de la muestras utilizadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto del método de desinfestacion en el aislamiento de Colletotrichum
spp. de 100 semillas de olivo

Semillas (Colletotrichum %b)

Ensayo Aceitunas Tratamiento Sanas Abortadas
| Asintomaticas  Desinfestacion del fruto y endocarpo 69 (6) 31 (0)
con lejia 20 y 40% respectivamente
Momificadas 68 (97) 32 (100)
Asintomaticas  Tratamiento del fruto con Paraquat e 100 (8)
incubacion
1 Asintomaticas  Desinfestacion del fruto y endocarpo 63 (15) 37 (5)
con lejia 20 y 40% respectivamente
Momificadas 69 (100) 31(92)
I Asintomaticas Deshuesado, flameado (3 s) y lejia 75(0) 25 (0)
20%
Momificadas 74 (59) 26 (0)
v Asintomaticas Deshuesado, flameado (6 s) y lejia 71 (0) 29 (0)
50%
Momificadas 69 (59) 31 (0)
Asintomaticas ~ Tratamiento del fruto con Paraquat® 100 (9)

*Tratamiento realizado seglin Moral et al., 2010

10. Efecto en la germinacién y desarrollo de la radicula

Debido a que no se detectaron diferencias significativas (Chi-cuadrado, P > 0.05) entre
las dos repeticiones del ensayo, los datos que se presentan a continuaciéon son el
promedio de ambas repeticiones. En las semillas procedentes de aceitunas
asintomaticas, el patégeno causé la podredumbre de un 4% de las semillas sobre las
cuales desarrollaron acérvulos y conidios en masa (Figura 5). De las restantes semillas,
el 42% germinaron y desarrollaron una radicula sana después de 45 dias de

estratificacion.

En el caso de las semillas procedentes de aceitunas con sintomas, el patégeno causé
podredumbre de la semilla en un 11% de ellas (Figura 6). De las semillas sanas, el 54%
no germinaron y el 46% restante germinaron. El patégeno causé la muerte de seis
plantulas a producir podredumbre y necrosis de la radicula principal (Figura 7). El tipo
de fruto no afectd significativamente (P = 0.5873) al tamafio de la radicula, siendo e el

caso de los frutos momificados de 34 = 2.7 mm vy en el de los frutos asintomaticos 31 +

87



Capitulo: 111 C. Xaviér

6 mm. Una vez trasplantadas a perlita himeda y tras 55 dias, Colletotrichum habia
causado necrosis generalizada los sistemas radiculares de dos y cuatro plantulas,
procedentes de las aceitunas asintomaticas y sintomaticas respectivamente. El patégeno
se aislo del sistema radical del 85% de las plantulas procedentes de aceitunas
momificadas pero no de aquellos procedentes de frutos sanos. En general,
Colletotrichum se aislo principalmente de la cofia de la radicula principal y en menor

proporcion de la zona intermedia de la raiz principal y el cuello de la plantula (Tabla 3).

Figura 5. Semillas de olivo con acérvulos y conidias de Colletotrichum
junto a semillas sanas (1zq.) y semillas germinadas y afectadas por el
patogeno junto a semillas germinadas y sanas (drcha.).

cv. Frantoio cv. Hojiblanca

100 A

80 1
M Piel
60 1 M Pulpa

20 4 ¥ Hueso

Colonizacion (%)

M semilla
20

2

4 6 8 10 12 14 21

100 A

80 1
M Piel

60 1 M Pulpa

40 1 M Hueso
M semilla

20 A

0 T T
2 6 12 21

2 6 12 21
Incubacioén (dias) Incubacion (dias)

Colonizacién (%)

Figura 6. Porcentaje de tejidos de aceituna colonizados por Colletotrichum godetiae durante
el proceso de infeccion. Aceitunas inoculadas de los cvs. Frantoio (resistente) y Hojiblanca
(susceptible) en envero (superior) y verde-amarillentas (inferior). Las columnas representan
la media de 25 trozos de fruto y las barras la desviacion estandar.
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Resumiendo, de las 200 semillas extraidas de las aceitunas momificadas, el patdgeno
causd la podredumbre de 22 de ellas; de las 82 semillas que germinaron, 6 mostraron
necrosis aguda de la radicula principal que impidié su desarrollo; 4 plantulas mostraron
un sistema radical necrosado y no terminaron su desarrollo y del 85% de las restantes se

aislo el patogeno.

Tabla 3. Porcentaje de aislamiento de Colletotrichum de radiculas de
semillas de olivo procedentes de aceitunas con sintomas o no de
Antracnosis

Tipo de fruto Estado de N Zona de N° semillas con
la raiz aislamiento  Colletotrichum (%)

Asintomaticos Sana 20 Cuello 0(0)
Intermedia 0(0)
Cofia 0(0)

Necrosada 28 Cuello 2 (100)

Intermedia 2 (100)

Cofia 2 (100)

Asintométicos Sana 20 Cuello 17 (85)

Intermedia 17 (85)

Cofia 17 (85)

Necrosada 42 Cuello 3 (66)

Intermedia 3 (66)

Cofia 4 (100)

®NUmero total de radiculas que mostraron necrosis 2 de 81y 4 de 74

11. Dinadmica de infeccion de la aceituna

El patégeno causé infeccidn y desarrollo de sintomas en todos los tejidos (piel, pulpa,
hueso y semilla) de las aceitunas de ambas variedades; aunque hubo un retraso
sustancial en la expresion de sintomas en las aceitunas del cv. Frantoio respecto a las del
cv. Hojiblanca. Por ejemplo, mientras que la mayoria de las aceitunas del cv. Hojiblanca
mostraban podredumbre jabonosa entre la 3% y 42 semana de incubacion, las del cv.
Frantoio lo hacian pasada la 6% semana. Asi mismo, en la primera de las inoculaciones,
el patdgeno fue aislado del 28% de los trozos de piel y pulpa de las aceitunas del cv.
Hojiblanca a los 4 dias de la inoculacion. En ese momento, el patdgeno habia
colonizado Unicamente el 4% de la piel de las aceitunas cv. Frantoio y no fue aislado de
la pulpa de estos frutos hasta los 8 dias de incubacion. En general, estas diferencias se

mantuvieron hasta el dia 21 cuando se igualaron.

Cuando los frutos se inocularon en estado fenoldgico 1 (verde-amarillentos)
nuevamente hubo un retraso marcado en la velocidad de colonizacion del fruto en el cv.

Frantoio respecto a ‘Hojiblanca’. A los 12 dias de incubacion, el patdgeno fue aislado
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del 88 y 9% de los trozos de pulpa de las aceitunas de ‘Hojiblanca’ y ‘Frantoio’,
respectivamente y a los 21 dias Unicamente habia alcanzado el hueso y las semillas de
las aceitunas del cv. Hojiblanca.

Nuevamente, las observaciones al microscopio estereoscdpico permitieron detectar que
el hueco del canal peduncular del fruto estaba colonizado por el patogeno,

constituyendo este el punto de entrada del patdgeno en la semilla.

12. Susceptibilidad del sistema radicular de plantulas de olivo y acebuche a la

infeccion

Las plantulas de olivo y acebuche que fueron inoculadas mediante inmersion del
sistema radicular en una suspension de conidios del patdgeno mostraron distintos
sintomas durante el periodo de incubacion. EI mas comin de todos fue la marchitez
generalizada que afectd principalmente a plantulas procedentes de los cvs. Cornicabra y
Arbequina. Otros sintomas observados fueron el abarquillamiento de las hojas y la
muerte de la yema apical. Las raices de las plantulas inoculadas mostraban necrosis
generalizada y pérdida de parte de ellas y el patdgeno fue aislado con facilidad de ellas.
El sistema radicular del conjunto de plantulas inoculadas tuvo un peso medio de 44 mg,
en cambio el peso del sistema radicular de las plantulas testigo fue 51 mg, existiendo
diferencias significativas (contrastes ortogonales, P = 0.0019). Cuando se compard la
variedad botanica, acebuche vs olivo, el sistema radicular de las plantulas de acebuche,
independientemente de que estuviesen inoculado o no, estaba significativamente (P =
0.0437) mas desarrollado que el de plantulas procedentes de olivos: 52 y 44 mg,
respectivamente.

Aunque el sistema radicular de algunas plantulas testigo mostré alguna necrosis y
lesiones, las plantas inoculadas mostraron un indice de severidad significativamente (P
= 0.0094) mayor (1.07) que las no inoculadas (0.76). Por el contrario no hubo
diferencias significativas (P = 0.2274) cuando se compar0 la variedad boténica.

Por ultimo, la inoculaciéon no afecté (P = 0.0551) al nimero de pares de hojas que
mostraban las plantulas, pero si lo hizo (P = 0.0011) la variedad botanica. Asi, las
plantulas procedentes de acebuche y olivo desarrollaron 3.4 y 3.1 pares de hojas

respectivamente durante el experimento. Cuando se estudié la correlaciones existentes
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entre las variables dependientes estudiadas (peso del sistema radicular, valor de escala
de severidad y numero de pares de hojas) unicamente se obtuvo una correlacién
significativa y negativa (correlacion de Spearman: r = - 0.5426; P < 0.0001) entre el

indice de severidad de dafios y el peso del sistema radicular de la plantula.
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Figura 7. Efecto de la inoculacion de raices de olivo y acebuche con
una suspension de conidios de Colletotrichum godetiae en el peso del
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En la segunda inoculacion realizada utilizando plantulas mas jovenes, nuevamente el
sintoma méas comun fue la marchitez general de la plantula seguida de defoliacion. Este
sintoma se observd solo en las plantulas inoculadas destacando aquellas procedentes de
cultivares. Ademas, el patdgeno caus6 muerte de dos plantulas (damping off)
procedentes de cv. Arbequina. La inoculacidn causo una disminucidn significativa (P <
0.0001) en el peso de las plantulas que pasaron de 335 mg, en los testigos, a 237 mg en
las inoculadas. Igualmente, se observaron diferencias significativas (P = 0.0041) entre
el peso de las plantulas de acebuche (302 mg) y el de las plantulas de los cultivares (275
mg). El patdgeno afectd también significativamente (P < 0.0001) al peso de la raiz que
fue de 154 mg, en el caso de las plantulas testigo, y 123 mg para las inoculadas (Figura
8), aunque para esta variable no hubo efecto (P = 0.0765) de la subespecie boténica.
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Figura 8. Efecto de la inoculacion de raices de olivo y acebuche con una
suspension de conidios de Colletotrichum godetiae en el peso del sistema
radicular (seco y fresco) y de la planta (mg), y el nimero de pares de hojas
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92



Capitulo: 111 C. Xaviér

Sin embargo, cuando se evalud el efecto de la especie botanica y la inoculacion en peso
de la raiz seca y el nimero de pares de hojas desarrolladas ambas variables afectaron
significativamente (P< 0.05). Asi, las plantulas testigo desarrollaron de media 4.1 pares
de hojas frente a los 2.7 de las inoculadas y los acebuches desarrollaron 3.9 pares de

hojas frente a los 3.2 de las plantulas procedentes de cultivares de olivo.

En este caso, las cuatro variables dependientes estudiadas (peso de la planta, peso de la
raiz fresca o seca y numero de hojas desarrolladas) estuvieron altamente correlacionadas
entre si (r > 0.300; P < 0.0001).

13. DISCUSION

En este trabajo se estudia por primera vez la resistencia/susceptibilidad del acebuche a
la Antracnosis causada por Colletotrichum spp. Los 45 genotipos de acebuche
evaluados han mostrado un elevado nivel de resistencia a la infeccion por el patdégeno
coincidiendo con observaciones previas de campo (Moral et al., 2005; Mufioz-Diez,
2008) y similar al que muestra el cultivar altamente resistente ‘Frantoio’ (Moral et al.,
2005; Moral y Trapero, 2009; Montiorini, 1956). Ello contrasta con el comportamiento
de los cultivares que se muestran predominantemente susceptibles (Moral et al., 2005;
Moral y Trapero, 2009). En el caso de la Verticilosis, la mayoria de los genotipos de
acebuche evaluados son susceptibles al patdégeno, aunque se ha detectado un 9% de
genotipos resistentes (Trapero, 2014). Algunos de los genotipos resistentes se han
seleccionado como patrones (Bucini y Cirulli, 2011; Colella et al., 2008; Trapero et al.,
2015). Hay que destacar que el acebuche coloniza principalmente suelo de zonas
forestales montafiosas y, que aunque V. dahliae es un saprofito facultativo frecuente en
el suelo, la presion de indculo en las zonas ocupadas por el acebuche suele ser baja. Los
suelos con poblaciones del patégeno alta suelen ser aquellos que albergan o han
albergado especies herbaceas, cultivadas o no, susceptibles a V. dahliae como el
algodén (Lopez-Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Jiménez-Diaz et al., 2012). Por el
contrario, muchos acebuchales de Andalucia estan situados en zonas especialmente
propicias para el desarrollo de enfermedades aéreas debido a alta pluviometria y
temperaturas suaves (Mufioz-Diez, 2008) y donde éstos patogenos han podido ejercer
una elevada presion de seleccion. Este hecho puede explicar que predominen los
genotipos de acebuche resistentes al Repilo y a la Antracnosis (Moral et al., 2005),

aunque en este Ultimo caso esta caracteristica es ain mas marcada.
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La domesticacion del olivo cultivado a partir del acebuche se ha descrito como un
proceso de seleccion multilocal (Bernard et al., 2001) dirigido a la seleccion de
caracteres agronomicos como tamario de fruto, produccion y contenido oleico (Rallo,
2005; Zohary y Spiegel-Roy, 1975). Durante el proceso de domesticacion las plantas
han sufrido el denominado “sindrome de domesticacion™ que les ha llevado, entre otras
cosas, a una pérdida de adaptaciones defensivas y a incrementar su susceptibilidad a
enfermedades y plagas (Hammer, 1984; Purseglove, 1981). En el caso del olivo, la
domesticacion ha acarreado cambios morfologicos y fisiologicos en las hojas y brotes
los que han dado lugar a un “desarme debido a la domesticacion” y haciendo al olivo
mas susceptible al ramoneo que el acebuche (Massei y Hartley, 2000). La posible
seleccion hacia un mayor rendimiento graso y menor contenido en polifenoles
relacionados con un mayor amargor en el aceite pero con importantes implicaciones en
la defensa contra patdégenos (Prusky, 1996), ha podido disminuir los mecanismos de

defensa de la aceituna respecto a las acebuchinas.

En el presente trabajo, especulamos con que la presién de seleccidn hacia resistencia a
la Antracnosis en las masas forestales de Acebuche, se ha visto incrementada por el
efecto negativo del patdgeno sobre la germinacion de la semilla y desarrollo de las
plantulas. En las inoculaciones realizadas el patégeno colonizé, ademas de la epidermis
y mesocarpo del fruto como previamente habia sido descrito (Gomes et al., 2009), el
endocarpo y alcanzé la semilla a través del canal peduncular del hueso. La mayor
resistencia del cv. Frantoio se tradujo en un retraso en la colonizacién de los tejidos del
fruto respecto al cv. Hojiblanca. Una vez que el patdgeno alcanzo la semilla afect6 a su
viabilidad al causar podredumbre de la semilla, y necrosis de la radicula primaria o del
sistema radicular desarrollado. Aunque esta es la primera vez que se demuestra la
capacidad de Colletotrichum de infectar las semillas y el sistema radicular de plantulas
de olivo, distintas especies de este género infectan semillas de diversas especies y
pueden causar damping-off (Britton y Redlin, 1995; George, 2009; Kirkpatrick y
Bazzaz, 1979; Sinclair, 1991). En nuestros experimentos, nuevamente hubo un marcado
efecto de la variedad botanica siendo el sistema radicular de las plantulas de acebuche
mas resistente que el de las plantulas de olivo y ademas muestran una mayor capacidad

de desarrollo.

Ademas de la presion de seleccion hacia resistencia que Colletotrichum ha podido

ejercer en las masas de acebuche al afectar a la viabilidad de las semillas y plantulas de
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esta especie, el mayor tamafio de las aceitunas respecto a las acebuchinas disminuye
también su capacidad de dispersion por las aves, ya que las mismas especies de pajaros
tienden a depredar (picar) las aceitunas, mientras que pueden actuar como
diseminadores de acebuchinas al tragarse éstas, de menor tamafio (Alcantara et al.,
2000; Rey et al., 1997). Ademas, diversos estudios ecoldgicos con aves frugivoras han
demostrado que la podredumbre de frutos causada por hongos tiene importantes
consecuencias en la palatabilidad pudiendo influir poderosamente en las tasas de
dispersion de las semillas, causando una seleccion hacia resistencia (Janzen, 1977;
1979; 1980). Este hecho no ha sido demostrado en el olivo, aunque durante el
seguimiento de epidemias de Antracnosis durante 4 afios (Moral et al., 2005, Mufioz-
Diez, 2008, Moral y Trapero, 2012), hemos observado que algunas especies de pajaros
frugivoros [ejemplo, la curruca capirotada (Sylvia atricapilla)] seleccionan las aceitunas
sanas desechando las que muestran podredumbre. Cabe destacar que el género
Colletotrichum ha sido descrito como uno de los causantes de podredumbre que afectan
negativamente al consumo de frutos por parte de pajaros frugivoros (Cipollini y Stiles,
1992; Martin et al., 1993). Todo ello puede explicar la elevada resistencia de los

acebuches al patégeno.

La utilizacion del acebuche como fuente de genes de interés para el olivo ha sido
propuesta previamente (Mulas, 1999; Mulas et al., 2004) debido a la interfertilidad de
ambas variedades botéanicas (Belaj et al., 2007; Besnard y Bervillé, 2000; Lumaret y
Ouazzani, 2000). En este trabajo se identifica el acebuche como una fuente importante
de resistencia a la Antracnosis, aunque actualmente existen cultivares de olivo que han
mostrado también un elevado nivel de resistencia y poseen otras caracteristicas
agronémica apreciables como tamarfio del fruto y contenido oleico (Moral y Trapero,
2009).

El presente trabajo describe el comportamiento del acebuche a la Antracnosis, la
enfermedad mas importante del olivo. Ademas describe la capacidad del patdgeno para
causar infeccion en las semillas de olivo y afectar a su viabilidad. Por ultimo, se

especula con los motivos que han llevado al elevado nivel de resistencia del acebuche.
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14. CONCLUSIONES

1. No se han detectado acebuchinas afectadas de Antracnosis en condiciones de campo
aunque algunos 6 de los 45 genotipos estudiados han mostrado un porcentaje bajo (<
0,6%) de acebuchinas con infecciones latentes.

2. Los 45 genotipos de acebuche evaluados pueden clasificarse como resistentes o

altamente resistentes a la Antracnosis.

3. El patogeno, en su proceso de infeccion del fruto, coloniza todos los tejidos de éste
(epidermis, mesocarpo, endocarpo y semilla), alcanzando la semilla a través del canal

peduncular que hay en el endocarpo.

4. El patdgeno puede afectar a la germinacion de las plantulas causando la podredumbre

da la semilla y necrosando la radicula primaria o sistema radicular desarrollado.

La inoculacion de las raices de las plantulas con C. godetiae causa disminucion del
desarrollo del sistema aéreo y radicular de éstas y, en ocasiones, muerte de la plantula
(damping-off). Si bien hay un marcado efecto de la especie boténica siendo las plantulas

de acebuche mas resistentes que las procedentes de cultivares.
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PAPEL DEL CALCIO EN EL CONTROL DE LA ANTRACNOSIS

1. INTRODUCCION

Una de las funciones principales del calcio es el refuerzo de la pared celular,
proporcionandole rigidez e integridad y estimulando el crecimiento celular, ya que a
diferencia de otros macronutrientes, una alta proporcion de este elemento esta
localizado en las paredes celulares. El calcio también aporta estabilidad a la membrana
plasmaética interviniendo en la selectividad y permeabilidad de iones y en la tolerancia a
salinidad (Marschner, 1995; White y Broadley, 2003; Conn y Gilliham, 2010). En el
suelo, el calcio interacciona con otros elementos como el sodio o el potasio. En el caso
de las plantas cultivadas, la relacion calcio-potasio es menor que en las plantas
silvestres, ya que los cationes potasicos son escasamente lixiviados al quedar
fuertemente retenidos en el complejo de cambio, acumulandose en los suelos que son
regularmente fertilizados (Monge et al., 1994). El incremento de potasio en el complejo
de cambio da lugar a un efecto antagdnico sobre la absorcion de calcio y magnesio
(Jackobsen et al., 1993; Taylor y Francis, 2009). Aun asi, el adecuado contenido de
potésico en el suelo, es importante para asegurar el aumento de tamafio de los frutos
(Fallahi et al., 2010; Stino et al., 2011) y garantizar el equilibrio entre el acido y el
contenido de azucares (Hudina y Stampar, 2005; Sanchez, 2007).

Las raices absorben el calcio disponible en forma de cation divalente (Ca*™), que se
encuentra en equilibrio con las particulas del suelo, dependiendo de la capacidad de
intercambio cationico, el pH y la tasa de mineralizacion (McLaughlin y Wimmer,
1999). En la planta se mueve particularmente por el xilema, activado por la
transpiracion y la presion de la raiz (Bangerth, 1979; Ho et al., 1993; Taylor y Locascio,
2004).

Los frutos con una concentracion adecuada de calcio, mejoran su capacidad de
almacenamiento al incrementar la resistencia de los tejidos vegetales (Hirschi, 2004) y
reducen la incidencia de fisiopatias en el pre y post-cosecha como se observado en
aguacate, kiwi, manzana, tomate y uva (Ferguson y Watkins, 1989; Cutting y Bower,
1989; Witney et al., 1990; Saure, 1996; Ho y White, 2005; Thorp et al., 2003; Ferguson
et al., 2003; Ciccarese et al., 2013). El contenido de calcio en la planta, varia entre 0,1 -
5% de su peso seco, dependiendo de la especie, del 6rgano de la planta y de las

condiciones de crecimiento (Dieter, 1984).
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El calcio, una vez localizado en los érganos de la planta, es relativamente inmdvil o su
movimiento a otras partes de la planta, es muy lento o casi nulo. Esto explica que las
partes de la planta en crecimiento activo, como el caso de los frutos en desarrollo,
necesiten mayor suministro de calcio y requieren mantener una humedad adecuada en el
suelo (Epstein, 1973; Chiu y Bould, 1977; Monge et al., 1994; Rahman y Punja, 2007).

El calcio posee un papel esencial en la interaccion planta-patdgeno ya que: puede
afectar a la germinacion de las esporas de los patdgenos (Warwar y Dickman, 1996);
incrementa la resistencia de los tejidos vegetales a la infeccion al estar ligado al pectato
en la lamina media (Seymour et al., 1993; Lara et al., 2004); disminuye la capacidad de
las fitotoxinas excretadas por los patdgenos, como las poligalacturonasa encargadas de
degradar el pectato (Conway y Sams, 1984; Conway et al., 1988; Volpin y Elad, 1991;
Kaile et al., 1992; Tobias et al., 1993; Elad, 1997); y actGa como elemento esencial en
los procesos de hipersensibilidad como mensajero secundario (Zocchi y Mignani, 1995;
Grant et al., 2000; White y Broadley, 2003).

Entre los patdgenos que afectan a la aceituna destacan las especies del género
Colletotrichum que causan la Antracnosis (Moral et al., 2014). En su ciclo de
patogénesis, la germinacion de los conidios de Colletotrichum spp., es imprescindible
para que se produzca infeccion del tejido del huésped y se desarrolla la enfermedad
(Warwar y Dickman, 1996). En el caso del género Colletotrichum, sus conidios forman,
por lo general, apresorios a lo largo del tubo germinativo. Estos son también estructuras
basicas de infeccién aunque puede producirse penetracion directa a través del tubo

germinativo.

En patosistemas similares a la Antracnosis del olivo, como en caso de
manzana/Colletotrichum spp. Varios compuestos de calcio, entre ellos, cloruro de
calcio, propionato de calcio, y silicato de calcio inhiben la germinacién de conidios de
Colletotrichum spp. Ademas, el cloruro de calcio y el propionato de calcio inhiben el
crecimiento del tubo germinativo de los conidios, cuando son aplicados en
concentraciones de calcio a 1000 pg/mL (Biggs, 1999). En el caso de la Antracnosis de
la fresa, la aplicaciones de fdésforo y calcio incrementan la resistencia de la fruto al
patogeno, mientras que el potasio y el nitrogeno la disminuyen (Nam et al., 2006). En la

Antracnosis del olivo, se ha detectado una relacion positiva entre el contenido del calcio
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en el fruto y su resistencia a Colletotrichum spp. (Morales-Mosquera, 2010). Aunque

son necesarios mas estudios que refuercen estas observaciones preliminares.

En la presente Tesis Doctoral se estudia: i) el efecto del calcio en el crecimiento
micelial y la germinacion de los conidios de Colletotrichum spp.; ii) el efecto de las
aplicaciones de calcio en la resistencia de la aceituna al patégeno en condiciones
controladas y en condiciones de campo; iii) efecto y aplicaciones de quelatantes y de
cloruro de calcio en la resistencia/susceptibilidad del fruto; y iv) efecto de la relacion
entre la concentracion de carbonato calcico en suelo, calcio en aceitunas y la

susceptibilidad/resistencia a Colletotrichum spp.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Efecto de los compuestos de calcio en el crecimiento micelial

2.2. Material utilizado

Puesto que la capacidad de desarrollo micelial en medio de cultivo puede asociarse a la
capacidad de colonizacion de un sustrato. En este experimento, se estudio el efecto de
cuatro compuestos de calcio en el desarrollo micelial del patogeno.

Los aislados de Colletotrichum spp. utilizados proceden de distintas variedades de olivo
y fueron obtenidos a partir de los muestreos realizados de aceitunas afectadas por
Antracnosis (Tabla 1).

Tabla 1: Aislados de Colletotrichum spp. estudiados.

. : . Tejido . .
Aislados Especie Hueésped Afectado Cultivar  Procedencia
Col- 104 C. godetiae Olivo Fruto Picudo Cabra, Cérdoba
Col- 116 C. nymphae Olivo Fruto Moraiolo Montﬁéﬁzrugla
Col- 152 C. godetiae olivo Fruto Arbequina Pugbla de

Guzman, Huelva
. . . Montilla,
Col-121 C. godetiae Olivo Fruto Hojiblanca Cordoba
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2.3. Preparacion de los aislados

Los aislados se recuperaron del banco de cultivos puros conservados en tubos
inclinados con medio Agar-Patata-Dextrosa (PDA) y aceite de parafina a 4°C.
Utilizando un asa de siembra flameada se pasaron a placas de Petri con PDA 4&cido en
forma de zigzag y se incubaron a 23£2°C bajo 12 h de luz y de oscuridad y flujo
luminoso de 40 PE / m?s durante 4-5 dias. Seguidamente, se realiz6 una siembra puntual
en PDA &cido y a los 4 dias y una siembra masal en PDA. Las placas se sellaron con
cinta adhesiva (Parafilm) al que se practicaron pequefias aperturas para favorecer la
aireacion y esporulacion masiva del hongo y fueron incubadas en la cdmara de

crecimiento en las condiciones descritas.

2.4. Productos empleados.

Se evaluaron cuatro compuestos célcicos (Tabla 2) segun su capacidad para inhibir el

crecimiento micelial de patégeno.

Tabla 2: Compuestos de calcio evaluados por su actividad antifangica

Las dosis utilizadas se refieren a la dosis del producto comercial; m.a.: materia activa;

M.A (%) Formulado Dosis Casa Comercial
Compuestos de Calcio
Ca%
Carbonato de Calcio 40.0 CaCo, 2,5 mg/L PANREAC
Cloruro de Calcio 27.2 CaCl,2H,0 3,6 mg/L PANREAC
Propinado de Calcio 29.4 CsH,0Ca0, 3,4 mg/L FLUKA
Silicato de Calcio 34.4 CaSi0, 2,9 mg/L SIGMA-ALDRICH

Las dosis utilizadas se refieren a la dosis del producto comercial; m.a.: materia activa,;
Ca.: concentracion de calcio.

Los cuatro compuestos se evaluaron a dosis entre 600 y 1000 ppm. Asimismo, se
incluyé un testigo en todos los casos. Las dosis se eligieron buscando una dosis baja que
apenas inhibiera el crecimiento del hongo y una dosis alta que causara su inhibicion
total (Tabla 3). En general, las distintas dosis se prepararon por diluciones seriadas.
Todos los productos fueron solubles en agua, por lo que no fue necesario afiadir ningun

tipo de disolvente adicional.
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Tabla 3: Productos y dosis utilizadas para evaluar la inhibicion del crecimiento
micelial y germinacion de conidios de Colletotrichum godetiae.

Dosis (ppm)
Compuestos de Calcio Crecimiento Germinacion de
Micelial Conidios
Carbonato de Calcio 0 600 900 1000
Cloruro de Calcio 0 600 900 1000
Propinato de Calcio 0 600 900 1000
Silicato de Calcio 0 600 900 1000

Las caracteristicas de cada producto se indican en la Tabla 2.

2.5. Preparacion de los medios de cultivo

A: (PDA): Agar-Patata-Dextrosa

Para evaluar la inhibicion causada por los compuestos célcicos, se compard el
crecimiento de la colonia del patdgeno en PDA y en PDA mas el compuesto. Para la
realizacion de este medio se utilizd 39 g del producto comercial (PDA; Difco

Laboratories, Detroit) para preparar 1 L medio.

B: (PDA &cido): Agar-Patata-Dextrosa
El medio de Agar Patata Dextrosa acidificado (PDA ac) se prepar0 de la misma manera
que el PDA sdlo gue en este caso se afiadio acido lactico [85% (vol/vol) a 2.5 mL por L

de medio)].

C: PDA + Producto

Para cada producto y dosis se prepararon 300 mL del medio a evaluar. Para ello, en un
matraz de 500 mL se vertieron 290 mL de ADD vy la cantidad PDA correspondiente a
300 mL. Esta mezcla se esterilizo en autoclave a 120°C durante 20 min. Posteriormente,
se afadieron 10 mL de ADD con los compuestos de calcio correspondientes. Las

distintas concentraciones del producto se obtuvieron por diluciones seriadas.

2.6. Siembra e inoculacion de los medios de cultivo

Con un sacabocados de 7 mm de diametro se extrajeron discos de PDA procedentes de

la periferia de la colonia del patdgeno en crecimiento activo. Los discos se situaron en el
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centro de las placas de Petri de 9 cm de diametro con el medio de cultivo. Para cada
producto y dosis se hicieron tres repeticiones (placas) y el ensayo se repitié dos veces.
Finalizada la siembra, las placas de Petri se sellaron con Parafilm y se incubaron a
22+1°C bajo 12 h de luz/ 12 h de oscuridad.

2.7. Evaluacién del crecimiento micelial

El crecimiento micelial del hongo se evalu6 a los 7 y 14 dias después de la siembra
midiéndose el diametro de la colonia. Al ser colonias de tipo elipsoidal o irregular, se
midieron los diametros mayor y menor con un calibre digital y posteriormente, se

calcul6 el didmetro medio. El didmetro se expresé en mm/dia.
3. Efecto de los compuestos de calcio en la germinacion de conidios
3.1. Material utilizado

La germinacion de los conidios de Colletotrichum spp, es imprescindible para que se
produzca infeccion del tejido del huésped y desarrollo de la enfermedad. Muchos de los
compuestos de calcio inhiben principalmente la germinacion de los conidios. De ahi,
que evaluar esta capacidad sea uno de los métodos tradicionales de evaluar la
efectividad de fungicidas comerciales. En el caso del género Colletotrichum, sus
conidios forman, por lo general, uno o varios apresorios en el tubo germinativo. Estos

son también estructuras basicas de infeccion.

Para estudiar el efecto de los compuestos de calcio sobre la germinacion de conidios se
utilizaron los aislados Col-104 y Col-116. Estos aislados fueron seleccionados por su
origen y las caracteristicas de sus colonias asi como también por su alto poder de
germinacion en los ensayos preliminares (Tabla 1).

3.2. Preparacion del indculo

Los aislados de Colletotrichum spp., se prepararon de forma similar a la descrita en el
apartado anterior. Para la realizacion de la suspension de conidios, se selecciond una
placa bien esporulada y se vertieron aproximadamente 10 ml de ADD estéril sobre el
contenido de la placa y se raspd con un asa de vidrio. La suspension de conidios se
ajusté a 2x10°con/mL y posteriormente, al diluir la solucién con los compuestos de
calcio a evaluar, se obtuvo una suspension final de 1x10°con/mL. La suspension se

depositd en un portaobjetos que se introdujo en el interior de una placa de Petri con
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Agar Agua que hacia de camara humeda. Esto permite evaluar la germinacion mediante
su observacion en el microscopio ya que se obtienen conidios aislados en los que resulta

facil identificar la emision del tubo germinativo y la formacion de los apresorios.

3.3. Compuestos evaluados

Para evaluar la germinacion de conidios del patdgeno se realizaron dos ensayos y se
utilizaron los compuestos de calcio que se muestran en la (Tabla 3). En el primer ensayo
se evaluaron de forma independiente los aislados Col-104 y Col-116 (Tabla 1). En el
segundo ensayo se evaluaron los aislados Col-104 y Col-121 y los compuestos calcicos

fueron seleccionados segun Biggs (1999).
3.4. Preparacion de los compuestos de calcio

Las dosis evaluadas se eligieron de acuerdo con datos de pruebas anteriores. Se
evaluaron dosis que abarcaban desde una dosis baja, la cual no afectaba a la

germinacion de los conidios, hasta una dosis alta que inhibia totalmente su germinacion.

Para las compuestos de calcio se evalu6 una sola dosis de 1000 ppm que se suponia que
iba a inhibir 100% la geminacion de conidios (Biggs, 1999). Para cada producto se
prepard un testigo con ADD estéril.

Las distintas dosis de los compuestos de calcio se prepararon a partir de la
concentracion mas alta considerada en cada caso, siguiendo las indicaciones respecto a
la riqueza del producto comercial y posteriormente por diluciones seriadas con ADD
estéril se prepararon las restantes concentraciones. Se prepararon dos repeticiones de
cada una de las dosis del fungicida de forma similar a la descrita.

3.5. Incubacién de las suspensiones de conidios

El periodo de incubacion fue de 24 h a 22+2°C con fotoperiodo de 12 h luz/12 h de
oscuridad. Transcurrido este tiempo, los portaobjetos se retiraron de las camaras
himedas y en cada excavacion se colocd una gota de fucsina acida en lactofenol, con el
fin de detener la germinacion de los conidios. De esta forma, las muestras quedaron

preparadas para realizar las observaciones microscopicas posteriores.
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3.6. Evaluacion de la germinacion de los conidios

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron observaciones al microscopio
eligiendo siempre un campo de vision en el que todos los conidios pudieran ser
evaluados y no existieran agrupaciones. Se seleccionaron, al azar, 120 conidios para
cada dosis, contando los conidios germinados, los no germinados y la presencia de
apresorios. El conteo de los conidios se realiz6 a 400 aumentos. Posteriormente, se
calculo el porcentaje de germinacion de los conidios (G) y de formacion de los
apresorios (AP). El porcentaje de germinacion (G) correspondié al nimero de conidios
germinados con respecto al nimero total de conidios y el porcentaje de apresorios (AP)
correspondié al nimero de conidios con apresorios con respecto al numero total de

conidios germinados.

4. Efecto de la aplicacion de cloruro de calcio

Para evaluar el efecto del cloruro de calcio en la Antracnosis, se realizaron dos
experimentos: uno en condiciones semicontroladas, un umbréculo situado en la
Universidad de Cérdoba y un segundo ensayo en un olivar comercial, situado en el
Término Municipal (TM) de Peraleda del Zaucejo, Provincia de Badajoz. En ambos

casos se utiliz6 el cultivar moderadamente susceptible “Arbequina’.
4.1. Experimento en umbréculo

Se utilizaron plantones cv. Arbequina de 3 afios de edad y procedentes de un vivero
comercial de Cérdoba. Los plantones fueron trasplantados en macetas de plasticos de 7
L, con una mezcla de turba rubia granulada de 0-20 mm al 40%, fibra de coco al 30%,
sustrato al 15%, perlita al 15%, y osmocote, un fertilizante compuesto de pequefios
granulos de nutrientes NPK [14:16:18]. El riego consistio en dos riegos a la semana de
15 min cada uno, se utiliz6 goteros de 4 L/h manteniendo himedo el sustrato la mezcla

durante todo el ensayo (Tabla 4).

Los plantones fueron tratados mediante pulverizacion con una solucion de cloruro de
calcio a 5 g/L. Los tratamientos se realizaron semanalmente utilizando una mochila de
tratamiento Matabi Style. Se dispusieron de cuatro tratamientos distintos, con 13
repeticiones (&rboles) por tratamiento y el disefio experimental fue completamente al

azar.
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Tabla 4: Andlisis de la turba utilizada

Determinacion SMF (Muestra fresca) SMS (Muestra seca)
Humedad % 644 0 e
Mat. Org. total Oxidacion 26.42 74.2
Nitrogeno Total % 0.14 0.38
Relacion Carbono/Nitrégeno 113.26 113.26
Fosforo (P,05) % 0.10 0.27
Potasio (K,0) % 0.25 0.71
Calcio (Ca0) % 0.15 0.41
Magnesio (Mg0) % 0.12 0.33
Boro (ppm) 15.13 42.50
Hierro (ppm) 610.54 1715.00
Manganeso (ppm) 28.72 80.67
Cobre (ppm) 3.79 10.66
Zinc (ppm) 3.56 10.00
Azufre (%) 0.01 0.04
Sodio (%) 0.10 0.27

4.1.1. Tratamientos de los plantones

1) - Julio — octubre (tratada hasta final de campafia, octubre)
2) - Julio — septiembre (tratada hasta septiembre)

3) - Septiembre — octubre

4) - Testigo (sin tratar)
4.1.2. Medida de calcio en el fruto

Para comprobar si los tratamientos realizados incrementaban la concentracion de calcio
en el fruto, se mididé en aceitunas testigo y tratadas de julio - septiembre mediante
espectrofotometria de absorcién atomica (Fernandez-Hernandez et al., 2010). Para ello,

se siguio el siguiente protocolo:

1°- Se tomaron cinco muestras independientes por tratamiento (no tratadas y tratadas de
julio-septiembre). Cada muestra estaba formada por cinco aceitunas. De cada muestra se

tomo el peso fresco.
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2°- Las aceitunas se lavaron con agua durante 2 min y en ADD durante otros 2 min, se

secaron en camara de flujo laminar sobre papel de filtro, se deshuesaron y se pesé la
pulpa.
3°- Las muestras se colocaron en sobres de papel y se secaron a 80°C durante 4 dias.

4°- Posteriormente se volvio a pesar, y con ayuda de un mortero de cristal se trituraron

las muestras secas, hasta formar una masa.

50- Seguidamente, 0.5 g se colocaron en crisoles de barro fino de 4 cm y se calcinaron a
600°C durante 18 h.

6°- Finalmente, las cenizas de cada muestra se vertieron en un tubo de ensayo con 10

mL de &cido clorhidrico (0.1 N) y se procedié el analisis con un patron de 5 ppm.
4.1.3. Inoculacion e incubacion

Paralelamente, se recogieron 20 aceitunas por cada olivo del experimento (repeticidn)
que se situaron de forma independiente en cadmaras humedas. Posteriormente, las
aceitunas fueron inoculadas con una suspension de esporas del aislado Col-152 (Tabla
1). En todos los casos se utilizaron el mismo nimero de aceitunas tratadas con agua

como testigo.
4.2. Experimento de campo

Este ensayo se desarroll6 se en un olivar comercial de 363 ha conocido como “El Rio”
y localizado en el TM de Peraleda del Zaucejo en la Provincia de Badajoz. Localidad
situada a unos 38° 28' 28" latitud norte y 5° 33' 57" longitud oeste. Los suelos de este
ensayo son luvisoles asociados a cambisoles eutricos desarrollados sobre pizarras,
esquistos, cuarcitas y algunos materiales igneos, y pH 5.9. Los olivos tenian 5 afios de
edad y estaban situados en un marco de plantacion de 4 x 2 m formando un seto. Los
arboles se mantuvieron en sistema de no-laboreo y en condiciones de riego. El riego
consistia en riego por goteo enterrado que permitia suministrar a un riego de apoyo de

abril a octubre de unos 1000 m®/ha.

Se marcaron 20 olivos, de los cuales 10 arboles fueron tratados con cloruro de calcio y
los otros 10 arboles (testigos) no fueron tratados. El disefio del experimento fue
completamente al azar dejando al menos un olivo guarda entre cada dos arboles del

experimento.
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Los tratamientos se realizaron mediante pulverizacion semanal de una solucion de
cloruro de calcio a razon de 5g¢g/L. Los tratamientos se realizaron desde el estado
fenoldgico 0 (verde intenso hasta el envero), utilizando una mochila de tratamiento
Matabi Style. Durante la realizacion del experimento no se realizaron tratamientos con

fungicidas para favorecer el desarrollo de la Antracnosis.

4.2.1. Tratamientos de las muestras

Se recogieron muestras de aceitunas para realizar el anélisis de contenido de calcio en
fruto, mediante el método de espectrofotometria de absorcion atomica descrito en el
apartado anterior. En este caso, para cada tratamiento (tratadas con cloruro de calcio y
testigo sin tratar) se recogieron cinco sub-muestras constituidas por 20 aceitunas cada

una después del ultimo tratamiento del experimento.
4.2.2. Inoculacion e incubacion

Debido a la ausencia de enfermedad en condiciones de campo, las aceitunas fueron
inoculadas. Ademaés, para diferenciar entre el efecto del calcio externo e interno de las
aceitunas tratadas, estas se sometieron a dos tratamientos diferenciados:

1°- Las muestras de aceitunas tratadas se lavaron en agua corriente durante 45 min se
repartieron en matraces de 1 L, se cubrieron con ADD estéril y se afiadieron 2 gotas de
Tween-20/L. Los matraces se mantuvieron durante 5 min en el bafio de ultrasonidos.
Seguidamente las aceitunas se aclararon durante 15 min y se desinfestaron en matraces
de 1 L con lejia comercial (20g CI/L) al 20% durante 1 min, se enjuagaron con ADD
estéril y se dejaron secar sobre papel de filtro en la camara de flujo laminar.
Finalmente, las aceitunas se colocaron en cdmaras himedas y se inocularon con una

suspension de conidios de 10° con/mL y se incubaron a 22+2°C.

2°- Las muestras de aceitunas tratadas sin lavar y sin desinfectar fueron inoculadas con

una suspension de conidios de 10° con/mL, y tras la inoculacién se incubaron a 22+2°C.

3°- Las muestras del testigo se lavaron, se desinfestaron, se secaron Yy se inocularon

segun el método descrito en el primer punto.
4.2.3. Evaluacion

Las evaluaciones se realizaron durante cinco semanas consecutivas tras la inoculacion.

Para cada aceituna se determind la severidad de sintomas mediante una escala de 0-6 en
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funcién del porcentaje de fruto afectado donde 0= sin sintomas, 1 = 1-25% superficie de
la aceituna afectada, 2 = 26-50%, 3 = 51-75%, 4 = 76-99%, 5 = 100% aceituna con
podredumbre jabonosa y 6 = aceituna momificada (Moral et al., 2008).

5. Efecto de las aplicaciones de agentes quelatantes y cloruro de calcio en la

susceptibilidad del fruto.

El quelato es la asociacion de un “agente quelatante” con un cation metélico, es una
molécula que es capaz de estabilizar el cation. Entre los quelatos de uso en agricultura
destaca el EDDHA [2-2-hydroxiphenyl glycine] (Alvarez-Fernandez et al., 2003).

Debido a la dificultad para incrementar el contenido en calcio en las aceitunas mediante
aplicaciones exdgenas de cloruro de calcio, en este experimento se intentd disminuir el
contenido del calcio de la aceituna mediante la aplicacion de EDDHA. El objetivo
especifico fue evaluar el efecto del cloruro de calcio y la aplicacion de EDDHA en

aceitunas del cultivar altamente susceptible ‘Hojiblanca’.
5.1. Material vegetal y fungico

Aceitunas verde-amarillentas (estado fenoldgico 1) del cv. Hojiblanca fueron recogidas
en un olivar comercial. En el laboratorio se seleccionaron aceitunas sanas, se lavaron
con agua durante 45 min, se repartieron en matraces de 1 L, se cubrieron con ADD
estéril y se afiadieron 2 gotas de Tween-20/L. Los matraces se mantuvieron durante 5
min en el bafio de ultrasonidos para eliminar los restos de fungicida que pudiesen traer
del campo. A continuacion, las aceitunas se aclararon con agua durante 15 min y fueron
desinfestadas sumergiéndolas en agua con lejia comercial (20g CI/L) al 20 % durante 1
min. Finalmente, las aceitunas se enjuagaron con ADD estéril y se dejaron secar sobre

papel de filtro en la cdmara de flujo laminar.
5.2. Preparacion del in6culo

La preparacion del in6culo se realizé como se describe en el anterior apartado 2.2 En
estos experimentos se utilizo el aislado Col-152 de C. godetiae (Tabla 1).

5.3. Experimento I (2010)

En el experimento | se realizaron los siguientes tratamientos:
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1- Las aceitunas se pulverizaron con una solucién (5g/L) de cloruro de calcio y se

dejaron secar sobre papel de filtro en la cAmara de flujo laminar durante 1 h.

2- Las aceitunas se sumergieron en una solucion (5g/L) de cloruro de calcio durante 24
h'y se dejaron secar sobre papel de filtro en la cAmara de flujo laminar durante 1 h.

3- Las aceitunas se sumergieron en una solucion (5g/L) de cloruro de calcio durante 24
h, se lavaron con ADD y se dejaron secar sobre papel de filtro en camara de flujo

laminar durante 1 h.

4- Las aceitunas se sumergieron en la solucién (0.32 g / L) de EDDHA (97% riqueza)
durante 24 h. Posteriormente, se lavaron con ADD estéril y se dejaron secar sobre papel

de filtro en la cAmara de flujo laminar durante 1 h.

En todos los casos, las aceitunas fueron inoculadas con una suspension de conidios de
(10°con/mL) y se incubaron a 18+2°C de temperatura en camaras himedas hasta el

desarrollo de sintomas. Como testigo se utilizaron aceitunas tratadas con ADD estéril.
5.4. Experimento 11 (2011)

El experimento Il fue similar al experimento I, la suspension del producto quelatante fue
calentada a 35°C durante 1 h buscando mejorar la solubilidad del producto en el agua.

El resto de los tratamientos usados fueron iguales a los descritos en el experimento I.

En ambos experimentos, se dispusieron 25 aceitunas por cada cdmara himeda y se
utilizaron tres camaras humedas por tratamiento (repeticiones) y cinco tratamientos

incluyendo el testigo.

5.5. Evaluacion se realizé de forma analoga a la descrita en el anterior apartado 4.2.3.

6. Relacion entre la concentracién de carbonato calcico en el suelo, calcio en

aceitunas y la susceptibilidad a Colletotrichum spp.

Una de las formas, mas eficaces de controlar la Antracnosis, es la utilizacion de
cultivares resistentes. La resistencia, a su vez, esta muy relacionada con el estado de
maduracion del fruto, la concentracion de compuestos fendlicos (Moral et al., 2008;
Moral et al., 2015) y, posiblemente, la concentracion de calcio en el fruto (Moral y
Trapero, 2009).
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Debido a la dificultad de incrementar el contenido de calcio en la aceituna mediante
aplicaciones exogenas véase en “Efecto de la aplicacion de cloruro de calcio”. El
objetivo de este estudio fue correlacionar la concentracion de contenido de calcio y la

susceptibilidad a la enfermedad.
6.1. Material vegetal

Durante los afios de 2009-10, a lo largo de Andalucia y el Algarve (Sur de Portugal) se
recolectaron aceitunas del cultivar moderadamente resistente ‘Arbequina’ y suelos en 27
olivares con caracteristicas edafoclimaticas distintas. Las muestras se trasladaron al

laboratorio para la realizacion de los distintos estudios.
6.2. Tratamiento de las muestras

Las aceitunas se separaron en dos sub-muestras en envero (estado fenoldgico 1). Para
cada parcela, una de las sub-muestras de aceitunas fue lavada y 75 aceitunas de ésta, es
decir 25 aceitunas por camara humeda (repeticién), se inocularon como se ha descrito
anteriormente. La inoculacién se realiz6 con una suspensién de conidios (10°
conidios/mL) del aislado Col-152 de C. godetiae (Tabla 1). En todos los casos se
dispuso de una cdmara humeda de aceitunas sin inocular (testigo). Finalmente las

aceitunas se situaron en camaras himedas y fueron incubadas a 22+1°C.

Paralelamente, la segunda sub-muestra de las aceitunas y las muestras de suelo se
enviaron al laboratorio (C. M. Europa, SL ubicado en el Término Municipal de Martos,
Jaén, www.cmeuropa.com) y se le realiz6 andlisis de contenido de calcio, mediante

espectroscopia atémica, y de humedad mediante el método de gravimetria.

Igualmente a las muestras de suelo se le realizaron analisis de contenido de caliza activa
mediante el método del calcimetro y pH mediante el método potenciométrico
(Andnimo, 1998; Tabla 5).
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Tabla 5: Analisis de caliza activa, pH, calcio y humedad en suelos y aceitunas de 27
olivares con caracteristicas edafoclimaticas distintas.

Suelo Fruto
Parcela
Localidad Caliza (%) pH Ca (%) Humedad (%)
1 Portugal 26.77 8.34 1.04 51.93
2 Portugal 40.77 8.38 1.08 53.48
3 Portugal 74.78 8.25 0.73 48.69
4 Portugal 46.00 7.85 0.48 52.77
5 Portugal 44.50 8.32 0.67 49.06
6 Portugal 41.44 8.41 0.62 54.33
7 Portugal 40.94 8.02 0.62 48.03
8 Portugal 17.67 8.15 0.73 60.66
9 Portugal 53.04 8.11 0.95 53.65
10 Portugal 48.11 8.25 0.52 53.23
11 Portugal 22.35 8.28 0.69 59.83
12 Portugal 55.42 8.34 0.58 54.70
13 Portugal 13.20 8.03 1.10 57.89
14 Portugal 28.49 8.33 0.58 50.45
15 Portugal 33.99 8.22 0.86 46.41
16 Cabra (Cordoba) 46.03 8.31 0.69 51.61
17 Mengibar (Jaén) 40.50 7.84 0.53 53.09
18 Merina 0 21.86 8.27 0.77 60.65
19 Merina 2 14.04 8.32 0.70 61.04
20 Merina 1 8.32 8.12 1.49 54.76
21 Rozuelos 49.27 84 0.55 52.55
22 Bco Mdial- IFAPA (Cérdoba) 17.47 8.35 0.98 55.49
23 Montilla (Cordoba) 48.26 8.38 0.57 54.25
24 Las Yolis 56.69 8.47 0.59 49.14
25 Santa Gemma 5.98 8.42 0.58 49.76
26 Las Monjas Ecija (Sevilla) 49.42 8.41 0.59 52.48
27 S1-Jerez de la Frontera (Cadiz) 4.17 8.49 0.51 49.33
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6.3. Evaluacion

Para cada aceituna se determind semanalmente la severidad de sintomas mediante una
escala 0-6, en funcién del porcentaje de fruto cubierto por Colletotrichum (Moral, et
al., 2008). Con los valores semanales de la severidad media de los sintomas en frutos de
cada repeticion, se obtuvo el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE)
del experimento. Ademas, se determiné el porcentaje de frutos afectados (incidencia) y

la media de severidad de cada parcela.
6.4. Andlisis de los datos

Para estudiar el efecto de los compuestos de calcio en el crecimiento micelial y la
germinacién de conidios y formacién de apresorios, para cada producto de compuestos
de calcio se calcularon la inhibicién relativa de crecimiento, germinacion y formacion

de apresorios.

Asimismo, a los datos de inhibicion relativa de la germinacion y formacion de
apresorios se les aplico el test Probit mediante el programa SPSS (Le Ora Software Inc.,
CA, USA, 2008), calculandose la Dlsg y Dlgo.

Los datos fueron sometidos a una t-student o un analisis de la varianza (ANOVA)
completamente al azar. Se ha comprobado la igualdad de varianzas segun el test de
Bartlett y la normalidad segln el test de Shapiro-Wilk a nivel de significacion (P>0.05).
La comparacion de los valores medios se realizé segun el test LSD o HSD de Tukey a
nivel de probabilidad del 5 % (Steel y Torrie, 1985). Finalmente, la relacion entre el
conjunto de las variables del estudio (ABCPE, Incidencia, concentracion de calcio en el
fruto, pH, etc.) fue estudiada mediante correlacion de Pearson. Los datos se analizaron
con el programa informatico Statistix® 9 (Analytical Software, 2009).
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de los compuestos de calcio en el crecimiento micelial

La inhibicién relativa del crecimiento (IRC) micelial del aislado Col-104 para los
distintos compuestos de calcio y dosis evaluadas se muestra en la Figura 1. Tres de los
compuestos de calcio evaluadas (silicato de calcio, cloruro de calcio y carbonato de
calcio) favorecieron el crecimiento micelial del patdgeno. Unicamente el propionato de
calcio causo inhibicion del crecimiento micelial del patdgeno. Asi, a dosis de 1200 ppm,
causd una inhibicion proxima al 44% del crecimiento micelial. La Dlsy para el

propionato de calcio fue 1111 ppm.
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Figura 1. Inhibicion relativa del crecimiento (IRC) micelial del
aislado Col-104 de Colletotrichum godetiae en agar patata
dextrosa con distintas concentraciones de compuesto de calcio.
Cada punto representa el valor medio de tres repeticiones.

7.2. Efecto de sales de calcio en la germinacion de conidios

En este apartado se estudio el efecto de varios compuestos de calcio en la germinacion y

formacion de los apresorios del patdgeno.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum godetiae. A) Conidios
sin-germinar. B) Conidios germinados mostrando tubo germinativo, conidia
secundaria y apresorio.

Cuando se estudio el efecto de los compuestos de calcio (1000 ppm de Ca) sobre la
inhibicidn relativa de germinacion de los conidios (IRG) de los aislados Col-104 y Col-
121, se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre productos y aislados pero
no en su interaccion. El aislado Col-121 se mostr6 significativamente (P= 0.038) mas

sensible a las sales de calcio que el aislado Col-104.

En general, ninguna de las sales de calcio caus6 una inhibicion de la germinacion mayor
del 40% (Figura 3A). Entre los productos evaluados, el menos eficaz fue carbonato de
calcio con un 6.27% de IRG, seguido propionato de calcio y cloruro de calcio con un 12
y 12.1% de IRG, respectivamente. El silicato de calcio fue el producto que causdé mayor
inhibicion sobre el aislado Col-104 con un 21.4% de IRG.

Cuando se estudio el efecto de las sales de calcio (1000 ppm de Ca) sobre la inhibicion
relativa de la formacién de apresorios (IRAP), no se observaron diferencias
significativas (P > 0.05) entre productos, pero si entre aislados y para la interaccién
productos y aislados (P < 0.05). En este caso el aislado Col-121 se mostré mas tolerante

que el aislado Col-104.

El producto mas efectivo fue el silicato de calcio que causé un 83.5% de IRAP seguido
por cloruro de calcio, propionato de calcio y por ultimo carbonato de calcio con un
73.4% de IRAP (Figura 3B).
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Figura 3. A) Inhibicion relativa de la germinacion de conidios (IRG). B)
Inhibicion relativa de la formacion de apresorios (IRAP) de los aislados Col-104
y Col-121 de Colletotrichum godetiae, causada por distintos compuestos de
calcio.

En general, las sales de calcio evaluadas afectaron de forma notable a la formacion del

apresorio del patégeno causando una inhibicion préxima al 80%. Por el contrario, el
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efecto de las sales de calcio sobre la germinacion de los conidios no fue muy marcado
aungue hubo interaccion entre los aislados. Asi, el aislado Col-121 mostr6 valores
significativamente mayores de IRG que el aislado Col-104 para el conjunto de las sales

evaluadas.

7.3. Efecto de la aplicacion de cloruro de calcio
7.3.1. Experimento en umbréculo

Durante la evaluacion sobre el efecto del cloruro de calcio en el desarrollo de la
Antracnosis, no se detectaron sintomas de enfermedad en los plantones de olivo.

Las aceitunas tratadas con cloruro de calcio y las no tratadas e inoculadas, mostraron los
primeros sintomas a los 7 dias de incubacion. Estos consistian en manchas de color ocre
sobre las cuales el patégeno desarroll6 acérvulos y conidios en masas de color

anaranjado.

Los datos del contenido de calcio en el fruto evaluados por el método de
espectrofotometria de absorcion atomica no mostraron diferencias (t- student; P > 0.05)
significativas entre los plantones tratados de julio a septiembre y no tratados (Tabla 6).
Respecto a la severidad de sintomas, no se observaron diferencias significativas (P=

0.0594) entre los tratamientos realizados (Figura 4).

Tabla 6: Datos de los pardmetros analizados de aceitunas tratadas (julio-Stbre) y no
tratadas con cloruro de calcio del cv. Arbequina.

Fresco Fresco/ Sin hueso Seco Seco/Fruto  Seco/ Sin Calcio Calcio %
Muestra (9) fruto (9) Q) (mg) hueso ppm P. Seco
Umbraculo (9) (9)
Testi 6.4540 1.2100 3.3660 0.8400 0.1640 0.5100 2.5600 0.2540
estigo
g +0.5236 +0.1144 +0.3181 +0.1012 +0.0201 +0.0044  +0.3460 +0.0360
6.5300 1.3020 3.3400 0.8020 0.1560 0.5180 2.7940 0.2740
Tratado

+0.2178  +0.0435 +0.1543 +0.0671 +0.0133 +0.0086  +0.2587 +0.0268
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Figura 4. Efecto del cloruro de calcio en la severidad de sintomas de
la Antracnosis causada por Colletotrichum godetiae en aceitunas del
cv. Arbequina tratadas semanalmente durante tres periodos.

7.3.2. Experimento en Campo

En condiciones de campo, no se observaron frutos naturalmente afectados por la
Antracnosis, por lo que las aceitunas se recolectaron al final de la campafia y se
indcularon artificialmente. Las aceitunas inoculadas mostraron los primeros sintomas de
a los 7 dias de incubacion. EI ABCPE fue significativamente (P< 0.001) menor en las
aceitunas tratadas con cloruro de calcio y no lavadas que en las aceitunas tratadas y
lavadas. Las aceitunas testigo, que fueron lavadas e inoculadas, mostraron un
comportamiento intermedio aunque préximo a las aceitunas tratadas y lavadas (Figura
5).

Los datos del contenido de calcio en el fruto obtenidos por el método de
espectrofotometria de absorcion atdbmica no mostraron diferencias (t- student; P > 0.05)

significativas entre los plantones tratados y no tratados (Tabla 7).
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Figura 5: Efecto del cloruro de calcio en el Area Bajo Curva de Progreso de la
Enfermedad (ABCPE) de la Antracnosis causada por Colletotrichum godetiae en
aceitunas del cv. Arbequina. Se diferenciaron tres tratamientos de las aceitunas: tratadas
con Cay lavadas (Lavadas), tratadas con Ca y no lavadas (No lavadas) y sin tratar con
Cay lavadas (Testigo).

Tabla 7. Datos de los pardmetros analizados de aceitunas tratadas y no tratadas

(campo) con cloruro de calcio del cv. Arbequina.

Fresco/  Fresco/Sin Seco/ Sin . ]
Muestra Fresco Seco Seco/ Calcio Calcio%
Fruto Hueso hueso
Campo (9) (9) Fruto(mg) ppm P. Seco
(9) (9 (9)

Testigp o0 MO0 1400 53080 0.2700 05060  1.0840  0.1080
+20001 +0.1001 +0.9987 +0.6677 +0.0341 +0.0024  +0.1131 +0.0107

Tratado 27600  1.2800 13.820 5.3040 0.2660 0.5060 11720  0.1180
+26224 +0.0632  +1.3078  +0.9317 +0.0461 +0.0040  +0.1215 +0.0111
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8. Efecto de agentes quelatantes y cloruro de calcio en la susceptibilidad de la

aceituna

Los primeros sintomas se observaron a los 14 dias de inoculacion en aceitunas de los
tratamientos pulverizadas con cloruro de calcio, sumergidas en cloruro de calcio y
lavadas y sumergidas en EDDHA. En cambio, las aceitunas que fueron sometidas a
inmersion en cloruro de calcio y secadas antes de la inoculacién no mostraron sintomas
de la enfermedad hasta los 21 dias. EI ANOVA del ABCPE mostrd que los frutos
tratados con cloruro de calcio y secados y aquellos tratados con el agente quelatante
mostraron una ABCPE significativamente menor (P < 0.05) al resto de los tratamientos

que no se diferenciaron entre si (Figura 6).
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Figura 6. Evolucion de la incidencia (%) de aceitunas cv. Hojiblanca tratadas
e inoculadas con Colletotrichum godetiae. Cada columna se representa la
media de 75 aceitunas y las barras representan la desviacion estandar.

En el segundo experimento, para mejorar la solubilidad del EDDHA se utiliz6 agua
caliente. En este caso, los primeros sintomas se observaron a los 7 dias de la inoculacién
en las aceitunas tratadas con la solucion del agente quelatante. Las aceitunas de este
tratamiento mostraron un ABCPE significativamente (P < 0.001) mayor que el resto de

los tratamientos que no se diferenciaron entre si.
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Figura 7. Aceitunas del cv. Hojiblanca sumergidas en Cl,Ca e inoculadas (izqda) y
aceitunas sumergidas en EDDHA e inoculadas con Colletotrichum godetiae (drcha).
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Figura 8. Evolucion de la incidencia (%) de aceitunas cv. Hojiblanca tratadas
e inoculadas con Colletotrichum godetiae. Cada columna se representa la
media de 75 aceitunas y las barras representan la desviacion estandar.

Las aceitunas que habian sido tratadas con el quelatante, fueron significativamente (P <

0.05) mas susceptible al patégeno, que las no tratadas mostrando un periodo de
incubacion mas corto y mayor severidad de sintomas (Figura 8).
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9. Relacion entre la concentracion de carbonato calcico en el suelo, calcio en

aceitunas y la susceptibilidad a Colletotrichum spp.

El anélisis de suelo y aceituna revel6 una elevada variabilidad en el contenido de calcio
entre los olivares de Andalucia y Portugal. Asi, la caliza varid entre 4.17 y 74.17% de
las parcelas 27 y 7, respectivamente. De forma similar, el contenido en calcio de la
aceituna vario entre 0.51 y 1.10% de las parcelas 27 y 7 respectivamente. Aunque
cuando ambas variables se estudiaron en el conjunto de parcelas la correlacion no
resulto significativa (r = - 0.346; P = 0.077).

Durante la recoleccion de las muestras de aceitunas no se observaron sintomas de la
enfermedad en ninguna de los 27 olivares del estudio. Aun asi, durante el periodo de
evaluaciones de las aceitunas testigos, en 13 de los 20 olivares (65%) se detectaron
infecciones latentes. Por tanto, inicamente en siete olivares (1, 2, 4, 6, 21, 25 y 26) no
se detectaron infecciones latentes de Colletotrichum spp. Cabe destacar que el umbral
de deteccidn de este estudio fue un 4%. Los olivares que destacaron por la elevada

incidencia de infecciones latentes (> 12%) fueron las parcelas 6, 25 y 26 (Figura 9).
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Figura 9. Infecciones latentes (%) de Colletotrichum spp. 27 olivares del cv.
Arbequina.

Para eliminar el efecto de las infecciones naturales en las aceitunas inoculadas, aquellas
gue mostraron sintomas durante los primeros 14 dias fueron eliminadas de los analisis.
Este periodo fue seleccionado en base al periodo de latencia para el cv. Arbequina
establecida en trabajos previos del grupo. Los sintomas consistian en manchas de color

ocre, sobre las cuales el patogeno desarrollé acérvulos y conidios en masa de color

127




Capitulo: 1V C. Xaviér

anaranjado. En general no se obtuvo una correlacion clara entre la Incidencia y ABCPE
(%) y el porcentaje de caliza activa del suelo o el contenido en calcio del fruto. Aun asi,
puede apreciarse que las cuatro muestras de aceituna que mostraron mayor severidad de
sintomas poseian un contenido de calcio inferior a 0.6%. Igualmente, ninguna muestra
con un contenido en calcio mayor de 0.6% mostré un valor del ABCPE superior a 45

unidades (Figura 10).
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Figura 10. Relacion entre la severidad de sintomas de Antracnosis y el
contenido de calcio en aceitunas con Colletotrichum godetiae. La severidad de
sintomas esta expresada por el Area Relativa Bajo la Curva de Progreso de la
Enfermedad (ARBCPE).
10. DISCUSION

La Antracnosis causada por Colletotrichum spp. es la enfermedad mas importante del
fruto del olivo. El patdgeno causa la podredumbre de la aceituna madura y desecacion
de ramas. Ademas, los aceites procedentes de aceitunas afectadas muestran pésimas
cualidades organolépticas (Moral et al., 2014). Actualmente se calcula que esta
enfermedad causa una pérdidas anuales en Espaiia de unos 75 millones de € (Moral et
al., 2009).

El control de la Antracnosis se basa principalmente en la utilizacion de fungicidas
clpricos, ya que la mayoria de los fungicidas organicos tienen limitado su utilizacion en
post-floracion al ser liposolubles (Moral y Trapero, 2009). Ademas, los aislados de
Colletotrichum que afectan a olivo son mas tolerante al Cu™ que los aislados de

Spilocaea oleaginea y Pseudocercoscopora cladosporioides, agentes causales del
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Repilo y Emplomado, respectivamente (Roca et al., 2007). En esta situacion, la
aplicacion de compuestos no liposubles con capacidad fungicida o que incrementen la
resistencia de la aceituna son una alternativa de gran interés a los fungicidas

convencionales.

La aplicacion de compuestos ricos en Ca*" pueden mejorar el control de la Antracnosis
causando un bajo impacto ambiental. La aplicacion de compuestos célcicos a las hojas y
frutos, e incluso al suelo, reduce la severidad de sintomas de numerosas enfermedades
de importancia como la Alternaria del manzano (Biggs et al., 1993), la Mancha gris de
los citricos (Mondal y Timmer, 2003), o el Oidio de la vid (Gadoury et al., 1994). La
aplicacion de compuestos célcicos tambien se ha utilizado para controlar enfermedades
causadas por especies de Colletotrichum de pre y post-cosecha (Biggs, 1999; Conway et
al., 2004). En el caso del olivo, hemos observado graves epidemias de Antracnosis
asociadas a suelos acidos de la sierra norte de Sevilla y el Algarve portugués (Moral y
Trapero, 2009). Posteriormente, se observd una relacion lineal y negativa entre el
contenido de calcio del fruto (%) y la severidad de sintomas causados por
Colletotrichum, aunque en un numero limitado de muestras (Morales-Mosquera, 2010).
Por lo tanto, son necesarios estudios que permitan establecer claramente el efecto del

calcio en la Antracnosis del olivo.

Desde los afios 60 se conoce el Ca*™ es esencial en el desarrollo hifal de los hongos
filamentosos (Griffin, 1966). Estudios posteriores, utilizando productos quelatantes e
inhibidores de calmodulina (CaM), proteina receptora del Ca'™*, demostraron que
también juega un papel esencial en la germinacion de las esporas y formacién del
apresorio en distintas especies fungicas (Warwar y Dickman, 1996; Lee et al., 1998).
Por el contrario, altas concentraciones de calcio se han asociado a la inhibicion de la
germinacion de esporas en distintos hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, o P. digitatum (Wisniewski et al., 1995; Droby et al., 1997). En
este trabajo, las sales de calcio afectaron de forma notable a la formacion de los
apresorios del patégeno causando una inhibicion préxima al 80%. En cambio, su efecto
sobre la germinacion de conidios del patdgeno fue escaso. Similares resultados fueron
obtenidos por Uhm et al (1998) que observaron una elevada inhibicion de la formacién
de apresorios en C. gloeosporioides causada por cloruro de calcio. En los ensayos
realizados con planta, la aplicacion foliar de cloruro de calcio no caus6 un incremento

significativo del calcio en las aceitunas. Resultados similares obtuvo Morales-Mosquera
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(2010) quién no observo incremento del calcio en las aceitunas de olivos tratados con
nitrato célcico aplicado al suelo. Este hecho puede deberse a la falta de movilidad del
calcio (Baeyens, 1970), siendo los tejidos en crecimiento activo (fruto y brotes,
principalmente) los que muestran, con mayor facilidad, deficiencia de este elemento
(Cramer et al., 1985). En general, esta situacion se agrava en condiciones de estrés
hidrico, ya que el calcio se mueve arrastrado en el xilema por el flujo de agua debido a
la transpiracion. Por el contrario, otros elementos como el nitrdgeno y el potasio se
mueven gracias a la actividad fisiologica. Por tanto, los 6rganos de las plantas que
transpiran mucho reciben importantes suministros de calcio y aquellos que transpiran
poco (frutos, yemas, apices, etc.) suelen tener bajo contenido en calcio. En el floema, a
su vez, la concentracion de calcio es baja (Baeyens, 1970). Este modo de transporte
diferencial entre nutrientes tiene por resultado que la falta de calcio se manifiesta en
primer lugar en las hojas superiores, mientras que cuando hay carencia de N-P-K suelen

ser las inferiores las sintométicas (Lagerwerff y Eagle, 1962).

Debido a la dificultad en incrementar la concentracion de calcio en las aceitunas
mediante aplicaciones exogenas, se realizd6 un muestreo en 27 olivares buscando un
rango alto de concentracion de calcio en el fruto y que nos permitiera establecer una
relacion entre éste y la resistencia a la Antracnosis. Aunque no se detectd una relacion
clara entre la concentracion de calcio y la resistencia, todas las muestras que se
mostraron altamente susceptibles contenian un porcentaje de calcio inferior a 0.6 %.
Morales-Mosquera (2010) detectd una correlacion lineal y negativa entre la concentracion de
calcio en el fruto y su resistencia a la Antracnosis. Cabe destacar que las diferencias observadas
a concentracion de calcio en el fruto se debieron a la diferencia entre los suelos de las dos fincas
de estudio (El Rio y Vega del Soto, situadas en Peraleda del Zaucejo y Pedro Abad,

respectivamente) mas que a las distintas dosis de fertilizacion calcica.

En las aceitunas tratadas con EDDHA fueron significativamente mas susceptibles al
patdgeno. Aungue desconocemos si el incremento de susceptibilidad se debid a la
disminucion de calcio en el fruto y/o también a la extraccion de otros cationes por parte
del agente quelatante. En el presente trabajo, el efecto mas claro del calcio se observo,
en las aceitunas tratadas con cloruro de calcio e inoculadas, este efecto se perdia cuando
las aceitunas eran lavadas antes de la inoculacion indicando que se trata de un efecto
protector del tratamiento, posiblemente al afectar a la formacion de los apresorios de los

conidios.
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EVALUACION EN CAMPO DE FUNGICIDAS, SALES DE CALCIO Y
EXTRACTOS VEGETALES PARA EL CONTROL DE LA ANTRACNOSIS
DEL OLIVO CAUSADA POR COLLETOTRICHUM SPP.

RESUMEN

La Antracnosis del olivo, causada por distintas especies de Colletotrichum esta
considerada la enfermedad méas importante de fruto de este cultivo en la mayoria de la
regiones olivares del mundo. El control de la enfermedad se basa principalmente en el
uso de productos cupricos. En muchos casos estos productos se estan utilizando de

manera poco racional existiendo pocas alternativas a estos fungicidas.

En nuestros experimentos se han evaluado: los fungicidas, hidroxido de cobre, sulfato
de cobre, oxicloruro de cobre, sulfato tribasico de cobre, piraclostrobin, trifloxistrobin,
kresoxim-metil, tebuconazol, las mezclas hidroxido de cobre/kresoxim-metil, hidroxido
de cobre/mancozeb, y oxicloruro/trifloxistrobin; las sales de calcio, cloruro de calcio y
hidréxido de calcio; y los productos bilégicos, jabon potasico y extractos vegetales y
citricos. Todos los experimentos se han realizado en campo para determinar su

efectividad contra esta enfermedad.

Los ensayos realizados durante los afios 2006/07/09 y 2010 en dos campos
experimentales mostraron que los tratamientos realizados con fungicidas cupricos a
principios de otofio fueron los méas efectivos para el control de la enfermedad. La
mezcla oxicloruro de cobre/trifloxistrobin aplicada en otofio, puede ser una alternativa a
los tratamientos cupricos, y el tebuconazol es un producto efectivo contra el patdgeno
aungue su uso estd limitado a la primavera. Los resultados derivados de este trabajo
permitirdn un uso mas racional de los fungicidas en el control de la Antracnosis del

olivo.
1. INTRODUCCION

La Antracnosis del olivo causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad mas
importante del fruto del olivo (Olea europaea L.) (Andrés, 1991; Graniti, et al., 1993,
Talhinhas, et al., 2005; Moral et al., 2008). EI principal efecto que causa es la
podredumbre de las aceitunas, asociada con una notable pérdida de peso y su caida
prematura originando aceites de elevada acidez y nula calidad organoléptica (“aceites

colorados™) (Andrés, 1991). Las perdidas atribuidas a la enfermedad en Espana
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alcanzan unos 90 millones de euros por afio siendo especialmente importante en zonas

himedas donde predominan cultivares susceptibles (Moral et al., 2008).

En el sur de Espafa, el hongo puede sobrevivir desde el invierno hasta el otofio
siguiente en las aceitunas momificadas que quedan en el &rbol (Mateo-Sagasta, 1968;
Moral y Trapero, 2012). Los frutos que caen al suelo y no se recolectan son destruidos
por insectos, pajaros u otros invasores secundarios, o bien son enterrados con las
labores, por lo que su participacion en la generacion de nuevo inéculo juega un papel
secundario (Graniti et al., 1993). Por tanto, las aceitunas momificadas en el arbol son
la principal fuente de indculo para las infecciones primaverales, aunque también pueden
ser fuente de inoculo durante el otofio ya que la viabilidad de los conidios embebidos en
la masa mucilaginosa es superior a un afio (Moral y Trapero, 2012). Posteriormente, las
infecciones primaverales permanecen latentes hasta que las aceitunas empiezan a

enverar durante el otofio-invierno siguiente (Sergeeva et al., 2008; Moral et al., 2009).

Ademaés de la podredumbre del fruto, el patégeno causa marchitez y muerte de ramitas.
En Andalucia, este segundo sindrome se ha asociado a la movilizacion de toxinas por
parte del patdgeno desde las aceitunas afectadas a las hojas y ramas del arbol, por lo
tanto el patdgeno muestra escasa capacidad patogénica en estos tejidos (Moral et al.,
2009). En las zonas donde se dan ataques directos en ramas y hojas como en el sur de
Italia el hongo sobrevive en ellas y puede producir indculo durante todo el afio, por lo
que el ciclo de patogénesis es diferente al que resulta de considerar exclusivamente los
ataques al fruto (Martelli, 1961).

La esporulacién del patégeno en las aceitunas afectadas se produce cuando la humedad
relativa es elevada (>90%). Las salpicaduras causadas por las gotas de lluvia
constituyen el principal vehiculo de dispersion de los conidios, ya que éstos no se
dispersan por el aire (Trapero y Blanco, 2008; Moral y Trapero, 2012). Ademas, es
necesario la presencia agua libre (lluvia, rocio) en la superficie de los frutos para que
germinen los conidios. La germinacién y la posterior infeccién de las aceitunas se
produce entre 10 y 30°C, siendo el éptimo de 17 a 19.5°C (Moral et al., 2012).

La estrategia de control de la Antracnosis del olivo esta basada principalmente en el uso
de fungicidas de origen cuprico (Roca et al., 2007a; 2007b). En Espafia, la dependencia
de estos fungicidas se agudiza ya que el uso de fungicidas organicos estd muy limitado

durante el otofio, debido a que la mayoria son liposolubles existiendo la posibilidad de

138



Capitulo: V C. Xaviér

que se absorban en el aceite del fruto ya que durante el otofio estd finalizando la
lipogénesis. Aunque los productos clpricos han sido incluidos en la directiva
91/414/CEE, se prevén a corto o medio plazo limitaciones de uso, sobre todo en

relacién a la cantidad de cobre aplicado por hectérea y afio.

Por lo tanto, el primer reto a afrontar es el de la optimizacion de los tratamientos,
especialmente en lo referente a umbrales de enfermedad, momento de aplicacién y dosis
de producto (Trapero et al., 2009) ya que existen pocos estudios que aborden estos
aspectos. Prota (1995) recomienda la aplicacion de los fungicidas antes del inicio del
periodo de infeccion durante el otofio. Un tratamiento otofial puede servir para proteger
la aceituna de Colletotrichum spp.; aunque afios con abundantes Iluvias otofiales y para
variedades tardias podrian ser necesarios mas de un tratamiento (Trapero y Blanco,
2008). Asimismo, al no conocerse la importancia epidemioldgica de las infecciones de

primavera no pueden recomendarse tratamientos fungicidas durante este periodo.

La efectividad de los fungicidas no cupricos en el control de la Antracnosis es aun si
cabe menos conocida. En general, algunos fungicidas protectores organicos como
mancozeb, captan o tiram han dado buen resultado en condiciones de laboratorio
(Pedret et al., 2002; Oliveira, 2003; Agalliu, 2009). Actualmente, algunos de estos
fungicidas estan registrados para su uso en olivar mezclados con cobre (hidroxido
clprico mas mancozeb y oxicloruro de cobre mas mancozeb) (Anénimo, 2011). No
obstante, su comportamiento en condiciones de campo es poco conocido. Igualmente es
necesario evaluar la eficacia en condiciones de campo de nuevos compuestos
formulados con cobre micronizado con efecto translaminar (Freeman y Mclintyre, 2008).
Estos nuevos compuestos pueden permitir un ahorro sustancial de Cu-metalico ademas

de poseer mayor efecto curativo.

El calcio (Ca) es un catién divalente alcalino relacionado con el incremento de la
resistencia de las células vegetales a ciertos microorganismos (Rahman y Punja, 2007).
Este hecho se ha corroborado en varios estudios que certifican que las sales de calcio
dan buenos resultados en el control de esta enfermedad en frutales (Biggs, 1999;
Shifeng et al., 2008). En el caso del olivo, se ha observado que la resistencia de la
aceituna a la infeccion por C. acutatum esta directamente relacionada con su

concentracion de calcio (Moral y Trapero, 2009b; véase capitulo 1V). Aun asi, las sales
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de calcio no han sido evaluadas en condiciones de campo en el olivar en comparacion

con fungicidas convencionales.

El principal objetivo del presente Capitulo de Tesis Doctoral es evaluar la eficacia de
fungicidas cupricos, organicos y sales de calcio en el control de la Antracnosis del olivo
en condiciones de campo. Ademas se evalUan distintos momentos de aplicacion. Los
resultados derivados del presente trabajo ayudaran a realizar un uso mas racional de los

fungicidas en el olivar andaluz.
2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Campos experimentales

Dos campos comerciales situados en la provincia de Cérdoba y en donde la Antracnosis
es endémica fueron seleccionados. El primer olivar, denominado “La Fuente Rosa”, se
encuentra situado en el Término Municipal (TM) de la Rambla (37° 36°N, 4° 44’W;
altitud 354 m). Esta finca posee suelo de textura arcillosa y olivos de 2 pies y 30 afios
de edad del cultivar susceptible ‘Hojiblanca’. EI marco de plantacion es de 10 x 10 my

los arboles tienen riego de apoyo mediante un sistema de goteo enterrado.

El segundo campo seleccionado, denominado “Las Minas”, pertenece al Instituto de
Formacion Agricola y Pesquera de Andalucia (IFAPA) y se encuentra en TM de Cabra
(37° 28°N, 4° 27°W, altitud 538 m). “Las Minas” se encuentra ubicado en la zona de
transicion entre las comarcas de Campifia Alta y Subbética de Cabra. El suelo de este
olivar es calizo-arenoso y los olivos son de un pie y de 20 afios de edad del cultivar
susceptible ‘Picudo’. Estos se encuentran plantados en condiciones de secano y su

marco de plantaciénesde 7 x 7 m.

En ambos campos, el nimero de frutos con infecciones latentes de Colletotrichum spp.,
fue determinado anualmente usando el herbicida N,N’-dimethyl-4,4’- dicloruro
bipyridinium dichloride (Paraquat). Para ello, a principios de septiembre, se recogieron
300 frutos de cada una de las parcelas experimentales, se lavaron, desinfestaron usando
lejia y alcohol y se sumergieron en el mencionado herbicida (Moral et al., 2009).
Finalmente se cuantificd la incidencia de frutos con infecciones latentes del patégeno
(Figura 1d).
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En 2010 en “Las Minas”, y debido a la casi ausencia de epidemia de los afios previos, se
situaron 4 aceitunas momificadas del cv. Vera en el interior de una bolsa de malla de
nailon (36 cuadrados/cm?) en la copa de cada arbol para incrementar el inéculo. El resto
de los afios, el indculo que intervino en las epidemias fue el indculo que de forma

natural genero el patogeno.

Los datos meteoroldgicos de todos los afios de estudio se obtuvieron de las estaciones
climéticas situadas en el IFAPA de Cabra y el IFAPA de Cordoba y se puede consultar
en: www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/.

3. Evaluacion de la incidencia de la enfermedad

La incidencia de frutos con inequivocos sintomas de Antracnosis en cada arbol se
evalu6 utilizando una escala (0 = ausencia de frutos afectados; 10 = ausencia de frutos
sanos) previamente validada (Moral y Trapero, 2009a). En el afio 2007, y debido a que
el porcentaje de frutos afectados al finalizar el ensayo fue muy bajo y no existia
diferencias de tamafio entre los &rboles, se realiz6 un conteo directo de los frutos
afectados en cada arbol utilizando un contador manual. La evaluacion se realizd
atendiendo a la franja de copa que quedaba entre 1 y 2 metros por encima del suelo

dando la vuelta alrededor del arbol. El evaluador utilizé unos 5 min por arbol.

En los afios que no hubo desarrollo epidémico de la enfermedad y no se situé en el
campo inéculo externo (2007/09), un mes después del Gltimo tratamiento se recogieron
25 aceitunas de cada unidad experimental (arbol). Las aceitunas se depositaron en
camaras humedas y se inocularon con una suspensién de 10° conidios/ml de C.
godetiae (aislado Col-133). Los frutos inoculados se mantuvieron a 18+2°C con 12 h de
fotoperiodo de luz fluorescente (350 pmol m? s™) durante 35 dias. La severidad de
sintomas fue evaluada semanalmente con una escala 0-5 (0 = fruto sin sintomas visibles;
5 = fruto completamente momificado con abundantes conidios dispuestos en una matriz

gelatinosa) previamente validada (Moral et al., 2008).

En el afio 2010, un mes después del altimo tratamiento, se recogieron 100 frutos de cada
unidad experimental. Los frutos tratados fueron directamente incubados sobre perlita
estéril al 100% de humedad relativa y se mantuvieron a 18+2°C en oscuridad durante 35
dias. En este afo se contabilizo el porcentaje de frutos afectados de cada tratamiento.
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4. Tratamientos

En todos los afios, los tratamientos se realizaron en otofio excepto en 2007 durante el
cual se realizd un tratamiento en primavera y varios durante el verano con sales de
calcio. En general, y dependiendo del afio, se evaluaron fungicidas cupricos, organicos y
mezclas de ambos. Ademas, durante 2006 se evaluaron dos sales de calcio. En 2009/10
también se evaluaron un extracto vegetal y un jabon potésico. EI numero de
tratamientos, momento y productos utilizados se indica en las Tablas 1 y 2. Todos los
afios se dejaron el mismo numero de arboles testigo (no tratados) que tratados. Los
campos se manejaron de forma convencional incluidos dos tratamientos de fungicidas
cupricos a finales del invierno principios de primavera para el control de Repilo y

Emplomado (Roca et al., 2007a).

Los tratamientos se aplicaron a las maximas dosis recomendadas por el fabricante y
quedan especificados en las Tablas 1 y 2. En el caso de las sales de calcio se aplicaron a
concentracion de 1 g / L. El caldo aplicado por arbol fue de 10 litros, en la finca “La
Fuente Rosa” y de 5 litros en la finca “Las Minas” debida a la diferencias de tamafo
entre los arboles. La maquinaria utilizada fue una cuba portéatil de 100 | modelo Anipal
(25 bares de presion maxima y boquilla de 1,2 mm). Las aplicaciones de los productos
fueron realizadas durante dias sin viento y no lluviosos para evitar deriva y lavado del

producto (Figura 1c)
5. Andlisis de los datos

El disefio experimental en todos los ensayos fue en bloques al azar. Las variables
dependientes evaluadas en los respectivos ensayos (ABCPE, N° de frutos
afectados/arbol, o porcentaje de frutos afectados) fueron sometidas a una Analisis de la
Varianza (ANOVA) en bloques al azar utilizando como variable independiente el
tratamiento. En todos los casos, antes de realizar el ANOVA se comprobd la igualdad
de varianzas segun el test de Bartlett y la normalidad segun el test de Shapiro-Wilk a
nivel de significacion P= 0.05. Al porcentaje de frutos con sintomas se le aplico la
transformacion angular (Y = arcoseno V(X/100)) cuando fue necesario para cumplir los
preceptos anteriores. La comparacion de medias de los tratamientos se realizé utilizando
el test LSD de Tukey (P = 0.05). Los datos se analizaron con el programa informatico
Statistix® 9 (Analystical Software, 2009).
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Tabla 1. Productos fungicidas y sales de calcio evaluados durante los afios 2006 y 2007
para el control de Antracnosis en olivos de la variedad Hojiblanca en la finca “La Fuente
Rosa”, situada en el término municipal de La Rambla, Cérdoba.

Momento de
Ensavo/afio  Tratamiento Grupo Materia Producto Dosis  aplicacién (n°
Y Quimico Activa Comerecial (%)* de
aplicaciones)?
. Hidroxido de ~
112006 2 Clprico Cobre Funguran 0,4 Otofio (1)
Cuprico H'drcooxt:?; de Funguran 0,4
1/2006 3 + N + + Otofio (1)
Estrobirulina . . Estroby 0,02
kresoxim-metil
Cdprico HC'%rOr)i(égo Funguran 04
1/2006 4 + D + + Otofio (1)
Ditiocarbamato Pennfluid 0,6
Mancozeb
1/2006 5 Cuprico OX'CJSB%O de Herocupergran 0,25 Otofio (1)
112006 6 Ciprico ~ oXiclorurode 0 dox 03 Otofio (1)
Cobre
112006 7 Caprico Sulfato - Bodolés 0,2 Otofio (1)
Cuprocélcico
- Hidroxido de ~
11/2007 2 Cuprico Cobre Funguram 0,4 Otofio (1)
S Primavera (1)
11/2007 3 Cuiprico Hidroxidode o ram 0.4 +
Cobre ~
Otorio (1)
Primavera (1)
11/2007 4 Estrobirulina  Piraclostrobin Cabrio 0,04 +
Otofio (1)
Primavera (1)
11/2007 5 Triazol Tebuconazol Folicur 0,06 +
Otofio (1)
. Primavera (1)
11/2007 6 Clprico Oxiclorurode -\ odiow 04 +
Cobre ~
Otofio (1)
Primavera (1)
Cloruro de *
11/2007 7 Sal de Calcio : Panreac 19/ Verano(4)
Calcio +
Otofio (1)
Primavera (1)
C +
11/2007 8 Sal de Calcio H|droxu_jo de Panreac 19/ Verano(4)
Calcio +
Otofio (1)

'El gasto medio de caldo aplicado por arbol fue de 10 litros.
’Entre paréntesis se especifica el nimero de aplicaciones
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Tabla 2. Productos fungicidas y extractos vegetales, evaluados durante los afios
2009 y 2010 para el control de Antracnosis en olivos del cv. Picudo en la finca
"Las Minas" situada en el IFAPA de Cabra, Cordoba.

Momento de
Ensavos  Tratamiento Grupo Materia Producto Dosis aplicacion
y Quimico Activa Comercial  (%)* (n° de

aplicaciones)?

Oxicloruro de

/v 2 Cuprico cobre Cuproflow 0,4 Otofio (2)
Extracto de Bio 150 ~
v 3 Citrico Citrico 0,4 Otofio (2)
Hnnv 4 Estrobirulina  Trifloxistrobin Flint 0,01 Otofio (2)
/v 5 Triazol Tebuconazol Folicur 0,06 Otofio (2)
Sulfato
/v 6 Cuprico tribasico de Curex 0,5 Otofio (2)
Cobre
Cdprico OX'CCIEE:LO de Cuproflow 1/d30(i?sla
Hnnv 7 + . + N Otofio (2)
Estrobiruling ¢ ovistropin Nt 0,01
/v 8 Extractos Fruitcare  0,75l/Ha Otofio (2)
vegetales
Jabon . . .
Hnnv 9 POtAsiCo Biofungi 2 Otofio (2)
v 0 Cprico Sulfato Caldo 0.2 Otofio (2)

Cuprocaélcico bordolés

'El gasto medio de caldo aplicado por arbol fue de 5 litros.
“Entre paréntesis se especifica el nimero de aplicaciones.
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Figura 1. A) Sindrome de podredumbre de frutos causado por Colletotrichum spp. en
olivo cv Hojiblanca. B) Desecacion de ramas en un olivo cv. Hojiblanca causada por
Colletotrichum spp. C) Aplicacion del tratamiento en la finca “La Fuente Rosa”. D)
Incubacion de aceitunas del cv. Hojiblanca para la deteccion de infecciones latentes.
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6. RESULTADOS

Unicamente hubo desarrollo epidémico de la Antracnosis durante el primer afio de
estudio 2006. Durante los tres afios restantes, 2007, 2009 y 2010, el desarrollo de la
enfermedad fue muy escaso y s6lo se detectaron algunos frutos afectados en el campo
(< 40 aceitunas por arbol) durante 2007. Este hecho obligd a realizar inoculaciones
artificiales en condiciones controladas (2007 y 2009) o aumentar de forma artificial el

indculo en el campo (2010) mediante la introduccién de frutos momificados.

10
Funguran+Stroby
—+—Funguran+Penfluid
B —=Herocupergran
= —+—Nordox
b CaldoB.
e 6 - ——Testigo sin tratar
~ ——Funguran
“
=
o=
@ 4
o
@
N
2 N
0 = - -

10/10/2006  20/10/2006 30/10/2006 09/11/2006 19/11/2006
Tiempo (Fecha)

Figura 2. Progreso temporal de la severidad de sintomas causada
por Colletotrichum spp., en olivos del cv. Hojiblanca en la finca “La
Fuente Rosa” durante el otofio de 2006. Los puntos representan el
valor medio de la severidad de sintomas de 6 arboles tratados con
distintos fungicidas (Tabla 1).

En 2006, los primeros sintomas en condiciones de campo se observaron a finales de
octubre. En general, los sintomas se iniciaban por la zona apical o peduncular del fruto.
Estos consistian en manchas de color ocre redondeadas sobre las cuales el patégeno
desarrollaba acérvulos (cuerpos fructiferos). Los acérvulos en condiciones himedas

emitian una gran cantidad de conidios embebidos en una matriz mucilaginosa
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anaranjada. El sintoma continuaba hasta cubrir el fruto por completo que terminaba por
momificarse cuando la temperatura aumentaba. Durante ese afio el primer tratamiento se
realizé en la ultima semana de octubre debido a que las semanas anteriores hubo

abundantes precipitaciones que impidieron su realizacion.

En ese momento, el porcentaje de aceitunas con infecciones latentes fue del 45%. A
partir de entonces hubo un desarrollo explosivo de la epidemia que en 39 dias pasé de
pocos frutos afectados (valor de escala 1 = 0.14 %) al ~75% (valor de escala 8) de
aceitunas con infecciones visibles (Fig. 2). Ninguno de los tratamientos realizados causé
una disminucion significativa (P = 0.5018) del porcentaje de frutos afectados respecto

al testigo sin tratar.

Durante el otofio del afio siguiente (2007) hubo un descenso acusado de la precipitacion
pasando de 223,6 mm durante los meses de septiembre, octubre y noviembre de 2006 a
161,8 mm durante los mismos meses de 2007. Este hecho influy6 en el porcentaje de
aceitunas con infecciones latentes que en el momento de la realizacion de los
tratamientos fue del 2%. Cuando se cuantifico el nimero de frutos con sintomas
inequivocos de la enfermedad Unicamente los arboles tratados con hidréxido de cobre
(Funguran; en otofio 0 en primavera y otofio) y con oxicloruro de cobre (Cuproflow; en
primavera y otofio) mostraron una disminucion significativa (P < 0,05) respecto a los
arboles testigo no tratados (Fig. 3). Los arboles que mostraron una incidencia de
aceitunas afectadas mas baja fueron los tratados con hidroxido de cobre en primavera y
otofio (Funguran) aunque este tratamiento s6lo se diferencid significativamente (P <

0,05) del cloruro de calcio y el testigo sin tratar.
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Figura 3: Numero de frutos afectados por Colletotrichum spp., en olivo cv. Hojiblanca
tratados con diferentes fungicidas (Tabla 1) en la finca “La Fuente Rosa” en diferentes
épocas del afio 2007. Las barras representan la media de aceitunas de 7 arboles. Barras
con la misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segun el test LSD
protegido de Fisher.
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En la evaluacion realizada en condiciones controladas, la mayoria de los productos
evaluados causaron una disminucién significativa (P < 0,05) de la severidad de
sintomas en las aceitunas respecto al testigo sin tratar. Solo las aceitunas tratadas con las
dos sales de calcio (cloruro de calcio e hidréxido de calcio) no se diferenciaron
significativamente (P > 0,05) de las testigo sin tratar (Figura 4). Nuevamente en
condiciones controladas, las aceitunas procedentes de arboles tratados con hidréxido de
cobre (Funguran; otofio o primavera y otofio) fueron las que mostraron una reduccion

significativamente (P > 0.05) mayor de sintomas.

80

B Testigo inoculado

70

Funguran Otono (1)

60

& Funguran Primavera (1) +
Otono (1)

(op

50

8 Cabrio Primavera (1) +
Otono (1)

bc

40

Folicur Primavera (1) +
Otono (1)
30

ABCPE

m Cuproflow Primavera (1) +
Otono (1)

20
& Cloruro de calcio

Primavera (1) + Verano (4)
+ Otono (1)

ZHidroxido de calcio
Primavera (1) + Verano (4)
+ Otoiio (1)

10

7§

A

Tratamientos

Figura 4: Area bajo la curva progreso de la enfermedad (ABCPE) de aceitunas del cv.
Hojiblanca tratadas con distintos fungicidas (Tabla 1) y sales de calcio en la finca “La
Fuente Rosa” en distintas épocas del afio 2007 e inoculadas con el aislado Col-133 de
Colletotrichum acutatum. Las barras representan la media de 200 aceitunas por
tratamiento. Barras con la misma letra no difieren significativamente (P = 0,05) segun
el test LSD protegido de Fisher.
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Los dos afios restantes, 2009 y 2010, se caracterizaron por ser de escasa pluviometria
(113,4 mm en 2009) o precipitacion mal repartida (220,6 mm en 2010 concentrados en
pocos eventos a finales de noviembre) durante el otofio. Este hecho influyé en el escaso
desarrollo epidémico de la enfermedad no llegandose a detectar frutos con infecciones
latentes del patogeno. En 2009 so6lo se pudieron evaluar los fungicidas sulfato
cuprocélcico (Caldo Bordelés), trifloxistrobin (Flint) y tebuconazol (Folicur) en
condiciones controladas de laboratorio. De éstos, Unicamente el tratamiento realizado
con tebuconazol (Folicur) causé una disminucion significativa (P = 0,0019) de la

enfermedad respecto al testigo inoculado.

En 2010, cuando se evalud el efecto de los distintos productos sobre las infecciones
latentes que mostraban las aceitunas recogidas durante enero, todos los productos
causaron una reduccién significativa (P = 0,0231) del porcentaje de infecciones latentes
(Figura 5) excepto los tres productos registrados en agricultura ecoldgica: extracto de
citricos (Bio 150), jabon potasico (Biofungi) y extracto vegetal (Fruitcare). Las
aceitunas tratadas con tebuconazol (Folicur) fueron las Unicas que mostraron un
porcentaje de frutos afectados menor del 10%, aunque este tratamiento no mostro
diferencias significativas (P > 0,05) con los tratamientos trifloxistrobin (Flint),
oxicloruro de cobre (Cuproflow) maés trifloxistrobin (Flint), sulfato cuprocalcico (Caldo

Bordelés) y oxicloruro de cobre (Cuproflow).
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Figura 5: Porcentaje de frutos afectados por Colletotrichum spp., del cv. Picudo
tratados con distintos fungicidas y productos de origen biolégico en el campo
experimental “Las Minas” de la estacion experimental del IFAPA de Cabra. Los frutos
fueron evaluados en condiciones controladas de laboratorio. Las barras representan la
media de 800 aceitunas. Barras con la misma letra no difieren significativamente (P =
0,05) segun el test LSD protegido de Fisher.

7. DISCUSION

En el presente trabajo se evaluaron en dos fincas experimentales (Las Minas y La
Fuente Rosa), 7 productos cupricos, 3 mezclas entre fungicidas clpricos y organicos o
estrobirulinas, 1 fungicida del grupo quimico de los triazol, 2 estrobirulinas y 3
productos de origen bioldgicos, para el control de la Antracnosis del olivo causada por

varias especies de Colletotrichum.

La evaluacion utilizando plantones del huésped o en condiciones de campo esta
considerada como una estrategia eficaz para determinar la eficacia de productos
fungicidas para el control de enfermedades causadas por hongos (Knight, et al, 1997).

El principal problema de la evaluacion de productos fungicidas en condiciones de
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campo sin embargo, es la dependencia del desarrollo epidémico de la enfermedad. Este
hecho se agrava en el caso de la Antracnosis del olivo ya que se pueden alternar afios
con fuerte epidemias con afios de una completa ausencia de ésta (Moral y Trapero,
2012). Durante los 4 afios del presente trabajo unicamente hubo desarrollo epidémico de
la Antracnosis en el primer afio de estudio. Este hecho estuvo relacionado con la cuantia
de las precipitaciones acaecidas durante los meses de riesgo que van desde septiembre a
noviembre (Moral et al., 2012; Moral y Trapero, 2012). En los afios que el desarrollo
epidémico de la enfermedad permitié una evaluacion mas eficiente de los productos
utilizados (2007 y 2010), el tebuconazol (Folicur) y los fungicidas cupricos (sulfato
cuprocélcico, oxicloruro de cobre, hidroxido de cobre) fueron los que permitieron un
control mas eficiente de la enfermedad. Estos resultados, apoyan el uso comun de
fungicidas cupricos para el control de enfermedades aéreas en las zonas olivareras de
todo el mundo (Miller, 1949; Bourbos y Skodridakis, 1993; Teviotdale et al., 1995;
lannotta et al., 2002; Roca et al., 2007a, Trapero y Blanco, 2008, Moral y Trapero,
2009b). De forma similar, Pennisi et al., 1993, en ensayos de campo realizados contra la
Antracnosis, detectaron que el sulfato cuprocélcico, es el producto mas eficiente cuando
se compara con el ziram, miclobutanil, bitertanol, metiram, hexaconazol y bitertanol. En
nuestras condiciones, el sulfato tribasico de cobre (Curex) ha mostrado una eficacia
menor que el resto de los fungicidas aunque estd recomendado como producto para el

control de esta enfermedad (Anénimo, 2011).

Las mezclas de productos cupricos con kresoxim-metil (Stroby, BASF) o fungicidas
organicos también han sido evaluadas en otros estudios. Segun Viruega y Trapero
(2002), este tipo de mezcla permite un control eficiente del Repilo del olivo. Para el
control de la Antracnosis del olivo Oliveira (2003) evalud distintos fungicidas sobre
aceitunas inoculadas artificialmente con C. acutatum observando que la mezcla de
hidroxido cuprico mas tebuconazol permitia una proteccion efectiva en las aceitunas
debido al efecto sinérgico entre ambas materias activas. En nuestros ensayos las
mezclas hidroxido de cobre méas kresoxim-metil (Stroby) y hidroxido de cobre maés
mancozeb (Pennfluid, Nufarm) no mejoraron el control de la enfermedad respecto al
testigo no tratado. Este hecho estuvo influido por el elevado porcentaje de aceitunas con
infecciones latentes (45%) en el momento del tratamiento ya que el efecto de los
productos cupricos es principalmente protector (Roca et al., 2007a; 2007b). Como ha

sido mencionado anteriormente, ese afio la precipitacion acumulada durante el otofio fue
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de 251,2 mm repartidos de manera homogénea, y la temperatura media en la finca
oscil6 entre 23,6 y 11 °C entre los meses de octubre y noviembre, temperaturas que
coinciden con los rangos de infeccién (10-25) determinados por Jurado (2010) en
condiciones artificiales. Por tanto, debido a las condiciones climaticas, a la presencia de
infecciones latentes, a la susceptibilidad de la variedad y a la temprana maduracion de
los frutos (Moral et al., 2012; Moral y Trapero, 2012), la epidemia fue explosiva no
detectandose efecto de los productos utilizados.

En 2010, en cambio, en la finca “Las Minas” la mezcla oxicloruro de cobre
(Cuproflow) mas trifloxistrobin (Flint) si que causé una disminucion significativa de
los valores de severidad respecto al testigo no tratado coincidiendo con observaciones
previas con mezclas de kresoxim-metil mas metiram; kresoxim-metil mas cobre, maneb
y zineb para el control del Repilo (Viruega y Trapero, 2002); e hidroxido cuprico mas

folpet para el control de la Antracnosis (Oliveira, 2003).

Los productos penetrantes o sistémicos como tebuconazol vy trifloxistrobin pueden ser
utiles contra Antracnosis constituyendo un complemento a los fungicidas cudpricos.
Pedret et al., (2002) evaluaron distintos fungicidas como método preventivo de control
de Antracnosis, para lo cual inocularon frutos previamente tratados. En estos estudios
la diclofluanida, folpet, ziram, tiram y captan causaron una disminucién importante de
sintomas en las aceitunas respecto al testigo no tratado. Agalliu (2009) comprob6
utilizando una metodologia similar que el tebuconazol y trifloxistrobin son eficaces en
el control de la Antracnosis del olivo en condiciones controladas. Segun nuestro
conocimiento, en el presente trabajo, se evalla el tebuconazol (Folicur) y trifloxistrobin
(Flint) por primera vez para condiciones de campo mostrandose, en general, como
fungicidas eficaces contra esta enfermedad. Desafortunadamente, los triazoles, al igual
que la mayoria de fungicidas organicos, son liposolubles y por tanto, existe la
posibilidad de que se absorban en el aceite. De ahi que su uso esté muy limitado cuando
la aceituna esta en fase de lipogénesis (Moral y Trapero, 2009b).

El calcio puede mostrar efecto en el control del algunas enfermedades causadas por
hongos al poseer efecto anti-fungico inhibiendo la actividad de enzimas excretadas por
los patégenos y al reforzar la estructura de la pared celular de los tejidos del huésped
(Rahman y Punja, 2007). A pesar de ello, en este estudio, las sales de calcio (cloruro de
calcio e hidroxido de calcio) no han sido efectivas en el control de la Antracnosis.
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Agillau (2009), evalu6 4 sales de calcio (silicato de calcio, cloruro de calcio, propinato
de calcio y carbonato de calcio) en condiciones controladas llegando a resultados
similares a los nuestros aunque observé una inhibicion de la formacion de los apresorios
de los conidios del patégeno préxima al 80%. Previamente Giménez (2011) observo
que aceitunas que habian sido tratadas con sales de calcio mostraban menos severidad
de sintomas que los frutos control. En condiciones naturales, se ha observado que el
contenido de calcio de la aceituna esta positivamente relacionado con la resistencia que
muestra ésta al patdgeno (Moral y Trapero, 2009b, véase capitulo 1V). Posiblemente, el
calcio aplicado en condiciones de campo o a las aceitunas directamente no sea utilizado
por la células de la pared de la aceituna ya que se trata de un elemento altamente
inmovil (Fernandez-Escobar, 2008).

Ens condiciones controladas, Agalliu (2009) detect6 ausencia de actividad fungicida en
varios extractos de productos vegetales de forma similar a nosotros cuando se evaluaron

productos elaborados con extractos vegetales, entre ellos de citricos, y jabdn potasico.

El momento de aplicacion de productos quimicos contra la Antracnosis del olivo
depende de la persistencia del fungicida, del tipo de enfermedad, del ambiente, de la
susceptibilidad del cultivar, del estado de madurez de las aceitunas y del nivel de
infeccion existente. Actualmente, se recomienda realizar un tratamiento a principios de
otofio aunque en afios con abundantes lluvias otofales y para variedades tardias podria
recomendarse mas de uno (Roca et al., 2007a; 2007b; Trapero y Blanco, 2008). Moral
et al., (2010) demostraron que tras la primera lluvias de finales de verano principios de
otofio, los frutos momificados que quedan en el &rbol se hidratan aumentando
enormemente el inoculo en las momias, siendo aconsejado realizar un primer
tratamiento en este momento debido al caracter protector de los fungicidas cupricos.
Martelli y Piglionica (1961) estudiaron el efecto de los tratamientos con sulfato
cuprocélcico durante la primavera. Estos autores solamente obtuvieron una reduccion
significativa de la enfermedad en uno de los tres afios estudiados. En nuestro caso, los
tratamientos realizados en “La Fuente Rosa” con distintos fungicidas durante otofio y
primavera-otofio han permitido demostrar que las aplicaciones primaverales no mejoran
el control de la enfermedad si son comparadas con las realizadas Unicamente otofio.
Aungue Moral et al., (2008) apuntan que las aplicaciones primaverales pueden tener
efecto en el control de la enfermedad los afios con otofios muy secos debido al caracter

oligociclico de la enfermedad.
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Los resultados obtenidos en este estudio confirman que los tratamientos al inicio del
otofio con fungicidas cupricos permiten un control eficiente de la Antracnosis del olivo.
La aplicacion en otofio con trifloxistrobin (Flint) o su mezcla con oxicloruro de cobre
(Cuproflow), puede ser una alternativa a los tratamientos basados Unicamente con
productos cupricos, ya que este tipo de mezclas estan registradas actualmente en el
olivar (Anénimo, 2011) y pueden tener cierto efecto curativo cuando por algiin motivo
se han realizado los tratamientos después de la infeccion.

El presente trabajo establece las bases para un uso mas racional de los productos

fungicidas aplicados contra la Antracnosis del olivo.
8. CONCLUSIONES

1. Los fungicidas cupricos, hidréxido de cobre (Funguram), oxicloruro de cobre
(Cuproflow) y sulfato cuprocalcico (Caldo Bordolés) aplicados de forma preventiva,
permiten un control eficiente de la Antracnosis del olivo aunque en afios con abundantes

precipitaciones dicho efecto parece insuficiente para controlar la enfermedad.

2. El fungicida tebuconazol (Folicur) permite un control eficiente de la antracnosis del

olivo aunque Unicamente puede ser aplicado durante la primavera.

3. La aplicacion de trifloxistrobin (Flint) o su mezcla con oxicloruro de cobre
(Cuproflow) puede ser una alternativa a la estrategia basada Unicamente en tratamientos

con productos cupricos.

4. El momento de aplicacion mas eficiente para el control de la Antracnosis del olivo es

al inicio del otofio.
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DISCUSION GENERAL

La Antracnosis del olivo, causada por distintas especies de Colletotrichum, es la
enfermedad mas importante del fruto de este cultivo en la mayoria de las regiones
olivareras del mundo. En Andalucia, las especies mas frecuentes asociadas a la
Antracnosis pertenecen al complejo C. acutatum s.I. La enfermedad muestra dos
sindromes caracteristicos, el primero es la podredumbre del fruto “Aceituna jabonosa”
que avanza hasta afectar el fruto completo y termina momificandose (Mateo-Sagasta,
1968; Moral y Trapero, 2009b). El segundo sindrome es la muerte y desecacion de
ramas que esta asociado a las toxinas que produce el patdégeno en las aceitunas afectadas
que se movilizan a las ramas (Martelli, 1960; Zachos y Makris, 1963; Azevedo, 1976;
Moral et al., 2009c). Ademas, los aceites que se originan de aceitunas afectadas
muestran elevada acidez y pésima calidad. A pesar de su importancia, la informacion
disponible sobre esta enfermedad es aun muy limitada, lo que ha motivado la
realizacion de este trabajo de tesis doctoral, el cual forma parte de las lineas de
investigacion del grupo de Patologia Agroforestal de la Universidad de Cérdoba, que en
los Gltimos 10 afos han abordado cuestiones generales sobre la biologia, epidemiologia,
control y efecto en la calidad del aceite de la Antracnosis del olivo. La revisidn
bibliogréafica realizada revela, entre otros aspectos, que de 34 articulos cientificos
publicados en la Gltima década, 19 articulos (55.9%) fueron realizadas en Espafia por el
citado grupo de investigacién, 7 articulos (20.6%) en lItalia, 4 articulos (11,8%) en
Portugal, 3 articulos (8,9%) en Australia y 1 articulo (2,9%) en Tdnez. Entre las
carencias mas importantes sobre el conocimiento de esta enfermedad destacan los
mecanismos de patogénesis y resistencia de los cultivares de olivo, el efecto de la
infeccion del fruto sobre la calidad del aceite y el control integrado de la enfermedad
(Moral et al., 2014).

En lo que respecta a la resistencia del olivo a la Antracnosis, las evaluaciones en
condiciones de campo del Banco Mundial de Germoplasma de Olivo de Cordoba
(WOGBC), han permitido determinar una gradacion continua de susceptibilidad en los
cultivares de olivo, desde muy resistentes a altamente susceptibles a la enfermedad. En
algunos casos estas evaluaciones se complementaron con inoculaciones artificiales.
Antes de la realizacion de este trabjo, la informacién disponible acerca de la resistencia

de cultivares de olivo era muy limitada. Con frecuencia, esta informacion esta basada en
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datos contradictorios debido a errores de identificacion de cultivares y la confusion
entre sintomas causados por distintos patogenos (Mateo-Sagasta, 1968; Moral et al.,
2005). Uno de los factores que condiciona la resistencia de los cultivares es la madurez
del fruto, ya que cuando el fruto estd sobremaduro todos los cultivares resultan
susceptibles. Otros factores que influyen son la interaccion de la especie del patdgeno-
cultivar y la existencia de grupos de virulencia o razas del patégeno (Moral y Trapero,
2009b; Xaviér et al., 2010). Por ello, un objetivo prioritario de las investigaciones del
grupo de Patologia Agroforestal de la Universidad de Cérdoba fue el desarrollo de los
métodos de evaluacion de la susceptibilidad o resistencia en condiciones controladas y
de campo (Moral y Trapero, 2009). La aplicacion de estos métodos ha permitido evaluar
384 cultivares en las parcelas principales del WOGBC, los cuales se han agrupado en
cinco categorias de susceptibilidad/resistencia. La distribucién de los 384 cultivares en
estas categorias y los cultivares representativos de cada una de ellas son: 34 (8.9%)
altamente resistentes (‘Frantoio’), 55 (14.35) resistentes (‘Picual’), 76 (19.8%)
moderadamente susceptibles (‘Arbequina’), 121 (31.5%) susceptibles (‘Lechin de
Sevilla’) y 98 (25.5%) altamente susceptibles (‘Ocal’). Esta informacion es de gran
valor para futuras plantaciones de olivo, en los programas de mejora de olivo y para el

manejo integrado de la enfermedad en plantaciones ya establecidas.

Los acebuches han sido considerados una fuente importante de genes de interés agricola
(Mulas, 1999; Mulas et al., 2004), aunque no se han utilizado en los programas de
mejora genética de olivo cultivado. Este hecho pudo deberse a que el acebuche y el
olivo cultivado son especies altamente heterocigéticas con una descendencia variable en
los caracteres estudiados (Rallo, 2005). Ademas, los programas de mejora del olivo son
muy recientes, por lo gque alun no se han utilizado genotipos silvestres como parentales
(Rallo, 2011). Por ello, se desconoce el comportamiento de los genotipos de acebuche
para muchos caracteres de interés agrondmico. La falta de informacion respecto a la
susceptibilidad de los acebuches a la Antracnosis (Moral et al., 2009), ha motivado que
se realizaran prospecciones de campo en Andalucia, donde no se han observado
sintomas de esta enfermedad (Moral et al., 2005; Mufioz-Diez, 2008). Por ello, se
estudio la resistencia de 45 genotipos de acebuche y la posible transmision del patdgeno
a la semilla. En consonancia con las observaciones de campo, los acebuches evaluados
han mostrado un elevado nivel de resistencia a la infeccion por el patdgeno, igual o

superior al que muestra el cultivar altamente resistente Frantoio. A pesar de ello, hay
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que resaltar que los acebuchales andaluces se sitan en zonas propicias para el
desarrollo de enfermedades aéreas debido a alta pluviometria y temperaturas suaves en
donde estos patdgenos han podido ejercer una elevada presion de seleccion. Nuestros
resultados sugieren que la presion de seleccion hacia resistencia a la Antracnosis en las
masas forestales de Acebuche se ha incrementado por el efecto negativo del patdégeno
sobre la germinacion de la semilla y la nascencia de las plantulas. Ademas, la dispersion
de las acebuchinas por las aves puede verse disminuida ya que algunas especies de

pajaros no consumen las aceitunas o acebuchinas afectadas por la Antracnosis.

Los compuestos de calcio ejercen funciones de refuerzo de la pared celular,
proporcionandole rigidez e integridad, estimulando el crecimiento celular, ya que a
diferencia de otros macronutrientes, una alta proporcién de este elemento esta
localizado en las paredes celulares. El calcio también aporta estabilidad a la membrana
plasmatica interviniendo en la selectividad y permeabilidad de iones y en la tolerancia a
salinidad (Marschner, 1995; White y Broadley, 2003; Conn y Gilliham, 2010).
Asimismo, el calcio es importante en la interaccién planta-patégeno, ya que puede
afectar a la germinacion de las esporas de los patégenos (Warwar y Dickman, 1996),
aumenta la resistencia de los tejidos vegetales a la infeccion al estar ligado al pectato en
la lamina media (Seymour et al., 1993; Lara et al., 2004) y disminuye la capacidad de
las fitotoxinas excretadas por los patdgenos en degradar el pectato (Conway y Sams,
1984; Conway et al., 1988; Volpin y Elad, 1991; Kaile et al., 1992; Tobias et al., 1993;
Elad, 1997). Los compuestos calcicos se estan utilizando para el control de la
Antracnosis del manzano, debido a que inhiben la actividad de enzimas y toxinas
excretadas por el patégeno y refuerzan la pared celular de los tejidos del fruto (Rahman
y Punja, 2007). El desconocimiento existente sobre el papel del calcio en la Antracnosis
del olivo, nos llevo a estudiar el efecto de tratamientos de calcio sobre la respuesta a la
enfermedad de varios cultivares. Aunque, las aplicaciones exdgenas de calcio en
aceitunas, tanto en condiciones controladas como en campo, no han permitido un
control de la enfermedad posiblemente debido a la inmovilidad de este elemento (Pérez,
2011), se ha observado que existe una relacion lineal positiva entre el contenido en
calcio de las aceitunas y su resistencia a la Antracnosis (Morales-Mosquera, 2010). Ello
podria explicar que la enfermedad sea endémica en areas de suelos &cidos como la
Sierra Norte de Sevilla y algunas comarcas de Huelva y sur de Portugal, en los que el
contenido en calcio del fruto es bajo (Moral y Trapero, 2009). Asimismo, se ha
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observado que el efecto de calcio, en aceitunas tratadas con cloruro de calcio e
inoculadas, se perdia cuando las aceitunas eran lavadas antes de la inoculacion

indicando que se trata de un efecto protector del tratamiento.

En afios epidémicos, el control de la enfermedad se basa principalmente en el uso de
productos cupricos, siendo la aplicacion de estos fungicidas en otofio la medida de
control més utilizada (Civantos, 1999; Trapero y Blanco, 2008). Por ello, se ha evaluado
en condiciones de campo el efecto de diferentes fungicidas contra la Antracnosis del
olivo. Los compuestos cupricos evaluados (hidroxidos, oxidos, oxicloruros y sulfatos)
han mostrado cierta eficacia contra la enfermedad, con excepcion del sulfato tribasico
de cobre que resultd menos eficaz. Estos resultados apoyan el uso comun de fungicidas
clpricos en todas zonas olivareras de todo el mundo (Miller, 1949; Bourbos y
Skodridakis, 1993; Teviotdale et al., 1995; lannotta et al., 2002; Roca et al., 20073,
Trapero y Blanco, 2008, Moral y Trapero, 2009b).

En el caso de los productos penetrantes o sistémicos, se ha observado que existe una
elevada eficacia del tebucunazol, aunque su uso estd limitado a prefloracion. Las
estrobilurinas, como el kresoxim-metil o el trifloxistrobin, también han resultado utiles
contra la Antracnosis, siendo un complemento a los fungicidas cupricos (Pedret et al.,
2002; Viruega y Trapero, 2002). También se han observado una buena eficacia de las
mezclas de compuestos cupricos y organicos, como el oxicloruro de cobre y propineb o
trifloxistrobin y el hidréxido cuprico y folpet (Pérez, 2011). En este estudio se confirma
que los tratamientos al inicio del otofio con fungicidas clpricos permiten un control
eficiente de la Antracnosis del olivo. La aplicacion en otofio con trifloxistrobin, o su
mezcla con oxicloruro de cobre, puede ser una alternativa a los tratamientos basados
Unicamente con productos cupricos. Asimismo, el uso de nuevos compuestos de baja
concentracion de cobre son de especial interés ya que permitirian reducir la cantidad de
cobre aplicada, cuyo limite maximo permitido actualmente es de 6 Kg/ha al afio en la
Union Europea (E.E.C, 2007; Trapero et al., 2007, Cacciola et al., 2012).
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CONCLUSIONES GENERALES

1. La revision bibliografica de la Antracnosis del olivo nos ha permitido profundizar en
los conocimientos cientificos actuales y dilucidar las lagunas existentes sobre la
biologia, epidemiologia, control y efecto en la calidad del aceite. De un total de 34
articulos cientificos publicados en los ltimos 10 afios, 19 de ellos se han realizado en

Espafia, 7 en Italia, 4 en Portugal, 3 en Australia'y 1 en Tunez. (Capitulo I).

2. Las evaluaciones en condiciones de campo, realizadas durante 1997-2008 en las
parcelas principales del Banco Mundial de Germoplasma de Olivo de Cdrdoba, han
permitido evaluar 384 cultivares y se han establecido 5 categorias de
susceptibilidad/resistencia:  altamente resistentes (8.9%), resistentes (14.3%),
moderadamente susceptibles (19.8%), susceptibles (31.5%) y altamente susceptibles
(25.5%). Los cultivares representativos de cada uno de estos grupos son Frantoio,

Picual, Arbequina, Lechin de Sevilla 'y Ocal, respectivamente. Capitulo II).

3. Se ha observado una correlacion lineal positiva entre la incidencia de frutos afectados
y la severidad del puntisecado de ramas, pero esta relacién no se cumple para un
ndmero considerable de cultivares. Asimismo, la incidencia de frutos afectados ha
mostrado una correlacion lineal negativa con el contenido en fenoles totales y en
oleuropeina, pero igualmente esta correlacién no es valida para algunos cultivares.
(Capitulo I1).

4. Los 45 genotipos de acebuches evaluados por su susceptibilidad a la Antracnosis del
olivo han mostrado un alto nivel de resistencia al patdgeno, confirmando la ausencia de
enfermedad observada en los acebuchales prospectados. No obstante, algunas de las

acebuchinas muestreadas (< 6%) mostraron infecciones latentes. (Capitulo I11).

5. En las aceitunas infectadas, el patdgeno coloniza todos los tejidos del fruto
alcanzando la semilla y afectando a su viabilidad. Ello podria explicar la elevada

prevalencia de la resistencia a la Antracnosis en los acebuches. (Capitulo I11).

6. La inoculacion con el patogeno de las raices de plantulas procedentes de semillas
causo muerte de plantulas y necrosis del sistema radicular, siendo mas resistentes las

plantulas de acebuche que las procedentes de cultivares de olivo. (Capitulo I11).

7. Existe una relacion lineal negativa entre el contenido en calcio de las aceitunas y su

resistencia a la Antracnosis, lo que podria explicar que la enfermedad sea endémica en
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areas de suelos acidos como la Sierra Norte de Sevilla y algunas comarcas de Huelva y

del sur de Portugal. (Capitulo 1V).

8. Las aplicaciones exogenas de calcio en fruto, tanto en condiciones controladas como
en campo, no han permitido un control adecuado de la enfermedad posiblemente debido

a la inmovilidad de este elemento. (Capitulo 1V).

9. En aceitunas tratadas con cloruro de calcio e inoculadas, el calcio mostrd un efecto
protector de la infecciones, ya que la proteccion se perdia cuando las aceitunas eran

lavadas antes de la inoculacion. (Capitulo V).

10. Los compuestos cupricos (hidroxidos, oxidos, oxicloruros y sulfatos) aplicados al
principio del otofio han mostrado cierta eficacia contra la enfermedad, con excepcién
del sulfato tribésico de cobre que resulté menos eficaz. (Capitulo V).

11. De los fungicidas organicos evaluados, el tebuconazol presentd mayor eficacia,
aunque no esta autorizado su uso en otofio. También resultaron eficaces el
trifloxistrobin y las mezclas de cobre con trifloxistrobin, folpet o propineb. Estos
tratamientos podrian ser una alternativa al uso exclusivo de productos cupricos,

permitiendo una reduccién en la cantidad de cobre aplicada por ha. (Capitulo V).
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