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Resumen 

La Verticilosis del olivo (VO) causada por el hongo de suelo y colonizador 

vascular Verticillium dahliae Kleb., es la enfermedad más grave de este cultivo 

desde las perspectivas fitopatológica y económica. En el contexto actual de una 

creciente superficie de olivar en regadío unido al conocimiento de que el riego afecta 

a la VO y a la posible presencia de V. dahliae en el agua de riego en Andalucía, no 

solo es importante saber qué estrategia de riego (con agua no infestada) puede 

contribuir a paliar la VO sino también conocer el estado fitosanitario respecto a V. 

dahliae del agua de riego para desinfestarla en el caso de estar contaminada. 

Separar los efectos del agua sobre el desarrollo de la VO de los efectos del aporte 

reiterado de inóculo a través del agua de riego ayudaría a comprender mejor porqué 

el riego influye en la VO y a poder integrar ambas medidas de manejo cuando las 

circunstancias lo requieran. 

El primer objetivo de este trabajo consistió en evaluar el efecto del riego sobre V. 

dahliae en el suelo y sobre la VO, ya que para un manejo integrado eficaz de la VO 

es importante establecer si los tratamientos de riego (usando agua libre de V. 

dahliae) que minimizan la enfermedad, también reducen el inóculo más y menos 

persistente del patógeno en el suelo. Para ello, se dispuso un ensayo con la 

combinación susceptible cultivar de olivo Picual-aislado defoliante (altamente 

virulento) de V. dahliae bajo condiciones de ambiente natural, donde los plantones 

crecieron en macetas de grandes dimensiones y se regaron para dos rangos de 

contenidos de agua en el suelo (RCA; alto y bajo) a tres frecuencias de riego 

superficial por goteo. En el suelo infestado e independientemente de la temperatura 

y del RCA, los eventos diarios de riego condujeron a mayores reducciones en la 

incidencia (39.2%) e índice de intensidad de la enfermedad (43.9%) en los plantones 

que otras frecuencias de riego, así como de micropropágulos (MpD), o propágulos 

del hongo menos persistentes (88.0%) en el suelo. A su vez, el RCA alto ocasionó 

menores niveles de esclerocios o estructuras más persistentes (70.8-84.9%) en el 

suelo pero un mayor porcentaje de plantones infectados (18.0%) que el RCA bajo, 

con independencia de la frecuencia de riego. El riego diario a RCA bajo mitigó el 
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desarrollo de la VO y redujo la incidencia de infección, manteniendo el suelo a los 

niveles más bajos de MpD y resultando en la menor cantidad de esclerocios en el 

suelo tras dos años y medio. 

Bajo las condiciones anteriormente descritas (los mismos tratamientos de riego), 

el siguiente objetivo fue comparar las respuestas morfológicas y fisiológicas en 

plantones de olivo crecidos en suelo infestado y no infestado por V. dahliae 

sometidos a tratamientos de riego por goteo que causan reacciones diferenciales a 

la VO, y determinar cuáles de estas respuestas ayudan a explicar los efectos del 

riego sobre la enfermedad. De manera general, las respuestas comparadas fueron 

afectadas por el RCA, la frecuencia de riego y V. dahliae como factores simples. El 

hongo redujo los parámetros morfológicos y fisiológicos. El riego a RCA alto resultó 

en una relación de peso seco raíz/planta completa más baja que el RCA bajo, lo que 

pudo favorecer las infecciones radiculares y la colonización vascular a RCA alto. 

Además, el riego diario pudo prevenir el incremento en síntomas característico de 

otras frecuencias de riego por ocasionar los mayores incrementos de crecimiento en 

longitud y biomasa de la parte aérea del plantón junto con los valores más altos de 

potencial hídrico, mejorados por una reducción menor de la conductancia 

estomática.  

El último objetivo consistió en evaluar la eficacia de la desinfestación química del 

agua para reducir las conidias de V. dahliae. Tres desinfestantes se testaron por su 

eficacia frente a infestaciones por conidias previas (eficacia supresiva) y 

subsiguientes (eficacia preventiva) al tratamiento químico en función de la 

concentración del desinfestante y la virulencia diferencial de los aislados de V. 

dahliae sobre olivo. Las concentraciones recomendadas para OX-VIRIN®  y OX-

AGUA AL 25®, basados principalmente en agentes oxidantes y no oxidantes, 

respectivamente, mostraron mayor eficacia supresiva y preventiva que las 

recomendadas para el producto a base de hipoclorito de sodio. Los ensayos de 

simulación de la desinfestación del agua embalsada infestada con conidias 

realizados en ambiente natural en primavera, demostraron que OX-VIRIN® aplicado 

cada 28 días al agua a una concentración recomendada por el fabricante fue 100% 

eficaz después de 56 días.  

En el contexto actual del olivar en regadío, los resultados obtenidos suponen un 

avance significativo con relación al manejo del riego para el control integrado de la 

VO. Se ha demostrado que determinadas estrategias de riego reducen el desarrollo 
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de VO, la infección de los plantones, los propágulos menos persistentes de V. 

dahliae en el suelo y a medio plazo también los esclerocios; las mismas estrategias 

de riego en presencia del hongo en el suelo son las que disminuyen menos el uso 

eficiente del agua y el potencial hídrico entre otros. Existen desinfestantes que 

aplicados directamente al agua reducen considerablemente a V. dahliae pudiendo 

disminuir el incremento del hongo en el suelo. 
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Abstract 

Verticillium wilt of olive (VWO), caused by the vascular-colonizing, soilborne 

fungus Verticillium dahliae Kleb., is the most serious disease affecting this crop, 

in terms of the potential phytopathological and economic consequences. The 

current context of an ever-expanding area dedicated to irrigated olive groves, 

together with the knowledge that irrigation affects VWO and the possible 

presence of V. dahliae in irrigation water in Andalusia, makes it important to not 

only determine which irrigation strategy (with non-infested water) may help 

mitigate VWO, but also to know the phytosanitary status of irrigation water in 

terms of V. dahliae infestation, so that it can be disinfected if it is contaminated. 

Separating the effects of water on the development of VWO from the effects of 

repeated inoculum supply through irrigation water would help to better 

understand why irrigation has an effect on VWO, and thus to be able to 

integrate both management measures when circumstances require it. 

The first objective of this study was to evaluate the effect of irrigation on V. 

dahliae in soil and on VWO since, to ensure efficient integrated management of 

VWO, it is important to establish whether irrigation treatments (with V. dahliae-

free water) that mitigate the disease, also reduce the levels of more and less 

persistent propagules of the pathogen in the soil. To that end, a trial was carried 

out with the Picual olive cultivar and a highly virulent V. dahliae defoliating 

isolate. The susceptible combination was placed under natural environmental 

conditions, where plants were grown in large pots and were irrigated to two 

ranges of soil water content (RWC; high and low) at three surface drip-irrigation 

frequencies. In the infested soil, regardless of temperature and RWC, daily 

irrigation events led to greater reductions in disease incidence (39.2%) and 

disease intensity index (43.9%) than in plants under other irrigation frequencies, 

as well as to greater reductions in micropropagules (MpD), or less persistent 

fungus propagules, in the soil (88.0%). On the other hand, high RWC caused 

lower levels of sclerotia, or more persistent structures, in the soil (70.8-84.9%), 

but a higher percentage of infected plants (18.0%) than low RWC, regardless of 
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the frequency of irrigation. Daily irrigation to low RWC helped halt the 

development of VWO and reduced the incidence of infection, keeping the soil at 

the lowest levels of MpD and resulting in the least amount of sclerotia in the soil 

after two and a half years. 

Under the conditions described above (the same irrigation treatments), the 

next objective was to compare the morphological and physiological responses 

in olive plants grown on V. dahliae-infested and non-infested soil, subjected to 

drip irrigation treatments that cause differential reactions in terms of VWO. The 

aim was to determine which of these responses help explain the effects of 

irrigation on the disease. In general, the comparative responses were affected 

by RWC, irrigation frequency and V. dahliae, as simple factors. The fungus 

showed reduced morphological and physiological parameters. High RWC 

irrigation resulted in a lower root weight ratio than with low RWC, meaning that 

high RWC could favour root infections and vascular colonization. In addition, 

daily irrigation could prevent the increase in symptoms characteristic of other 

irrigation frequencies, as a result of the greater growth increases in length and 

biomass of the aerial part of the plants associated with this irrigation frequency, 

together with highest water potential values, improved by lower stomatal 

conductance reduction. 

The last objective was to evaluate the efficacy of chemical water 

disinfestation in reducing V. dahliae conidia. Three disinfestants were tested for 

their efficacy against previous (suppressive efficacy) and subsequent 

(preventive efficacy) conidia infestations, as a function of the concentration of 

the disinfestant and the differential virulence of V. dahliae isolates to olive trees. 

The recommended concentrations for OX-VIRIN® and OX-AGUA AL 25®, which 

are based primarily on oxidizing and non-oxidizing agents, respectively, showed 

greater suppressive and preventive efficacy than those recommended for the 

product based on sodium hypochlorite. Simulated disinfestation assays of 

stored and conidia-infested water performed under natural environmental 

conditions in spring demonstrated that OX-VIRIN® applied every 28 days to 

water at a concentration recommended by the manufacturer was 100% effective 

after 56 days. 

In the current context of expanding irrigated olive groves, the results obtained 

represent a significant advance in relation to irrigation management for the 
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integrated control of VWO. It has been demonstrated that certain irrigation 

strategies reduce the development of VWO, the infection of the plants, the 

amount of less persistent propagules of V. dahliae in the soil and, in the 

medium term, also the sclerotia. In the presence of the fungus in the soil, those 

same irrigation strategies are the ones that least diminish the efficient water use 

and the water potential, among others. Disinfestants have also been identified 

which, when directly applied to the irrigation water, result in considerable 

reductions in V. dahliae and can help limit the increase of the fungus in the soil. 
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Capítulo 1 

 

3 

1 Capítulo 1: Introducción General 

1.1 El cultivo del olivo: importancia, distribución y 

antecedentes de la olivicultura moderna 

El olivo (Olea europaea L.) fue una de las primeras especies arbóreas 

domesticada y cultivada. Desde entonces, más que cualquier otro árbol frutal, 

ha jugado un papel vital para la especie humana por ser el eje del desarrollo de 

la cultura y la alimentación.  

Actualmente, el olivo es cultivo leñoso no tropical más cultivado en el 

mundo, ocupando una superficie de 10.3 x 106 ha y produciendo un promedio 

anual de 15.4 x 106 t de fruto (FAO, 2014) destinado en el 90% a producción de 

aceite y el 10% restante a aceituna de mesa. Más del 90% del área global del 

cultivo y un porcentaje igual de aceite de oliva se localiza y produce en los 

países ribereños de la Cuenca Mediterránea, destacando España (COI, 2016; 

FAO, 2014). La mayor producción de fruto en España se concentra en 

Andalucía con el 60.2 % de las 2.6 × 106 ha cultivadas en esta comunidad 

(MAPAMA, 2016). Esta región mantiene, desde un punto de vista económico, 

un claro liderazgo mundial en el olivar, por ejemplo, en esta última campaña 

Andalucía produjo el 43.6 % del aceite y el 14.0 % de la aceituna de mesa del 

mundo (http://www.juntadeandalucia.es/export/drupaljda/AFORO_OLIVAR_2016-

2017.pdf; COI, 2016). El olivar es un elemento imprescindible de cohesión social 

y territorial de las comarcas en Andalucía que posee un alto valor 

medioambiental y su propia norma reguladora (Ley 5/2011, de 6 de octubre, del 

olivar de Andalucía; http://www.juntadeandalucia.es/boja/2011/205/d1.pdf), lo 

cual lo convierte en el primer cultivo en la UE al que se le atribuye una 

normativa específica.  

En 1960, las estimaciones indicaban unas 8.5 x 106 ha de superficie de 

olivar a nivel mundial. El área de cultivo permaneció sin variaciones 

considerables hasta los años 80. A partir de esta década la introducción de 

técnicas agronómicas intensivas, y de nuevos cultivares, así como la puesta en 

marcha de esquemas de desarrollo para revitalizar o rentabilizar el olivar, 
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conllevó a la expansión de la superficie, que se elevó a más de 107 ha (COI, 

2008), junto a la modernización de los olivares y el consiguiente aumento de la 

productividad. Estos cambios incluyeron el uso de cultivares comerciales 

producidos en vivero como material para establecer plantaciones de mayor 

densidad arbórea, la implementación del riego por goteo con laboreo reducido y 

aportes altos de fertilizantes (Rallo, 1998; Villalobos et al., 2006). La puesta en 

riego del olivar, particularmente en Andalucía, ha llevado a reemplazar los 

olivares tradicionales con densidades de 100 árboles/ha por olivares intensivos 

(400 a 600 árboles/ha) o incluso superintensivos (2.000 árboles/ha) (Navarro y 

Parra, 2008), dando lugar a un aumento proporcional en el número de árboles. 

Los datos de 2005 (8.65 x 107 árboles) revelaron que el número de olivos 

aumentó un 20.1% con respecto a los años sesenta (7.20 x 107) a nivel mundial 

(COI, 2008). 

1.1.1 Las relaciones hídricas del olivo. El regadío del olivar 

A diferencia de los cultivos herbáceos, el olivo dispone de mecanismos de 

regulación estomática que le permiten modular la tasa de transpiración en 

función de la demanda evaporativa impuesta por la atmósfera para así evitar la 

deshidratación. Además, es capaz de disminuir el  potencial hídrico de la hoja a 

valores muy bajos, lo cual le permite captar agua del suelo por debajo del punto 

de marchitez permanente para compensar las pérdidas por transpiración. Esta 

combinación de mecanismos es muy infrecuente y ha dotado al olivo de una 

capacidad de resistencia a la sequía extraordinaria, aunque la productividad de 

éste responde negativamente a la falta de agua (Orgaz y Fereres, 2008). 

El olivo es tradicionalmente un cultivo de secano aunque su rendimiento 

incrementa significativamente con el riego (Villalobos et al., 2006, Hidalgo et al., 

2011). En la Cuenca Mediterranea en general, y en el sur de España en 

particular, ha habido un importante aumento  en las aéreas dedicadas al riego 

en los últimos 20-25 años. En este sentido, las 80.3 x 103 ha de olivar en 

regadío existentes en Andalucía durante el año 1980 (7.0 % de la superficie 

total), regadas principalmente por pozas o inundación (Pastor, 2005), 

incrementaron cada año tras la gran sequía de 1993-95. Así, se llegó a 16.7 x 

104 ha en el año 1996 (12.1 % de la superficie total), que aumentaron a 33.3 x 
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104 ha en 2005 (22.1 %) y hasta más de 50.0 x 104 ha en la actualidad (33,5%) 

(Anónimo, 1980, 1996, 2005; CAPDER, 2014), las cuales se riegan 

principalmente por goteo.  

La rentabilidad que proporciona el riego es el resultado de una importante 

inversión del sector olivarero iniciada con la formación de Comunidades de 

Regantes en la década de los 90, constituidas para implementar grandes 

infraestructuras con tecnología de riego novedosa (sistemas de impulsión, 

sondeos, balsas de regulación, riego superficial por goteo, etc.) que 

incrementara la producción (Martín-Pérez et al., 2005). El agua de riego es 

bombeada de la balsa a las parcelas de olivar, y la misma agua se bombea 

generalmente para regar cultivos cercanos tales como algodonero, remolacha 

azucarera, hortalizas y maíz. El sistema de riego localizado, fundamentalmente 

por goteo, se emplea en cerca del 90 % de la superficie de olivar regada 

(Martín-Pérez et al., 2005). Además, en las últimas décadas se ha producido un 

aumento importante del número de balsas de regulación, debido a que 

garantizan la flexibilidad del manejo del agua permitiendo el riego a demanda. 

Así, más de la mitad de las balsas andaluzas en 2006 se utilizaban para el 

riego (Fig.1.1). Si nos referimos al origen del agua, el 5.5 % de la superficie se 

riega con aguas residuales de población, el 24 % emplea aguas subterráneas, 

y finalmente el 70.5 % riega con aguas superficiales (Martín-Pérez et al., 2005). 

 

 

Figura 1.1 Porcentaje de distribución de las balsas según el uso del agua en 

Andalucía y mapa de uso mayoritario por municipio. Fuente: Consejería de Medio 

Ambiente y Ordenación del Territorio.  
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1.2 Distribución e importancia de la Verticilosis del olivo 

La Verticilosis del olivo (VO) es la enfermedad de este cultivo más extendida 

a nivel mundial, presumiblemente presente en todos los países de la Cuenca 

Mediterránea, y la más grave desde las perspectivas fitopatológica y 

económica (López-Escudero y Mercado-Blanco 2011; Tsror, 2011; Jiménez-

Díaz et al., 2012).  

La expansión de la olivicultura y los cambios en las prácticas de cultivo para 

aumentar los rendimientos se han producido concomitantemente con un 

aumento en la distribución e importancia de la VO a nivel mundial y regional. 

Así, desde que fue descrita por primera vez en Italia (Ruggieri, 1946), y poco 

después en California (Snyder et al., 1950) y en Grecia (Zachos, 1963), se ha 

notificado la primera ocurrencia de la enfermedad entre 1970 y 2005 en casi 

todos los países de la Cuenca Mediterránea, Irán y Australia (Jiménez-Díaz et 

al., 2012 y sus referencias; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011 y sus 

referencias). A nivel regional, en el caso de Andalucía, la distribución de la 

enfermedad ha cambiado en las últimas casi 4 décadas. En las primeras 

prospecciones llevadas a cabo entre 1980 y 1983 la enfermedad estaba 

presente en 4 provincias (Blanco-López et al., 1984), mientras que en 2014 la 

enfermedad estaba presente en todas, a excepción de Almería (Fig. 1.2) (Ruiz 

Torres, 2015).  

Por otro lado, las primeras prospecciones realizadas en Grecia sobre un total 

de 1.4 x 107 árboles, señalaron incidencias medias del 2-3 % 

(Thanassoulopoulos et al. 1979). En España, prospecciones realizadas en 

Andalucía indicaron una incidencia media del 0.3% sobre un total de 6.1 x 105 

árboles inspeccionados (Fig. 1.2), aunque en algunas provincias como Cádiz 

alcanzó incluso un 0.8 %. La prevalencia de la enfermedad en esta región, de 

un total de 1525 parcelas inspeccionadas, fue aproximadamente del 25 %, con 

provincias como Huelva y Jaén con valores del 45% y el 39.4%, 

respectivamente (Ruiz Torres, 2015). Similares prospecciones masivas de la 

VO en otros países oleícolas indicaron incidencias de 0.85-4.5% (6.5 × 106 

olivos inspeccionados) en Siria (Al-Ahmad y Mosli, 1993), 18.3% de prevalencia 

media (1390 parcelas inspeccionadas) en la región de Apulia (Italia) (Nigro et 

al., 2005), 35% de prevalencia de enfermedad con una incidencia media del 
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3.1% (919 parcelas inspeccionadas) (Dervis et al., 2010) y 46.2 % de 

prevalencia (132 parcelas inspeccionadas) y 25.7 % de incidencia (303 olivos 

inspeccionados) en Líbano (Habib et al., 2016).  

 

Figura 1.2 Porcentaje de olivos con síntomas de Verticilosis en Andalucía. Fuente: 

Visor de la Red de Alerta e Información Fitosanitaria de Andalucía. Junta de 

Andalucía. Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. 

 

En referencia a las pérdidas ocasionadas por la VO, se han estimado 

pérdidas anuales del 1-2.3 % de la producción en países como Grecia y Siria 

(Thanassoulopoulos et al., 1979; Al-Ahmad y Mosli, 1993) o reducciones del 

rendimiento por árbol afectado de hasta el 84 % en España (Jiménez-Díaz et 

al., 2015) y el 87% en Israel (Levin et al., 2003a; b). 

1.2.1 Sintomatología de la enfermedad 

Los síntomas de la VO no son tan característicos como los descritos en 

cultivos herbáceos y pueden ser confundidos con otras afecciones (infecciones 

producidas por otros hongos de suelo, desajustes minerales, asfixia radicular, 

ataques de insectos o los efectos de otros factores abióticos). La VO se 

manifiesta mediante dos tipos de síndromes denominado Apoplejía y 

Decaimiento Lento en España (Blanco-López et al., 1984), también conocidos 

como Decamientos o formas aguda (Apoplejía) y crónica o gradual 

(Decaimiento Lento) de la VO en otros países (Zachos, 1963; Cirulli, 1981; Al-

Ahmad y Mosli, 1993).  
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Una descripción detallada de ambos síndromes fue realizada por Blanco-

López et al. (1984) en Andalucía, indicando que la Apoplejía se desarrolla entre 

final de invierno y principio de primavera comenzando con una tonalidad 

marrón clara de las hojas, que se enrollan longitudinalmente hacia el envés y 

permanecen secas adheridas al brote o rama, aunque en el caso de los arboles 

jóvenes pueden llegar a desprenderse en parte de los mismos. El síndrome 

apopléjico consiste en una muerte rápida de brotes, ramas principales y 

secundarias. Esta necrosis tiene lugar desde el extremo hacia la base del 

órgano y puede terminar con la muerte del árbol. A veces, en el xilema de las 

zonas afectadas se desarrolla una coloración castaño-oscura de distribución 

irregular. El síntoma más característico del Decaimiento Lento es la necrosis de 

las inflorescencias, que quedan momificadas y persisten en las ramas 

afectadas del árbol o caen. Las hojas de brotes afectados se tornan verde-mate 

y caen generalmente antes de secarse, salvo las más distales que permanecen 

adheridas hasta después del verano. Los síntomas en flores y hojas comienzan 

casi siempre al mismo tiempo, si bien en ocasiones los primeros preceden a los 

síntomas foliares, y ambos continúan con la muerte del brote que puede 

adquirir externamente un color pardo-rojizo de distribución sectorial, y en cuyos 

tejidos no siempre se observa una coloración castaño-oscura. Los síntomas de 

Decaimiento Lento empiezan a finales de abril y se desarrollan de forma 

gradual durante la primavera hasta principios del verano. Esto contracta con el 

desarrollo de la Apoplejía, que no continua tras la muerte de las ramas 

afectadas (Blanco-López et al., 1984). Un mismo árbol puede sufrir ambos 

síndromes secuencialmente, aunque el desarrollo de éstos es distinguible en el 

tiempo.  

Más recientemente se ha indicado en Andalucía que la enfermedad en 

árboles jóvenes de un cultivar susceptible (Arbequina) establecidos en regadío 

e infectados por una variante del patógeno muy virulenta (patotipo defoliante), 

puede manifestarse por una parcial o total defoliación de hojas verdes que 

tiene lugar principalmente desde finales de otoño a principios de primavera y 

que puede ocasionar la muerte de árboles (Navas-Cortés et al., 2008). 
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1.3 Etiología y ciclo biológico del patógeno 

El agente causal de la VO es el Ascomiceto mitospórico de suelo y 

colonizador vascular Verticillium dahliae Kleb. (Inderbitzin et al., 2011, 

www.mycobank.org). El hongo se caracteriza por formar esclerocios 

melanizados negro-mate de forma variable y tamaño de 15-50 µm, 

ocasionalmente hasta 100 µm (Smith, 1965), aunque mayoritariamente 

superiores a 37-38 µm en suelos naturalmente infestados (Ashworth et al., 

1972; Smith y Rowe, 1984), y conidias de 1.4-3.2 x 2.5-8.0 µm formadas en 

conidióforos verticilados (Smith, 1965; Hawksworth y Talboys, 1970). Tres de 

los aspectos más significativos de este patógeno que hacen difícil el manejo de 

cualquier Verticilosis, y en concreto el de la VO, son su amplia gama de 

huéspedes, presentando uno de los rangos más amplios conocido entre los 

patógenos fúngicos de plantas, su capacidad para sobrevivir como esclerocios 

melanizados largo tiempo en el suelo, y el crecimiento confinado en el xilema 

durante su fase parasítica, pudiendo ocasionar infecciones asintomáticas 

(Wilhelm, 1955, Rodríguez Jurado, 1993; Mercado-Blanco et al., 2001; 2003b; 

Karajeh y Masoud, 2006; European Food Safety Authority Panel on Plant 

Health, 2014).  En el ciclo biológico de V. dahliae en olivo (Fig. 1.3), estos 

aspectos se materializan en una alta eficacia en supervivencia y dispersión.  

 

Figura 1.3 Ciclo biológico tipo del hongo de suelo Verticillium dahliae (Composición: A. 

Santos; Imagen: Beatriz Morera Oliveros; Fuente: Red de Alerta e Información 

Fitosanitaria. Junta de Andalucía. Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural). 
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1.3.1 Supervivencia y dispersión 

Durante la fase no parasítica, la capacidad de V. dahliae de crecer 

saprofíticamente es muy limitada (Isaac, 1967). El hongo es capaz de soportar 

condiciones adversas en el suelo por medio de esclerocios libres en el mismo, 

o incrustados en tejidos colonizados de hojas, tallos y raíces de diversos 

huéspedes (Evans, 1966; Ashworth et al., 1974; Mol, 1995; Pegg y Brady, 

2002; Rodríguez Jurado et al., 2002; Bejarano Alcázar et al., 2008), Los 

esclerocios están formados por células melanizadas de paredes gruesas que 

tienen una función de supervivencia, y células hialinas o menos pigmentadas 

de paredes delgadas (Schreiber y Green, 1963) y son predominantes en los 

diez primeros cm de suelo llegando a desaparecer a los 40 cm (Ben-Yephet y 

Szmulewith, 1985). Estas estructuras se forman extensamente en ramas, 

hojas, peciolos e inflorescencias de olivos afectados por la Verticilosis (Wilhelm 

y Taylor, 1965; Tjamos y Tsougriani, 1990; Estrada et al., 2008; Jiménez-Díaz 

et al., 2008; Trapero et al., 2011), e incluso en las propias semillas de las 

aceitunas (Karajeh, 2006). En el caso de las hojas, los esclerocios se 

desarrollan 3-5.5 meses después de que las hojas verdes infectadas 

permanezcan enterradas en suelo de olivar (D. Rodríguez-Jurado y R. 

Jiménez-Díaz, datos no publicados). La persistencia en el suelo es favorecida 

además por la amplia gama de plantas huéspedes del hongo, más de 500 

(Inderbitzin et al., 2011), entre las que figuran malas hierbas dicotiledóneas e 

incluso gramíneas, las cuales pueden ser tanto portadoras sintomáticas como 

asintomáticas (Mathre, 1986; Vargas-Machuca, 1987; Heale, 1988). La 

presencia de malas hierbas huéspedes en una parcela aumentará la densidad 

de inoculo del hongo en el suelo y podrá dar lugar a cadenas de infección 

continuas que reducirían el tiempo de supervivencia (Thanassoulopoulos et al., 

1981; Pegg y Brady, 2002; Trapero y Blanco, 2008).  

 En suelos húmedos e incluso en ausencia de huésped, los esclerocios 

pueden germinar varias veces y dar lugar a micelio y conidias (Menzies y 

Grielbel, 1967; Green, 1969; Farley et al., 1971; Moraño Moreno et al., 2010b). 

Estas estructuras contribuyen a la supervivencia a corto plazo del patógeno ya 
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que se ha demostrado que pueden sobrevivir hasta dos semanas en el suelo 

(Green, 1969), y pueden persistir 1.5 meses en hojas de olivo infectadas sobre 

el suelo regado por goteo (D. Rodríguez-Jurado y R. Jiménez-Díaz, datos no 

publicados).  

V. dahliae se considera un residente no agresivo del suelo y se mueve 

raramente más allá de algunos milímetros de donde se propaga (DeVay y 

Pullman, 1984). Sin embargo, cualquier factor que facilite el movimiento de 

suelo como agua de riego, aperos, maquinaria, vehículos y/o viento, puede 

dispersar a V. dahliae a corta distancia (Easton et al., 1969; Thanassoulopoulos 

et al., 1980; Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar, 2007; García-Cabello et al., 

2012). La dispersión a corta distancia dentro y entre parcelas es favorecida por 

la presencia en la parcela de órganos vegetales de olivo infectados, señalados 

antes, especialmente las hojas (Navas-Cortes et al., 2008) y por la presencia 

de plantas huéspedes (Thanassoulopoulos et al., 1981; Pegg y Brady, 2002; 

Trapero y Blanco, 2008). Todo lo que permita el movimiento de residuos 

vegetales infectados por V. dahliae procedentes de parcelas vecinas de olivar, 

algodonero, u otros huéspedes, dispersarán al hongo a corta distancia (Wilhelm 

y Taylor, 1965; Schnathorst y Sibbett, 1971; Navas-Cortés et al., 2008). Quizás 

el caso más llamativo sea la trasmisión del hongo en el estiércol de ovejas 

alimentadas con restos de cultivos infectados (Markakis et al., 2014). 

La dispersión de este patógeno a largas distancias, y por lo tanto su posible 

introducción en aéreas libres del patógeno, puede ocurrir por el uso para 

plantación de material vegetal infectado (Thanassoulopoulos, 1993; Hiemstra, 

2015) y/o sustrato (Nigro et al., 2005) infestado procedentes de los viveros. 

Este hecho puede deberse al establecimiento de los viveros en lugares 

cercanos a zonas intensamente infestadas por el patógeno (Naser y Al-Radad 

Al Momany, 1998) pero también, y más probablemente, a la utilización de 

material vegetal de partida con infecciones asintomáticas, las cuales son 

comunes (Mercado-Blanco et al., 2001; 2003b). El Servicio de Sanidad Vegetal 

de Andalucía detectó en los años 2006 y 2007 olivos infectados por V. dahliae 

aunque asintomáticos en el 5,5% de más de 600 viveros registrados en el sur 

de España (Jiménez-Díaz et al., 2011). El material procedente de los viveros, 

aun estando en conformidad con los requerimientos oficiales de la Unión 

Europea (diagnosis visual; Conformitas Agraria Communitatis), pudo contribuir 
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a dispersar al hongo en esta zona. El agua de riego se considera uno de los 

principales agentes diseminante en Andalucía, donde se ha demostrado que el 

agua balsas, pozos y el agua de bombeo es una fuente de V. dahliae 

(Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar, 2007, Moraño Moreno et al., 2008b; 

Rodríguez-Jurado et al., 2008; Jiménez-Díaz et al., 2011; García-Cabello et al., 

2012). Por último, se ha sugerido que en la dispersión de V. dahliae a olivares 

a grandes distancias, desempeña un papel fundamental el transporte de 

cosechas y restos de cultivos afectados, en particular algodonero (Wilhelm y 

Taylor, 1965; Schnathorst y Sibbett, 1971; Bejarano-Alcázar et al., 2002). 

1.3.2 Infección de la raíz 

Los propágulos de V. dahliae son capaces de germinar en agua en 

condiciones de laboratorio (Mace et al., 1981; Gómez-Gálvez y Rodríguez-

Jurado, 2015). Sin embargo, en el suelo, la fungistasis y los microorganismos 

antagonistas parecen mantener la dormición de los esclerocios (Ashworth et 

al., 1974; Green, 1980; Mace et al., 1981), aunque bajo condiciones 

ambientales favorables, como la presencia de exudados radiculares de la 

planta huésped (Schreiber y Green, 1963; Lacy y Horner, 1966; Mol, 1995) o, 

sin la presencia de éstos, mediante el riego (Moraño Moreno et al., 2010b), los 

esclerocios son capaces de germinar. Los esclerocios germinan a partir de las 

células de paredes delgadas (Schreiber y Green, 1963) con una tasa de 

germinación relacionada con su tamaño, siendo los esclerocios de 75 a 106 μm 

de tamaño los que germinan más rápido y de forma más sincronizada que 

aquellos de <75 μm de tamaño (Hawke y Lazarovits, 1994). En un reciente 

estudio, Hu et al. (2014) demostraron que la germinación es óptima a 20 ºC y 

un pH de 8.0, no siendo afectada por los distintos regímenes de nutrientes 

usados en su estudio. Según Saadatmand et al. (2006), la germinación de los 

esclerocios producidos en cultivo líquido decrece linealmente con el potencial 

matricial de 0 a -1,5 MPa, el cual influyó más en la germinación que el potencial 

osmótico. 

Las observaciones microscópicas de Prieto et al. (2009) en un cultivar de 

olivo susceptible (Arbequina) crecido en condiciones de ambiente controlado, 

indican que la colonización extravascular de la superficie de las raíces es 
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rápida y contundente hasta alcanzar el sistema vascular. La entrada de V. 

dahliae en las células epidérmicas de la raíz fue predominantemente pasiva a 

través de macro y micro lesiones aunque la entrada activa del patógeno no fue 

descartada. De hecho se sabe que aislados del hongo procedentes de olivo 

expresan genes que controlan la degradación enzimática de las paredes 

celulares en presencia de exudados radicales de olivo (Gharbi et al., 2015). En 

el estudio de Prieto et al. (2009), V. dahliae colonizó más intensamente  las 

zonas de diferenciación y elongación de las raíces que las zonas 

meristemáticas e invadió con éxito la corteza de la raíz y los tejidos vasculares 

progresando a las partes aéreas de la planta a través de las células de los 

vasos del xilema.  

No existen reseñas en nuestro conocimiento de la restricción a la infección 

vascular desde el córtex de la raíz en olivo. En general, todas las infecciones 

radicales por V. dahliae no consiguen entrar al tejido vascular (Gerik y 

Huisman, 1988). Por ejemplo, en algodonero se estimaron aproximadamente 

5000 invasiones corticales de la raíz por cada infección vascular (Huisman y 

Gerik, 1989).  

1.3.3 Colonización vascular  

Las observaciones bajo microscópica óptica de Rodríguez Jurado (1993) en 

un cultivar susceptible (Picual), señalaron la presencia de hifas delgadas y 

conidias de V. dahliae en el xilema de la raíz 14 días después de la inoculación, 

al tiempo que el hongo fue aislado de tallos y brotes, lo que sugiere que las 

conidias fueron fácilmente transportadas longitudinalmente en el xilema gracias 

al sistema de transpiración de la planta. Antes de los primeros síntomas, el 

hongo se extendió restringido al a los vasos del xilema a lo largo del eje de la 

planta, colonizándola sistémicamente con rapidez y contundencia. Cuando 

aparecieron los primeros síntomas (24 días después de la inoculación), las 

hifas en el xilema de la raíz penetraron los poros de las placas de perforación y 

de las paredes laterales, forma en la que el hongo colonizó el xilema 

longitudinal y transversalmente (Rodríguez Jurado, 1993). Descripciones 

similares fueron realizadas por Baídez et al. (2007) en la parte aérea del 

cultivar Picual haciendo uso de microscopía electrónica de barrido y por Prieto 
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et al. (2009) con confocal en el cultivar Arbequina. En este cultivar el hongo se 

observó en el xilema de la raíz tan pronto como 9 días después de la 

inoculación y a los 30 y 40 días estuvo presente en el peciolo de hojas caídas y 

no caídas, respectivamente. Al final de la fase parasítica en reacciones 

susceptibles a la enfermedad, el xilema es extensamente colonizado por V. 

dahliae, el cual obstruye los vasos del xilema de la raíz y el tallo (Rodríguez 

Jurado, 1993; Baídez et al. 2007) donde puede formar esclerocios y/o crecer 

hacia fuera para colonizar el parénquima del xilema y los tejidos del floema, en 

los que también se forman esclerocios al menos en la raíz (Rodríguez Jurado, 

1993).  

1.3.4 Desarrollo de síntomas  

La colonización vascular ocurre antes del desarrollo de síntomas en 

combinaciones cultivar de olivo-aislado de V. dahliae de diferente 

susceptibilidad (Rodríguez Jurado, 1993; Mercado-Blanco et al., 2003a; Prieto 

et al., 2009). Una cadena de respuestas no perceptibles a la infección tiene 

lugar en olivo. Hasta 18 genes han sido identificados como inducidos en los 

tejidos aéreos antes del desarrollo de síntomas en un estudio transcriptómico 

que involucraba una interacción cultivar-aislado resistente (Gómez-Lama 

Cabanás et al., 2015). Similarmente, el análisis transcriptómico diferencial 

realizado a los 2 y 7 días tras la inoculación en una interacción cultivar-aislado 

susceptible, reveló la existencia de un gen diferencialmente expresado 

perteneciente a la planta altamente enriquecido en proteólisis, así como genes 

de plegado y biosíntesis de proteínas. Además, una especie reactiva de 

oxígeno fue inducida primero en el patógeno y más tarde en las raíces de la 

planta (Jiménez-Ruiz et al., 2017). Respuestas bioquímicas diferenciales 

involucrando la expresión de genes relacionados con el ácido salicílico, 

jasmónico, proteínas PR, producción de agua oxigenada, chitinasas o etileno, 

entre otros, también han sido indicados (Markakis et al., 2010; Gharbi et al., 

2016). 

Los síntomas perceptibles de Verticilosis más comunes en plantones de 

olivo son la marchitez foliar gradual que puede finalizar con la desecación 

parcial o completa del plantón, la defoliaciación de hojas verdes y/o marchitas, 
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la clorosis foliar y la reducción en el crecimiento (Rodríguez Jurado et al., 

2009). Todos ellos son causados por los aislados denominados defoliantes. En 

general se admite que la marchitez vascular causada por V. dahliae y otros 

patógenos vasculares es el fenotipo que resulta del estrés hídrico por 

disminución de la conductancia hidráulica del xilema (Beckman, 1987; Pegg, 

1989; Van Alfen, 1989). Sin embargo, el grado en que la reducción de la 

conductancia hidráulica explica la sintomatología de las Verticilosis es polémico 

(Bowden et al., 1990). Las raíces y tallos del olivo reaccionan a la colonización 

del xilema por V. dahliae produciendo materiales de tipo polisacárido, 

agregados ópticamente densos y tilosas, los cuales obstruyen los vasos y 

probablemente el movimiento longitudinal y transversal del agua pudiendo 

disminuir la conductancia hidráulica del xilema (Rodríguez Jurado, 1993; Prieto 

et al., 2009). La marchitez y otros síntomas, como clorosis o la reducción del 

crecimiento del plantón (Rodríguez Jurado et al., 2009), parecen más el 

resultado de alteraciones fisiológicas que afectan al intercambio de gases por 

disminuir la transpiración, el cierre de los estomas y los niveles fotosintéticos, 

como ocurre en el patosistema patata-V. dahliae (Bowden et al., 1990) y en 

algunas interacciones cacao-V. dahliae (Resende et al., 1996). De otra parte, 

las alteraciones fisiológicas pueden resultar también de la formación de 

compuestos, como el etileno, originados como consecuencia de la degradación 

de las paredes celulares por enzimas hidrolíticas del patógeno (Mussell et al., 

1982). Así, a los incrementos en etileno se atribuye en parte la defoliación 

causada por V. dahliae en algodonero (Wiese y DeVay, 1970) y cacao 

(Resende et al. ,1996) 

La literatura sobre el efecto de V. dahliae en el crecimiento y los procesos 

fisiológicos es extensa en cultivos herbáceos (Bowden et al., 1990; Bowden y 

Rouse, 1991; Pennypacker et al., 1991; Gaudreault et al., 1995; Gent et al 

1995; Arbogast et al., 1999; Sadras et al. 2000; Karagiannidis et al., 2002; 

Pomar et al, 2004; Pascual et al, 2010) pero limitada para especies leñosas, 

especialmente olivo.  

Los intentos de correlacionar los primeros síntomas visuales de la 

enfermedad con alteraciones de las tasas de transpiración fueron 

enmascarados por el estrés hídrico impuesto sobre plantas de álamo amarillo 

de 1 año de edad inoculadas con V. albo-atrum y sometidas a condiciones de 
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humedad del suelo favorables, periódicamente saturadas y crónicamente bajas 

(Morehart y Melchior, 1982). Sin embargo, en plántulas de cacao de siete días 

de edad inoculadas con dos aislados de V. dahliae de diferente virulencia 

(defoliante y no defoliante) y mantenidas bien regadas bajo condiciones de 

invernadero, Resende et al. (1996) observaron una rápida disminución en el 

potencial hídrico de las hojas y la conductancia estomática estrechamente 

asociada con el inicio de los síntomas foliares cuando las plántulas fueron 

inoculadas con el aislado menos virulento (no defoliante), mientras que la 

disminución de la conductancia estomática solo se dio cuando las plántulas 

expresaron los máximos síntomas al ser inoculadas con el aislado más 

virulento (defoliante).  

En el caso del olivo, Calderón et al. (2013) midieron en verano a mediodía 

la conductancia estomática de la hoja en 25 árboles que cubrían un gradiente 

en los niveles de gravedad de la enfermedad, desde asintomáticos a árboles 

gravemente afectados, en una parcela de olivos 'Picual' de 12 años regados 

por goteo y naturalmente infectados por V. dahliae. La conductancia estomática 

mostró una tendencia negativa a medida que aumentaban los niveles de 

gravedad de la enfermedad, pudiendo discriminar con este parámetro entre 

árboles sanos y aquellos que se encontraban en las primeras etapas del 

desarrollo de la enfermedad.  

Los cambios fisiológicos pueden traducirse en la modificación de la relación 

de peso entre raíz y tallo o la reducción del peso de las plantas. La reducción 

en peso encontrada en plantas infectada por V. dahliae será perceptible o no 

en función de la virulencia del aislado y la resistencia del cultivar pudiendo 

ocurrir incluso en infecciones asintomáticas (Rodríguez-Jurado et al., 2009; 

Birem et al., 2016). Calderón et al. (2014) describieron en condiciones 

artificiales una reducción promedio de la longitud (expresada como una tasa de 

crecimiento diaria relativa a los valores iniciales) y de peso seco de la parte 

aérea en una interacción cultivar de olivo-aislado de V. dahliae susceptible. 

Yaseen et al. (2012) encontraron también menor altura y peso seco de raíz en 

plántulas de un cultivar de olivo susceptible de 18 meses injertadas en Olea 

oleaster L. e inoculadas con una mezcla de aislados de V. dahliae poco 

virulentos. Más recientemente, Birem et al. (2016) demostraron la disminución 

del peso seco de la planta completa y de los brotes y hojas nuevas en 
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cultivares de olivo susceptibles y resistentes, respectivamente, inoculados con 

un aislado defoliante de V. dahliae en comparación con las respectivas plantas 

no inoculadas. 

1.4 Epidemiologia de la Verticilosis del olivo 

El desarrollo epidémico de la VO ha sido descrito por un modelo logístico 

generalizado con un patrón sigmoide múltiple (Navas-Cortés et al., 2008; 

Pérez-Rodríguez et al., 2015a; 2016b). Las epidemias pueden estar 

influenciadas por la densidad y virulencia del inóculo en el suelo y la resistencia 

del cultivar, así como por la frecuencia de los encuentros del inóculo con el 

sistema radicular del huésped (Gilligan, 1994; Jiménez-Díaz et al., 2012).  

A escala de varias estaciones de crecimiento, además de los factores 

mencionados, otros relativos al patógeno como su supervivencia y capacidad 

de dispersión (Navas-Cortés et al., 2008) en la parcela, e intrínsecos al cultivo 

como la edad, pueden afectar a la enfermedad. Se sabe que las epidemias son 

especialmente severas en arboles jóvenes (Thanassoulopoulos et al., 1979; 

Blanco-López et al., 1990), un aspecto muy a tener en cuenta en Andalucía, 

donde el 15.4% de los olivos en 2009 eran nuevos o de renovación (CAPDER, 

2015) lo que ha conllevado una disminución de la edad media del olivar. Una 

característica de la enfermedad, es la recuperación natural de los síntomas. 

Este fenómeno ha sido observado en las Verticilosis de otras especies leñosas 

(Goud y Hiemstra, 1998) y también en olivo tanto en campo, sobre parcelas 

afectadas no tratadas (Wilhelm y Taylor, 1965; Blanco-López et al., 1990; Levin 

et al., 2003a; b; Bubici y Cirulli, 2014) o después de la solarización del suelo 

bajo la copa de árboles jóvenes afectados (López-Escudero y Blanco-López, 

2001; Bubici y Cirulli, 2014) y adultos (Tjamos et al., 1991), como en 

condiciones controladas y favorables para la enfermedad (Rodríguez-Jurado, 

1993; Mercado-Blanco et al., 2001; López-Escudero et al., 2005a; Markakis et 

al., 2009). En ambas situaciones (campo y condiciones controladas) la 

reducción de los síntomas se asoció a una disminución constante y finalmente 

un fracaso completo en el aislamiento del patógeno o la detección de ADN de 

V. dahliae en brotes asintomáticos y/o brotes recién desarrollados (Rodríguez 
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Jurado, 1993; Mercado-Blanco et al., 2001; Levin et al., 2003a; Markakis et al., 

2009; Bubici y Cirulli, 2014). En el seguimiento sintomatológico de la 

enfermedad realizado por Blanco-López et al. (1990) durante 5 años en dos 

parcelas (regadío y secano) bajo condiciones de moderada presión de 

enfermedad (cultivar susceptible-aislado poco virulento de V. dahliae) se 

observó que la incidencia de la enfermedad disminuyó exponencialmente 

(revisado por Jiménez-Díaz et al., 2012). Otras investigaciones en similares 

condiciones señalan un bajo impacto de la recuperación de síntomas sobre la 

epidemiologia de la enfermedad (Bubici y Cirulli, 2014). Aunque el patógeno fue 

inactivo en los tejidos del olivo, las infecciones repetidas de la raíz hicieron la 

recuperación transitoria, durando a menudo unos pocos meses, lo que 

evidentemente no retrasó el progreso de la enfermedad en la parcela.  

1.4.1 Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad  

Los distintos factores de diversa naturaleza que se describen a 

continuación, pueden afectar a la VO. En el marco de esta Tesis Doctoral el 

riego tienen especial relevancia.  

1.4.1.1 Variabilidad patogénica de V. dahliae en olivo 

Las poblaciones de V. dahliae se consideran adaptadas al huésped en 

lugar de ser específicas del huésped, es decir, presentan patogenicidad 

cruzada pero son más virulentas (la virulencia se define aquí como la 

capacidad relativa de una cepa patógena para causar una cantidad de 

síntomas en huéspedes individuales o genotipos huéspedes) sobre el huésped 

de origen (Koike et al., 1994; Bhat y Subbarao, 1999; Douhan y Johnson, 

2001). Bajo presión de selección, la adaptación al huésped puede dar lugar a 

razas específicas de cultivos, como las razas 1 y 2 de V. dahliae identificadas 

sobre lechuga, tomate o girasol tras el uso de cultivares altamente resistentes 

de cada huésped (Alexander, 1972; Vallad et al., 2006; Gulya, 2007), o a 

incrementos cuánticos en la virulencia, como ejemplifica el patótipo defoliante 

(D) de algodonero y de olivo que difiere mucho en virulencia del no defoliante 

(ND) (Schnathorst y Mathre, 1966; El-Zik, 1985; Bejarano-Alcázar et al., 1996; 

Korolev et al., 2008; Erdogan et al., 2013). El patotipo D se describió por 

primera vez en California para aislados que causaron una defoliación severa en 
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una variedad de algodonero que previamente había sido tolerante a la 

Verticilosis (Schnathorst y Mathre, 1966) y dicho patotipo ocurre ahora 

prácticamente allá donde existen cultivos huéspedes (Jiménez-Díaz et al. 2012; 

Milgroom et al., 2016). Los aislados del patotipo D causan defoliación rápida y 

severa sólo en algodonero, okra y olivo, pero también son patógenos en 

alcachofa, apio, berenjena, lino, cártamo, girasol y sandía, con un rango de 

virulencia (Schnathorst y Mathre, 1966; Jiménez-Díaz et al., 2006; Korolev et 

al., 2008). Por el contrario, los aislados que causan necrosis foliar y marchitez, 

pero no defoliación en algodonero, okra y olivo, se refiere que tienen un 

patotipo ND (Bell, 1994; Jiménez-Díaz et al., 2012).  

En líneas generales los aislados de V. dahliae originarios de olivo en 

España reproducen los dos fenotipos descritos indicándose que pertenecen a 

los patotipos D y ND. En condiciones controladas, el patotipo D causa con 

frecuencia la muerte de cultivares susceptibles mientras el otro patotipo 

raramente la ocasiona (Rodríguez-Jurado et al., 1993; López-Escudero et al., 

2004) Las diferencias en la severidad de las reacciones inducidas por los 

patotipos D y ND en olivo están asociadas con la rapidez de distribución del 

patógeno en la planta, y la continuidad e intensidad de la colonización vascular, 

que es más intensa en las plantas con el patotipo D, según las observaciones 

microscópicas y moleculares, así como los aislamientos, realizados a distintos 

tiempos después de la inoculación (Rodríguez Jurado et al., 1993; Mercado-

Blanco et al., 2003a; Markakis et al., 2009). La naturaleza del patótipo que 

infecta a los árboles es un factor crucial para entender la epidemiología de la 

VO. En condiciones de campo y un cultivar susceptible, el tiempo hasta la 

aparición de la enfermedad, el progreso de la enfermedad y la distribución de 

los olivos afectados en la parcela son influenciados por la naturaleza del 

patótipo que infecta los árboles (Navas-Cortés et al., 2008). En cuatro 

estaciones de cultivo según las investigaciones de Navas-Cortés et al. (2008), 

el número de árboles afectados aumentó de tres a 141, de los cuales 123 

fueron infectados por el patotipo D y 18 por el patotipo ND. Mientras que la 

mayoría de los árboles infectados por ND fueron afectados al final de la primera 

temporada de cultivo, el número de árboles sintomáticos infectados por el 

patótipo D aumentó durante todo el período del estudio, posiblemente por la 
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alta eficacia en dispersión del patotipo D, en comparación con el ND, a través 

las hojas verdes infectadas caídas al suelo de la parcela.  

La dispersión de aislados D en el Valle del Guadalquivir en el sur de 

España ha sido estudiada. Las poblaciones de aislados D se limitaban 

inicialmente a cultivos de algodonero en las marismas del valle inferior 

(prospecciones realizadas en los años 80) y desde entonces, se han 

diseminado continuamente a zonas oleícolas distantes de ese foco inicial 

(Bejarano-Alcázar et al., 1996; López-Escudero y Blanco-López 2001; 

Mercado-Blanco et al., 2003b; Navas-Cortés et al, 2008; Rodríguez et al., 

2008). En 1994 fue detectado ocasionalmente por primera vez en olivos 

infectados en Sevilla (López-Escudero y Blanco-López, 2001). Más tarde, entre 

2001 y 2005, este patotipo fue identificado por PCR en árboles infectados de 

forma natural en cuatro provincias, con una prevalencia del 67.7% en las tres 

provincias olivareras más importantes (Córdoba, Sevilla y Jaén) (Mercado-

Blanco et al., 2003b; Rodríguez et al., 2008; López-Escudero et al., 2010). 

Recientemente, se ha demostrado mediante análisis moleculares que el 78.1% 

de los aislados presentes en estas tres provincias y además en Granada y 

Huelva, pertenecen a este patotipo (Jiménez-Díaz et al., 2011) (Fig. 1.4).  

 

Figura 1.4 Distribucion en Andalucía de los patotipos Defoliante y No Defoliante de 

Verticillium dahliae. Fuente: Rafael M. Jimenez Díaz, 2009. Phytoma, 209: 29-38. 

 

Se ha identificado además un gradiente en virulencia entre los aislados de 

V. dahliae presentes en las aguas de riego de olivar en Andalucía. El patotipo y 
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la virulencia de 150 aislados monoconídicos de V. dahliae se caracterizó en el 

cultivar de olivo susceptible Picual. La virulencia de los aislados testados se 

comparó con la virulencia de aislados de referencia de los patotipos D y ND. Se 

diferenciaron cuantitativamente seis grupos de virulencia, tres de los cuales 

conformaron el patotipo D, y otros tres menos virulentos pertenecieron al 

patotipo ND. Los grupos de virulencia intermedia identificados para los 

patotipos D y ND (denominados DO2 y NDO2) se correspondieron con los dos 

grupos previamente conocidos (o grupos a los que pertenecen los aislados de 

referencia) y fueron en conjunto los más frecuentes en las aguas de riego de 

olivar. Sin embargo, para cada uno de los dos patotipos se encontraron 

también grupos de aislados de mayor (DO1 y NDO1) y menor (DO3 y NDO3) 

virulencia sobre olivo (Moraño Moreno et al., 2010a; 2011). 

1.4.1.2 Densidad de inóculo en el suelo 

La relación entre la densidad de esclerocios (DE) del patotipo D de V. 

dahliae en la plantación, o antes de ésta, y el inicio y el progreso de la VO 

sobre plantas de un cultivar susceptible (Picual) fue descrita por López-

Escudero y Blanco-López (2007). En su experimento, realizado en 

microparcelas infestadas artificialmente evaluaron siete niveles de DE que 

oscilaban entre 0 y 10 propágulos por gramo de suelo secado al aire (ppg). 

Niveles de inoculo iguales y superiores a 3 ppg estimados mediante tamizado 

húmedo (Huisman y Ashworth, 1974), resultaron en más del 50% de incidencia 

de enfermedad e incluso 1 ppg originó una incidencia del 11%. Como 

resultado, se concluyó que en suelos infestados por el patotipo D no deberían 

plantarse cultivares susceptibles (López-Escudero y Blanco-López, 2007). En el 

caso del patotipo ND, el umbral no ha sido establecido hasta la fecha, aunque 

se sabe que bajos niveles de inóculo también pueden causar una enfermedad 

sustancial en el olivo, especialmente en los cultivares altamente susceptibles. 

Por ejemplo, Roca et al. (2015) reportaron un 10% de árboles del cultivar Picual 

enfermos en una parcela con una densidad de inóculo de solo 1 ppg. 

Recientemente, se ha estimado mediante tamizado húmedo que la DE 

promedio en España es superior a 1 ppg, destacando Andalucía con una DE 

media de 4.5 veces la DE del resto del país (1.4 ppg) (Heis et al., 2016).  
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Merece la pena aclarar que aunque con este bajo umbral comentado, 

normalmente son necesarios altos niveles de inóculo D para reproducir 

sólidamente la VO en cultivares altamente susceptibles bajo condiciones 

ambientales controladas cuando se utiliza mezcla de suelo artificial infestada 

(Calderón et al., 2014), aún más, bajo condiciones ambientales naturales 

(Jiménez Díaz et al., 2009). Además, son necesarios altos niveles de inóculo D 

para reproducir consistentemente la enfermedad y reducir el tiempo para iniciar 

los síntomas de VO en condiciones ambientales naturales, con el fin de no 

alargar los estudios durante más de dos a tres años; por ejemplo, 8 (López-

Escudero y Blanco-López, 2007) ó 4 (Jiménez Díaz et al., 2009) meses fueron 

necesarios para detectar síntomas en un cultivar susceptible cultivado en 

microparcelas con 10 o 650 ppg del patótipo D, respectivamente.  

Goud y Termorshuizen (2003) revisaron los métodos existentes para 

cuantificar los esclerocios de V. dahliae en el suelo. Los métodos más 

utilizados son dilución en placas, tamizado seco o tamizado húmedo, e 

incubación en medios semiselectivos (Kabir et al., 2004). La dilución del suelo 

en placas consiste en suspender una cantidad de suelo secado al aire en agua 

estéril (por ejemplo, 10 g de suelo en 100 ml de agua) en matraces, mezclar 

por agitación continua y sembrar en placas una alícuota de la suspensión 

(Nicot y Rouse, 1987). El método de tamizado seco consiste en distribuir las 

partículas de suelo lo más uniformemente posible en placas de agar colocadas 

en plataformas de un muestreador de aire de Andersen; esto permite que las 

partículas del suelo que impactan sobre el agar se seleccionen de acuerdo con 

el tamaño de los orificios en el fondo de una plataforma (Butterfield y DeVay, 

1977). El método de tamizado húmedo incluye cribar la suspensión de suelo 

seco y molido para recuperar la fracción de suelo de 35 a 150 μm en agua 

(Huisman y Ashworth, 1974). Una comparación entre laboratorios de los 

métodos de tamizado seco y húmedo concluyó que no difirieron en los límites 

de detección, pero el tamizado seco fue menos variable a DE más altas y más 

variable en las más bajas que el tamizado húmedo (Termorshuizen et al., 

1998).  

Los niveles de DE obtenidos de los análisis de suelos naturales han sido 

propuestos para establecer un sistema de predicción del riesgo con el fin de 

manejar la VO (López-Escudero y Blanco-López, 2007). La base teórica para la 
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comprensión de la dinámica de la DE de V. dahliae en el suelo es todavía 

limitada. Se ha avanzado poco en el modelado de esta dinámica principalmente 

debido a las incoherencias encontradas al correlacionar la DE en el suelo con 

la incidencia o intensidad de la enfermedad (Termorshuizen y Mol, 1995). Esto 

se podría explicar porque las ecuaciones utilizadas para el estudio del progreso 

de la enfermedad en el tiempo, como los modelos logísticos generalizados con 

un patrón sigmoide múltiple en olivo (Navas-Cortés et al., 2008; Pérez-

Rodríguez et al., 2015a; 2016b), o mono-moleculares, Gompertz, Richards y 

Weibull, no pueden acomodar las curvas no monotónicas que normalmente 

presentan los patógenos de suelo, en las que hay un aumento, seguido por una 

disminución en la variable dependiente con el tiempo (Gilligan, 1990). En estos 

casos, los modelos amortiguados (under-damped, over-damped y critically 

damped models; Gilligan, 1994) podrían ser útiles para estudiar la dinámica de 

los niveles de esclerocios de V. dahliae en el tiempo, así como la variación de 

dicha dinámica según el método de cuantificación utilizado o tipo de propágulo 

cuantificado.  

1.4.1.3 Cultivar de olivo 

En comparación con los aislados del patótipo ND, aquellos del patótipo D 

son consistentemente más virulentos en los diferentes cultivares de olivo 

(López-Escudero et al., 2004, Dervis et al., 2010) y pueden causar un 

marchitamiento más severo con una densidad de inóculo en el suelo mucho 

más baja (López-Escudero y Blanco-López, 2007). Así, la resistencia de 

algunos cultivares frente al patótipo ND es superada por el patótipo D, aunque 

se han encontrado valiosos niveles de resistencia incompleta contra este 

patotipo que parecen ser heredados cuantitativamente en algunos cultivares, 

entre los cuales 'Frantoio' es uno de los más resistentes junto con ‘Empeltre’, 

‘Changlot Real’ y ‘Oblonga’ (Rodríguez-Jurado et al., 1993; López-Escudero et 

al., 2004; Martos Moreno et al., 2006; Bubici y Cirulli, 2011; Arias-Calderón et 

al., 2015b; Trapero et al., 2015). Sin embargo, los cultivares resistentes no 

suelen ser elegidos para el establecimiento de nuevas plantaciones debido a 

que no cumplen con la mayoría de requisitos demandados por los productores 

y/o la industria olivarera (condiciones edafoclimáticas, denominaciones de 

origen y necesidades del mercado). Así, la mayoría de los cultivares 
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actualmente cultivados son susceptibles o extremadamente susceptibles a la 

enfermedad, como es el caso del cultivar Picual (Sesli et al., 2010; Trapero et 

al., 2013; García-Ruiz et al., 2015) dado que son los más importantes 

económica e históricamente en sus zonas de cultivo: ‘Hojiblanca’ y ‘Picual’ en 

España, y en Andalucía en concreto (Fig. 1.5), ‘Konservolia’ y ‘Kalamon’ en 

Grecia, y el cultivado en todo el mundo ‘Manzanillo’ (López-Escudero y 

Mercado-Blanco, 2011).  

 

Figura 1.5 Distribución territorial de las principales variedades de olivo en Andalucía. 

Fuente: Modelo de explotaciones olivareras. Dpto de Prospectiva. Agencia de Gestión 

Agraria y Pesquera de Andalucía. Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. 

 

La susceptibilidad del cultivar de olivo a la Verticilosis puede influir, incluso 

más que la virulencia del aislado y la densidad de inóculo, sobre el desarrollo 

de la enfermedad. Mercado-Blanco et al. (2003a) cuantificaron el ADN de los 

patotipos D y ND de V. dahliae sobre genotipos de olivos resistentes 

(Acebuche-L), y susceptibles (‘Arbequina’ y ‘Picual’), por medio de ensayos de 

PCR a tiempo real. Los resultados de este estudio mostraron que la cantidad 

de ADN fúngico cuantificado en cada genotipo de olivo está correlacionado con 

la susceptibilidad del cultivar a la Verticilosis más que con la virulencia del 

aislado. Por otro parte, Ostos et al. (2016) estudiaron recientemente la relación 

en campo entre la cantidad final de enfermedad y la DE inicial, siendo ésta de 

1.8-17.9 ppg, para tres grupos de cultivares: resistentes (‘Frantoio’, 'Empeltre' y 

'Changlot Real'), moderadamente susceptibles ('Arbequina', 'Koroneiki' y 

'Sevillenca') y susceptibles ('Picual', 'Cornicabra' y 'Manzanilla de Sevilla'). 
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Según estos autores, las correlaciones (cantidad final de enfermedad-DE 

inicial) tuvieron un buen ajuste lineal excepto para el grupo susceptible, que 

presentó un mejor ajuste para la regresión asintótica, ya que las variedades 

susceptibles alcanzaron los niveles máximos de enfermedad para densidades 

de esclerocios ≥ 12.6 ppg. 

1.4.1.4 Temperatura y otros factores ambientales 

Los datos conocidos sobre la incidencia y severidad de la VO demuestran 

un patrón estacional de la misma (Wilhelm y Taylor, 1965, Thanassoulopoulos 

et al., 1979; Levin et al., 2003a; Navas-Cortés et al., 2008; Bubici et al., 2009; 

Pérez-Rodríguez et al., 2015a; 2016b) y se ha sugerido que esta estacionalidad 

es impulsada por las temperaturas del aire (Navas-Cortés et al., 2008). De 

manera general, la incidencia de la enfermedad principalmente aumenta 

durante el periodo invierno-primavera, y disminuye durante el periodo verano-

otoño, así como la severidad de los ataques suele ser máxima durante 

primavera, aunque ésta parece depender de las condiciones experimentales 

(Levin et al., 2003a; Pérez-Rodríguez et al., 2015a).  

Por el contrario, la variación estacional observada en la colonización 

vascular de olivos naturalmente infectados difiere entre países (Cirulli, 1981; 

Blanco-López et al., 1984; Al-Ahmad y Mosli, 1993; Serrhini y Zeroual, 1995) 

aunque tiende a ser más alta al final del invierno y de la primavera (Vigouroux, 

1975; Blanco-López et al., 1984; Montes et al., 1997; Levin et al., 2003a; Bubici 

et al., 2009). Las temperaturas relativamente altas en el verano pueden ser un 

factor importante que afecta tanto la actividad fúngica como el crecimiento de 

los árboles. Un ciclo de infección podría comenzar en otoño con la reinvasión 

de las raíces, probablemente por la germinación de esclerocios en el suelo, 

continuar con la proliferación de conidias en el xilema durante el invierno y la 

primavera, cuando la expresión de la enfermedad es máxima, y completarse 

cuando la población del hongo disminuye durante el verano (Tosi y Zazzerini, 

1998).  

Recientemente, Calderón et al. (2014) encontraron que la temperatura 

óptima del suelo para el desarrollo de la VO en condiciones controladas varía 

con el patótipo de V. dahliae y la susceptibilidad de los cultivares. Los modelos 

utilizados estimaron que la infección por el patótipo D fue promovida por 
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temperaturas del suelo que variaron de 16 a 24 °C en plantas del cultivar Picual 

y de 20 a 24 °C en el cultivar Arbequina. Comparativamente, se estimó que las 

temperaturas del suelo de 16 a 20 °C eran las más favorables para la infección 

de ambos cultivares por el patótipo ND. Estos resultados, juntos a otros, han 

servido para evaluar y modelizar el desarrollo de la VO según el patotipos de V. 

dahliae y la susceptibilidad del cultivar en las condiciones actuales y futuras 

(modelos de simulación), de temperatura y dióxido de carbono (CO2) para 

Andalucía. Los resultados indican que, en general, se estima un incremento en 

el riesgo de VO como consecuencia del incremento de temperatura y nivel de 

CO2 ambiental, aunque el efecto neto de dicha estimación dependerá de la 

combinación cultivar de olivo-patotipo de V. dahliae. Así, la estimación sugiere 

un riesgo elevado de enfermedad en la mayoría de las áreas de cultivo en 

Andalucía para la combinación cultivar Picual-patotipo D (Jiménez-Díaz et al., 

2015).  

Las características del suelo parecen tener un efecto variable tanto en el 

patógeno como en la enfermedad. Prospecciones realizadas en el Valle del 

Guadalquivir demostraron que la incidencia de enfermedad es 

significativamente menor en olivares establecidos en Alfisol (de acuerdo a la 

clasificación de la FAO) que en las parcelas establecidos en Entisol, Inceptisol 

o Vertisol (López-Escudero et al., 2010). Recientemente, Heis et al. (2016) 

estudiaron la relación entre la DE (estimada por tamizado húmedo) y los 

valores de diferentes parámetros físico-químicos del suelo (textura, CIC, pH, 

materia orgánica, etc.) en muestras procedentes del Valle del Guadalquivir. Los 

suelos de textura arcillosa con una concentración de cationes intercambiables 

(CIC) alta presentaron una DE significativamente más elevada que los suelos 

arenosos con una CIC (nutrientes) más baja. Sin embargo, se sabe que la 

prevalencia del patótipo D en esta misma área fue menor en suelos arcillosos 

que en suelos arenosos, francos, franco-arcillosos, o franco-arenosos 

(Jiménez-Díaz et al., 2011). La concentración de sales en el suelo puede influir 

también en el desarrollo de la VO. En Israel, ataques severos de la enfermedad 

han sido citados en los cultivares Picual, Barnea y Souri debido al uso de agua 

de riego con una concentración de sales de 4.2 ds/m (Levin et al., 2003a; b). 

Por último, el ambiente del suelo en cuanto a microbiota se refiere puede 

influir también sobre la VO. Entre las interacciones bióticas, destaca la 
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interacción de la nematofauna rizosférica y V. dahliae. Se sabe que el 

nematodo nodulador de la raíz Meloidogyne javanica puede causar daños 

considerables a los olivares en aquellas zonas de cultivo donde V. dahliae 

también está presente (Saeedizadeh et al., 2003). El estudio de Saeedizadeh 

et al. (2003), realizado en condiciones de invernadero, demostró que las 

plántulas co-inoculadas con V. dahliae y M. javanica experimentaron una 

reducción significativa del crecimiento en comparación con las plantas 

inoculadas con cualquiera de ellos, separadamente. Sin embargo, nuevas 

especies han sido identificadas interactuando con el olivo en Andalucía 

(Archidona-Yuste et al., 2016) donde la estructura de las poblaciones de 

nematodos fitoparásitos es influida principalmente por el cultivar de olivo y la 

textura del suelo (Palomares-Rius et al., 2015). 

1.4.1.5 El riego y otras prácticas de cultivo  

Los cambios en las prácticas de cultivo del olivar hacia una intensificación 

de su manejo podrían haber influido en la actual incidencia de la VO y/o en la 

prevalencia de los patotipos de V. dahliae, según diversos estudios.  

La influencia de la densidad de plantación en la incidencia de la VO es 

controvertida. Rodríguez et al. (2008) inspeccionaron 123 parcelas en la 

provincia de Granada (Andalucía) con árboles infectados principalmente por el 

patótipo ND y encontraron que la incidencia de la enfermedad era 

significativamente mayor en parcelas con árboles menores de 12 años con 

densidades de plantación iguales o superiores a 300 árboles ha-1. Por el 

contrario, una inspección similar de 90 parcelas en las provincias de Córdoba, 

Jaén y Sevilla (Andalucía), donde predomina el patotipo D, López-Escudero et 

al. (2010) hallaron una correlación positiva significativa entre la incidencia de la 

enfermedad y el manejo de suelo de no laboreo en parcelas menores de 25 

años. Sin embargo, la incidencia de la enfermedad fue significativamente 

menor en parcelas con >200 árboles ha-1. Otro estudio, sobre un rango 

geográfico más amplio en la misma región, reveló que el patótipo D ocurrió con 

frecuencia alta o moderada en parcelas de más de 30 años y menores de 20 

años, respectivamente, y fue menos prevalente en parcelas de alta densidad 

arbórea (>350 árboles ha-1) que en los de baja densidad (<125 árboles ha-1) 

(Jiménez-Díaz et al., 2011).  
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Recientemente, la influencia de la fertirrigación sobre el desarrollo de la VO 

en ‘Picual’ ha sido estudiada en suelos naturalmente infestados (Pérez-

Rodríguez et al., 2016a). Estos autores concluyeron que la aplicación de abono 

NO3Ca y N-P-K 15-15-15% incrementan el desarrollo de VO en el cultivar 

Picual comparado con la ausencia de abonado. El conocimiento general en 

otros huéspedes indica además que el abonado con potasio disminuye la 

enfermedad (Presley y Dick, 1951; Young et al., 1959). 

Distintos trabajos coinciden en señalar que la incidencia de VO es mayor en 

riego que en secano (Blanco-López, et al., 1984; Al-Ahmad y Mosli, 1993; 

Serrhini y Zeroual, 1995; Ostos et al., 2015; Pérez-Rodríguez et al., 2015b). 

Las causas del efecto del riego son desconocidas. 

La presencia y dispersión de V. dahliae en las aguas de riego de distintos 

cultivos incluido olivo en Andalucía han sido suficientemente contrastadas en 

diferentes campañas de riego (Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar, 2007; 

Moraño Moreno et al., 2008b; Rodríguez-Jurado et al., 2008; García-Cabello et 

al., 2012). En el caso concreto de Andalucía el riego podría estar afectando a la 

VO por incorporar directa y repetidamente inóculo al suelo próximo a las raíces, 

ocasionando la introducción e incremento del patógeno o de alguno de sus 

aislados en el suelo. 

La infestación del agua de riego no ha sido descrita en nuestro 

conocimiento en países donde la enfermedad incrementa con el riego. Además, 

en los estudios realizados en Andalucía, no todos los olivares regaron con 

aguas infestadas por V. dahliae y la infestación del agua no ocurrió en todas las 

campañas de riego en el mismo campo (Rodríguez-Jurado y Bejarano Alcázar, 

2007; Moraño Moreno et al., 2008b). Por ello, es razonable considerar también 

que el agua de riego en sí misma (en ausencia de infestaciones por V. dahliae) 

puede propiciar condiciones que favorezcan el desarrollo de la VO por afectar 

al inóculo del hongo existente en el suelo, directamente a la planta y/o a la 

interacción hongo-planta.  

Los efectos tanto de la dosis como de la frecuencia de riego en el desarrollo 

de VO se han estudiado en suelos naturalmente infestados (Pérez-Rodríguez 

et al., 2015a; 2015b; 2016b). Pérez-Rodríguez et al. (2015a) concluyeron que 

el riego diario estimula el desarrollo de la VO en el cultivar Picual más que los 

riegos semanales, quincenales y deficitarios, no registrando ninguno de éstos 
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diferencias en cuanto al desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la 

incidencia de la enfermedad no difirió significativamente de acuerdo con las 

dosis de riego en la totalidad de las parcelas muestreadas (Pérez-Rodríguez et 

al., 2015b), o entre los tratamientos de riego (diarios, quincenales y secano) en 

otro estudio en condiciones de campo (Pérez-Rodríguez et al., 2016b). En otro 

trabajo (Pérez-Rodríguez et al., 2016a) se concluye que la aplicación de abono 

con riegos de frecuencia diaria incrementan el desarrollo de VO en el cultivar 

Picual más que el mismo abonado bajo riegos deficitarios.  

El agua de riego también puede modificar, entre otros aspectos, el nivel y/o 

el potencial del inóculo de V. dahliae en el suelo disponible para causar 

enfermedad, y la densidad de inóculo que persiste a largo plazo en el suelo. Se 

considera que los esclerocios de V. dahliae son las estructuras de 

supervivencia del hongo en el suelo a partir de las cuales se inician las 

epidemias (Schnathorst, 1981). La DE de V. dahliae afecta a la incidencia de 

enfermedad (López-Escudero y Blanco-López, 2007) y ésta es influida por el 

estado de humedad del suelo (López-Escudero y Blanco-López, 2005b). Sin 

embargo, la influencia del riego sobre el nivel de inóculo de V. dahliae en el 

suelo a lo largo del tiempo no ha sido ampliamente estudiada en relación con la 

VO. Además, los pocos estudios realizados parecen mostrar resultados 

contradictorios. Se sabe que el aumento de la DE (estimada después de secar 

el suelo a temperatura ambiente) en suelos de olivar es mayor en las zonas 

húmedas alrededor de los goteros que en las zonas secas fuera del alcance del 

sistema de riego (López-Escudero y Blanco-López, 2005). Estos datos 

concuerdan parcialmente con los obtenidos por Moraño Moreno et al. (2010b), 

que indican que la cantidad de agua y la frecuencia de riego por goteo afectan 

también a los niveles de esclerocios (≥20 µm), de micropropágulos (<20 y ≥1 

µm) y a la suma de ambos, o densidad de inóculo total, en ausencia del 

huésped bajo condiciones óptimas para el crecimiento del patógeno. Los 

resultados de Moraño Moreno et al. (2010b) demuestran que el riego en 

ausencia de la planta estimula la germinación de los esclerocios, y sugieren 

que al aumentar la cantidad de agua aplicada y el distanciamiento entre los 

riegos (riegos menos frecuentes) aumenta a largo plazo la cantidad de 

estructuras fúngicas distintas de esclerocios (micropropágulos), con posibilidad 

de originar infecciones en las raíces, y se mantiene o incrementa la densidad 
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de esclerocios, por lo que la densidad de inóculo total en el suelo aumenta. En 

otros estudios donde se investigaron los efectos del riego sobre la VO en 

suelos naturalmente infestados, utilizando una técnica similar a la usada por 

López-Escudero y Blanco-López (2005), el número de esclerocios después de 

casi dos años de riego (en una mezcla de muestras de suelo no localizada con 

respecto a las zonas de influencia de los goteros) no difirió entre los 

tratamientos de riego (Pérez-Rodríguez et al., 2015a; 2016b).  

Por último, el agua afecta al vigor del árbol y puede interferir con los niveles 

de infección de la raíz y de colonización vascular en la planta. La disponibilidad 

de humedad en el suelo puede alterar la liberación de exudados radicales, 

modificar el ambiente del suelo próximo a las raíces y la probabilidad de 

contactos hongo-planta. Se ha señalado que las infecciones radicales efectivas 

por V. dahliae en coliflor incrementan bajo regímenes de riego elevados, frente 

a moderados o deficitarios, debido a que en el primer caso las raíces exploran 

un mayor volumen de suelo, lo que aumenta el número de contactos entre el 

inóculo en el suelo y las raíces de la planta (Xiao y Subbarao, 2000). Sin 

embargo, la colonización radical por V. dahliae es menor en condiciones de alta 

humedad en otros patosistemas. De otra parte, la disponibilidad de agua en el 

suelo y atmósferas secas favorecen la transpiración de las plantas, lo cual 

podría ayudar al transporte de conidias de V. dahliae en el xilema y resultar en 

una mayor cantidad de síntomas o incidencia de enfermedad que en plantas 

mantenidas bajo déficit hídrico (Pennypacker et al., 1991). Por el contrario, en 

otros trabajos se ha encontrado que las alteraciones fisiológicas ocasionadas 

por el déficit hídrico contribuyen a incrementar los síntomas de Verticilosis 

(Arbogast et al., 1999) o que los síntomas aumentan cuando el régimen de 

agua en el suelo reduce la biomasa de la planta porque ésta es más colonizada 

debido al aumento de la cantidad de hongo por unidad de tejido del huésped 

(Gaudreault et al., 1995; Saadatmand et al., 2008). 

Reducir el aporte de agua al cultivo del olivo será insuficiente en situaciones 

en las que el agua de riego esté infestada con V. dahliae considerando los 

niveles de inóculo necesarios para causar enfermedad, expuestos en 

anteriores apartados, y los encontrados en las aguas de riego en el caso de 

Andalucía. Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar (2007) determinaron y 

cuantificaron durante primavera la presencia de V. dahliae en aguas 
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subterráneas (pozos) y superficiales (balsas almacenando agua de rio) sobre 

un total de 33 campos de olivo afectados por la Verticilosis en las provincias de 

Jaén y Sevilla (Andalucía) en 2004 (5 y 18, respectivamente) y 2005 (7 y 14, 

respectivamente). V. dahliae no se aisló de las muestras de agua analizadas en 

el año 2004 posiblemente debido al reducido volumen de agua analizada (2-8 

muestras de 0.5 L/campo) respecto al año 2005 (3-4 muestras de 1000 

L/campo). En 2005, el patógeno se aisló del agua de riego del 85,7% de los 

campos inspeccionados en cada una de las provincias de Jaén (6 de 7 

campos) y Sevilla (12 de 14 campos) (Fig. 1.6), siendo los valores medios 

estimados en los campos regados con agua infestada de cada provincia de 

213.1 (intervalo 0.5-1000.0) y 3579.9 (intervalo 0.7-27006.3) propágulos viables 

por 1000 L de agua, respectivamente. V. dahliae fue recuperado del agua de 

riego del 87.5 % (14 campos) de los 16 campos regados con agua de pozo, 2 

de los cuales estuvieron localizados en Jaén y los 12 restantes en Sevilla (Fig. 

1.6), con un valor medio de 3070.4 (intervalo 0.7-27006.3) propágulos viables 

por 1000 L de agua. EI patógeno se aisló del 80% (4 campos) de los 5 campos 

regados con agua superficial embalsada de origen en el río Guadalquivir, todos 

ellos situados en Jaén, con una media de 312.9 (intervalo 0.5-1000.0) 

propágulos viables por 1000 L de agua.  

 

Figura 1.6 Distribución geográfica en Andalucía de los campos de olivo que utilizaron 

para regar agua infestada por Verticillium dahliae. Fuente: Rodríguez Jurado y 

Bejarano Alcázar, 2007. Vida Rural, 46: 48-52. 
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En otras investigaciones, Moraño Moreno et al. (2008b) abordaron la 

ocurrencia de infestación del agua en diferentes campañas de riego, y 

exploraron si dicha infestación presentaba un patrón que se repitiera con los 

años. Las aguas de riego de un total de 37 campos de olivo afectados por la 

Verticilosis, 20 en el año 2006 (7 y 13 en Jaén y Sevilla, respectivamente) y 19 

de ellos y 17 nuevos campos en 2007 (10, 12 y 14 campos en Córdoba, Jaén y 

Sevilla, respectivamente) fueron muestreadas. Los campos se abastecieron 

para regar con aguas de pozos (3, 5 y 15 en Córdoba, Jaén y Sevilla, 

respectivamente) o aguas superficiales embalsadas o canalizadas desde los 

ríos Genil (4 en Córdoba), Guadalimar (1 en Jaén) y Guadalquivir (3 y 6 en 

Córdoba y Jaén, respectivamente). Los resultados mostraron que V. dahliae 

infestó el agua de riego del 86 y 77% de los campos prospectados en 2006 en 

Jaén y Sevilla, respectivamente, y de todos ellos en 2007 excepto de un campo 

en cada provincia. El hongo se aisló del agua del 90, 92 y 93% de los campos 

prospectados en 2007 en Córdoba, Jaén y Sevilla, respectivamente. Los 

campos que regaron con agua contaminada por V. dahliae representaron el 

100 y 93% del total de los campos que se abastecieron con aguas 

subterráneas y aguas superficiales de origen en los distintos ríos, 

respectivamente. La infestación del agua por V. dahliae no mostró un patrón 

repetible, debido a la variabilidad de su presencia en el agua entre campos 

cada año y entre años en cada campo.  

Los niveles de propágulos totales del hongo en el agua de riego de olivar en 

Andalucía varían también con el campo, la campaña de riego y en el curso 

temporal de una campaña de riego en cada provincia estudiada (Rodríguez-

Jurado y Bejarano-Alcázar, 2007; Moraño Moreno et al., 2008b). La cantidad 

promedio de propágulos en los campos que regaron con aguas infestadas 

durante estos estudios mostró una tendencia a alcanzar valores máximos en 

algunos de los meses más favorables para el desarrollo de síntomas de la 

enfermedad. Además, se demostró que los micropropágulos de tamaño <20 y 

≥1 μm eran más numerosos en el agua que los esclerocios de ≥20μm de 

tamaño. Los niveles medios de micropropágulos recuperados del agua fueron 

3158.9/1000 L comparados con 1.5 esclerocios por la misma cantidad de agua 

utilizada para el riego de los campos infestados en las investigaciones de 

Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar, 2007. El número y tamaño de los 
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micropropágulos sugirió que deben consistir en conidias y micelio. Los 

esclerocios de V. dahliae se han cuantificado también en cantidades de 3.75 

por 1000 L de agua dispensada por el sistema de riego a diferentes parcelas 

localizadas en Córdoba (García-Cabello et al., 2012). 

La infestación del agua de riego en Andalucía es de consideración por su 

extensión e intensidad, y su importancia para los cultivos es obvia debido a la 

variabilidad en virulencia del patógeno en las agua y la amplia presencia de 

aislados pertenecientes al patotipo capaz de originar la muerte de plantas. La 

presencia de los patotipos D y ND en las aguas de riego de algodonero en 

Andalucía ha sido contrastada en diferentes campañas de riego (Moraño 

Moreno et al., 2008a; Rodríguez-Jurado et al., 2008).  La virulencia de 115 

aislados (42, 47 y 26 de Córdoba, Jaén y Sevilla, respectivamente) 

monoconídicos de V. dahliae obtenidos de las aguas de riego de algodonero en 

2006 (57) y 2007 (58), se caracterizó mediante inoculaciones artificiales del 

cultivar de algodonero Acala SJ-2. El 81 y 12% de los aislados caracterizados 

pertenecieron, respectivamente, al patotipo D y ND, y el 7% restante no 

causaron síntomas ni infectaron las plantas. Los aislados D representaron el 

74, 94 y 69% de los aislados testados de Córdoba, Jaén y Sevilla, 

respectivamente. El patotipo D estuvo presente en las aguas procedentes de 

todas las balsas y canales considerados (Moraño Moreno et al., 2008a; 

Rodríguez-Jurado et al., 2008). 

Mayor diversidad fue hallada en las aguas de riego de olivar. El patotipo y la 

virulencia de 150 aislados monoconídicos de V. dahliae originarios de la aguas 

de riego de olivar se determinó en el cultivar de olivo susceptible Picual. De los 

seis grupos de virulencia encontrados, los grupos de virulencia intermedia 

identificados para los patotipos D y ND (denominados DO2 y NDO2, 

respectivamente) se correspondieron con los dos grupos previamente 

conocidos (o grupos a los que pertenecen los aislados utilizados de referencia) 

y fueron en conjunto los más frecuentes en las aguas de riego de olivar. Para 

cada uno de los dos patotipos se encontraron además grupos de aislados de 

mayor (DO1 y NDO1) y menor (DO3 y NDO3) virulencia que los anteriores 

sobre olivo, todos ellos en las aguas de Sevilla y tres y dos de dichos grupos en 

Córdoba y Jaén, respectivamente. Uno de los nuevos grupos de virulencia 

(DO1), identificado en Córdoba y Sevilla, estuvo formado por aislados más 
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virulentos que los D previamente conocidos y solo fue detectado en las aguas 

de riego subterráneas, en tanto las aguas superficiales destacaron por ser un 

vehículo de dispersión importante de los aislados del D de referencia (DO2) 

(Moraño Moreno et al., 2010a; 2011) (Fig. 1.7).  

 

Figura 1.7 Grupos de virulencia de Verticillium dahliae sobre olivo presentes en las 

aguas subterráneas y superficiales utilizadas para el riego de olivares en Andalucía en 

dos campañas consecutivas (A y B). Fuente: Moraño Moreno et al., 2011. Expoliva 

OLI-08, 6 págs. 

 

La presencia de aislados del patotipo D en el agua de riego ha podido 

originar que los aislados de V. dahliae que infectan olivo en Andalucía sean en 

la actualidad predominantemente del patotipo D (Figura 1.4). Ello es además 

de especial trascendencia para los cultivos en general en Andalucía, ya que 

muchas de las balsas y pozos utilizados para el riego de olivar se emplean 

también para regar otros cultivos huéspedes del patógeno.  

1.5 Control Integrado de la Verticilosis del Olivo 

Actualmente, ninguna medida de control aplicada individualmente es 

totalmente efectiva para el manejo de la VO, por ello, para un control eficiente 

de la misma, y a día de hoy obligatorio de acuerdo a la Directiva 2009/128/CE 

del Parlamento Europeo y del Consejo de 21/10/2009 (http://eur-

lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=celex:32009L0128), se requiere la 

aplicación de una estrategia de gestión integrada que combine el uso de 

http://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=celex:32009L0128
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/?uri=celex:32009L0128
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medidas pre- y postplantación (Tjamos 1993; Tjamos y Jiménez-Díaz, 1998; 

López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; Jiménez-Díaz et al., 

2012;http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/si

tes/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf; 

MAPAMA, 2014; Hiemstra, 2015) (Fig. 1.8).  

 

  
Figura 1.8 Estrategia de lucha integrada contra la Verticilosis del olivo (Adaptado de 

López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). 

1.5.1 Medidas pre-plantación  

Para que el establecimiento del olivar sea rentable, las medidas preventivas 

son sin duda las más efectivas y plausibles. Las acciones preplantación están 

dirigidas básicamente a la exclusión y/o erradicación del patógeno.  

1.5.1.1 Utilización de material de plantación, suelo y agua libres del 
patógeno 

Dado que la recuperación natural de los síntomas permite infecciones 

asintomáticas en los árboles (Mercado-Blanco et al., 2001; Levin et al., 2003a), 

los requerimientos oficiales de la Unión Europea consistentes en el diagnóstico 

visual (Conformitas Agraria Communitatis) son insuficientes para utilizar con 
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http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
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certeza material de plantación libre del patógeno. Ello requiere de un sólido 

sistema de certificación que asegure la ausencia del hongo en la planta. La 

aplicación de protocolos basados en PCR (Mercado-Blanco et al., 2003b) para 

la detección in situ del patógeno sería útil para este fin. 

Para la selección del lugar de plantación se debe contar con información 

precisa sobre el estado fitosanitario del suelo y del agua de riego. En el caso 

del suelo, es fundamental conocer el historial de los problemas fitopatológicos 

del mismo; particularmente en el caso de que cultivos huéspedes como el 

algodonero hayan sido cultivados debido a la virulencia cruzada de V. dahliae. 

Además, es aconsejable evitar campos cercanos con cultivos susceptibles a V. 

dahliae (revisado por Jiménez-Díaz et al., 2012). En cualquier caso, la 

detección y cuantificación de los esclerocios de V. dahliae en el suelo antes de 

la plantación, y a ser posible el/los patotipos presentes, es extremadamente 

importante en la prevención de la enfermedad. Los métodos más utilizados 

(Ver apartado 1.4.1.2) se caracterizan por el secado al aire del suelo con el fin 

de analizar los esclerocios o estructuras persistentes del suelo (Ashworth et al., 

1972; DeVay et al., 1974) y en el caso del tamizado húmedo, se descuentan los 

esclerocios mayores de 135 o 125 μm (Huisman y Ashworth, 1974) así como 

los propágulos tales como el micelio y los conidias que, aunque pueden ser de 

corta vida, se producen en suelo húmedo en campos de algodón (Evans et al., 

1966) y en de olivar (Navas-Cortés et al., 2008). La amplia adopción de los 

distintos métodos de cuantificación en suelo sobre medio de cultivo 

semiselectivo (Goud y Termorshuizen, 2003) no les exime de dificultades que 

pueden cuestionar su uso. Termorshuizen et al. (1998) encontraron amplia 

variabilidad en los resultados de diferentes laboratorios en el análisis de 

muestras comunes de suelo de variada naturaleza por los métodos de 

tamizado húmedo y seco. En la actualidad se han desarrollado diferentes 

técnicas moleculares basada en PCR que muestran resultados satisfactorios 

en la detección y cuantificación de Verticillium spp., incluido V. dahliae, en 

suelos naturalmente infestados (Debode et al., 2011; Moradi et al., 2014).  

Para la producción de plantones y en nuevas plantaciones en regadío, en la 

medida de lo posible se usarán aguas para el riego no contaminadas 

(http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/

Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf; MAPAMA, 2014). 

http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
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Independientemente de la procedencia del agua (río o pozo), la detección y 

cuantificación de esclerocios de V. dahliae antes de la plantación, así como 

otras estructuras del hongo como micelio y conidias, es extremadamente 

importante en la prevención de la enfermedad. La metodología utilizada por 

Rodríguez-Jurado y Bejarano-Alcázar (2007), basada en la filtración del agua y 

siembra sobre medio de cultivo, resultó adecuada para detectar esclerocios 

(≥20 μm) y micropropágulos (<20 μm y ≥1 μm) de V. dahliae en las aguas de 

canales, balsas y pozos. La detección del hongo en el agua mediante PCR ha 

sido excepcionalmente valorada (Rodríguez et al., 2007). Al igual que los 

métodos para cuantificación en suelo, la cuantificación en agua presenta 

limitaciones como el bajo umbral de detección debido a los elevados 

volúmenes de agua en los lugares objeto de muestreo. 

1.5.1.2 Métodos de erradicación dirigidos al agua y al suelo  

Si en el suelo y/o en el agua el resultado es positivo, se debe proceder a la 

desinfestación para erradicar o reducir la población del patógeno.  

En el caso del suelo, la solarización es uno de los métodos físicos más 

efectivo (Katan, 1987; Tjamos et al., 1991; Katan, 2000; López-Escudero y 

Blanco-López, 2001). La solarización suele emplearse para tratamientos 

puntuales, individuales o parciales, y aún no se ha probado a gran escala como 

práctica de preplantación en olivar. En este caso, para la desinfestación del 

suelo antes del establecimiento de la parcela se han utilizado prácticas 

culturales y biológicas. Por ejemplo, el retraso en el establecimiento de la 

plantación del olivar para la rotación de cultivos no susceptibles y/o 

intervenciones culturales como el enterrado en verde del cultivo en rotación. En 

este sentido, han sido seleccionadas en el caso concreto de Andalucía diversas 

especies de crucíferas cultivadas y silvestres que tienen un elevado potencial 

para reducir la viabilidad del inóculo de V. dahliae en el suelo cuando se 

aplican como enmiendas en verde al suelo (“Biofumigación”) en condiciones 

ambientales controladas (Bejarano-Alcázar, 2005) y en campo (Jurado Bello et 

al., 2013. El Pasto de Sudán (Sorghum halepense var. sudanense) también ha 

mostrado ser efectivo al ser enterrado en verde en otras Verticilosis (Devay y 

Pullman 1984). La desinfestación de V. dahliae en el suelo por tratamientos 

químicos ha sido revisada por Goicoechea (2009). La aplicación individual de 
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dosis bajas de metan-sodio o dazomet (mezcla de dicloropropeno/isotiocianato 

de metilo), o conjuntamente con enmiendas orgánicas y/o solarización del 

suelo, sería una acción aconsejable en el suelo del olivar (López-Escudero y 

Mercado-Blanco, 2011). 

En el caso del agua, erradicar o reducir los niveles de inóculo del patógeno 

es una prioridad que debe ser contemplada en el control integrado de las 

Verticilosis (antes y después de la plantación) debido a la amplia gama de 

huéspedes y escasa especificidad huésped que este patógeno presenta, así 

como las repercusiones epidemiológicas que pudiera tener. La importancia de 

esta erradicación requiere medidas rápidas y fácilmente accesibles para el 

agricultor. Entre el muy limitado número de estudios que han abordado la 

erradicación de V. dahliae en el agua, la filtración de arena de la solución 

recirculante en un sistema cerrado de cultivo sin suelo, no eliminó los 

propágulos de V. dahliae (Martínez et al., 2009). La filtración de arena utilizada 

en el sistema de riego de algunos olivares retiene sólo algunos esclerocios de 

V. dahliae (García-Cabello et al., 2012). Explorando técnicas más costosas, 

Runia (1994) encontró que la inyección de 20 g de ozono en el agua de 

recirculación de invernaderos redujo irregularmente (25.0-2.5%) la infectividad 

de Verticillium spp. en el tiempo, y sugirió que las conidias en lugar de los 

esclerocios fueron las estructuras fúngicas eliminadas. Así, la erradicación o 

reducción de V. dahliae en el agua de riego está por resolver. 

1.5.1.3 Utilización de cultivares resistentes 

La utilización de cultivares resistentes o patrones portainjertos es un 

elemento clave para la gestión integrada de la VO dada su eficiencia en el 

tiempo, bajo coste y respeto por el medio ambiente (revisado por López-

Escudero y Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; y, Jiménez-Díaz et al., 2012). 

Se han realizado diferentes esfuerzos para evaluar la resistencia a la VO en 

condiciones de campo, de invernadero o cámara de cultivo (López-Escudero et 

al., 2004; Markakis et al., 2009; Trapero et al., 2013; García-Ruiz et al., 2014). 

Sin embargo, la resistencia disponible al patotipo D (predominante en 

Andalucía) entre los cultivares de olivo es incompleta y está comprometida por 

niveles moderados de densidad de inoculo e infecciones recurrentes (Trapero 

et al., 2013). Recientemente, la resistencia del huésped ha sido probada 
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usando un gran número de genotipos de olivo de distinta procedencia (Arias-

Calderón et al., 2015a, 2015b; 2015c; Trapero et al., 2015), así como 

portainjertos resistentes provenientes de clones de olivos silvestre (Jiménez-

Fernández et al., 2016) o de cultivares (Bubici y Cirulli, 2012; Valverde-

Caballero et al., 2016). En todos los trabajos en mayor o menor proporción, 

generalmente baja, se encontraron materiales vegetales resistentes aunque 

para determinados portainjertos resistentes, una elevada presión de 

enfermedad pudo superar con el tiempo (a partir de los 16 meses después de 

la plantación) la resistencia inicialmente conferida por el patrón (Valverde-

Caballero et al., 2016).  

1.5.1.4 Utilización de microorganismos beneficiosos y antagonistas  

Un enfoque interesante para el control de VO dentro de un marco de control 

integrado es el uso de agentes de control biológico, el cual puede aplicarse 

tanto antes como después de la plantación (revisado por López-Escudero y 

Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; y, Jiménez-Díaz et al., 2012). Entre las 

bacterias, recientemente se ha demostrado por primera vez la eficacia de 

Paenibacillus alvei (cepa K165) para controlar la VO en suelos naturalmente 

infestados con altas densidades de inóculo (Markakis et al., 2016). Esta cepa 

suprimió con éxito los síntomas de la enfermedad y la biomasa fúngica en los 

tejidos del cultivar Amfissis (susceptible), mientras que en el cultivar resistente 

Kalamon se observó una notable pero no significativa disminución. Otra de las 

cepas más prometedoras es PICF7 de la especie Pseudomonas fluorescens 

(Gómez-Lama-Cabanás et al., 2014), cuya eficacia en campo está por 

comprobar. Entre los hongos, actualmente, la única bioformulación comercial 

disponible para el control de VO en España es una mezcla de dos especies de 

Trichoderma sp., pero esta mezcla sólo está aprobada para el tratamiento de 

plantas de olivo en el vivero, antes de la plantación (Jiménez Díaz et al., 2009). 

Recientemente, en un ensayo sobre un total de 47 cepas (hongos y bacterias) 

y nueve mezclas de microorganismos, se detectaron cepas prometedoras de 

hongos y bacterias con actividad antagonista frente a V. dahliae, tales como 

Phoma sp., P. fluorescens, una cepa no patógena de Fusarium oxysporum y 

dos mezclas de microorganismos que pueden poseer múltiples modos de 
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acción. Varias de las cepas o aislados poseen efecto protector frente a la 

Verticilosis en planta (Varo et al., 2016).  

1.5.2 Medidas post-plantación  

A partir del establecimiento de la plantación, las medidas de lucha deben de 

ir dirigidas a evitar la proliferación, propagación y/o nuevas entradas de 

propágulos de V. dahliae, reducir el inóculo del patógeno (pre)existente en la 

parcela y reducir la eficacia de la infección por el patógeno presente en la 

plantación. Las estrategias deben consistir en la aplicación de métodos 

excluyentes, erradicativos y de escape, junto a la resistencia (López-Escudero 

y Mercado-Blanco, 2011; Jiménez-Díaz et al., 2012). 

1.5.2.1 Métodos de exclusión en las aguas de riego 

Como se comentó, una de las principales características dentro del ciclo de 

vida de V. dahliae es su alta eficacia en la dispersión y supervivencia. El hongo 

puede acceder a la plantación asociado a partículas de suelo, o bien, 

dispersarse mediante restos de tejidos de plantas infectadas o partículas de 

suelo a través del agua de escorrentía, del agua de riego o del viento. En el 

caso de plantaciones establecidas sin antecedentes de la enfermedad pero 

próximas a suelos con historia de la enfermedad y en plantaciones de olivo en 

las que el hongo está presente en el suelo se deberá prevenir la infestación de 

las aguas. Para ello habrá que evitar que las aguas de escorrentía y las 

sobrantes de riegos arrastren suelo entre parcelas y viertan a fuentes de agua, 

no reutilizar el agua sobrante de riegos copiosos, mantener balsas, pozos y 

canales tapados el máximo tiempo posible, limpiar y desinfestar las balsas de 

riego cada vez que se llenen, desinfestar equipos y herramientas de campo 

antes de introducirlos en el agua, eliminar del suelo todo material vegetal 

procedente de olivos y huéspedes del hongo afectados por la enfermedad, 

sacar del agua y destruir los restos vegetales, no utilizar útiles de riego 

previamente empleados en campos con antecedentes de enfermedad y reducir 

las prácticas de cultivo que impliquen movimiento de suelo por maquinaría o 

vehículos y no realizarlas en días de viento dentro o fuera de la parcela 

(http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/d

efault/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf). 

http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
http://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/servifapa/export/sites/default/Sectores/OlivarYAceite/doc/Innovaciones_cultivo_del_olivo.pdf
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1.5.2.2 Métodos de erradicación y escape  

En plantaciones establecidas en las que la enfermedad y el hongo estén 

presentes y el agua de riego no esté infestada por el patógeno, habrá que 

prevenir el incremento de los niveles de inoculo en el suelo y reducir, en la 

medida en la se pueda, dichos niveles así como, reducir la eficacia infectiva del 

hongo reduciendo su actividad, disminuyendo la probabilidad de contacto con 

la planta, limitando la infección y la colonización del huésped o atenuando los 

efectos de la enfermedad.  

En cuanto a los métodos culturales se encuentra la eliminación de los restos 

de olivos infectados por V. dahliae, incluido el árbol cuando esté muerto, y 

eliminación de malas hierbas, que contribuyen a incrementar la población del 

patógeno en el suelo y a su dispersión (Tjamos y Botseas, 1987; Navas-Cortés 

et al., 2008). La solarización como método físico erradicativo después de la 

plantación puede llegar a ser una técnica muy efectiva siempre que se utilice 

de manera localizada y dentro de una estrategia de control integrado (López-

Escudero et al., 2001; López-Escudero y Mercado-Blanco, 2011). La 

solarización del suelo mejoró la recuperación natural del árbol al reducir la 

viabilidad de los esclerocios de V. dahliae en el suelo (Tjamos et al., 1991; 

López-Escudero y Blanco-López, 2001; 2005). La cianamida cálcica aplicada al 

suelo proporcionó mayor recuperación natural a la Verticilosis que la 

solarización en el estudio de Bubici y Cirulli (2014). Después de una drástica 

reducción del inóculo en el suelo, incluso los cultivares de olivo susceptibles se 

recuperaron de la enfermedad, especialmente bajo una presión moderada o 

baja de la enfermedad (Bubici y Cirulli, 2014).  

El control de la VO por tratamiento químico al árbol, principalmente 

fungicidas sistémicos, ha sido abordado en varios trabajos aunque no ha 

mostrado ser efectivo en condiciones de campo (revisado por López-Escudero 

y Mercado-Blanco, 2011; Tsror, 2011; y, Jiménez-Díaz et al., 2012). 

La utilización de agentes de control biológico expuesta en apartados 

anteriores es aplicable también en postplantación. La aplicación al suelo de 

enmiendas orgánicas se puede entender como método biológico o práctica 

cultural dependiendo principalmente de su modo de acción. Se sabe que 

Brassica carinata y Sinapis alba presentan características agronómicas 
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adecuadas para ser utilizadas como cubiertas vegetales en plantaciones de 

olivar y han resultado eficaces cuando se añadieron como enmiendas en verde 

al suelo tanto para la reducción de la enfermedad como del inoculo en el suelo 

en condiciones de campo (Jurado Bello et al., 2013). Otras enmiendas 

orgánicas como el compost de vid y de alperujos mejorados con 

microorganismos resultaron muy eficaces contra la VO cuando se aplicaron al 

suelo naturalmente infestado en condiciones controladas (Varo Suarez., 2017). 

También, diversos extractos de plantas y aceites esenciales han sido testados 

en condiciones controladas. Entre ellos, el aceite esencial de Thymus sp. 

mostró una lata eficacia in vitro contra el patógeno en el suelo (inhibición del 

100%) y contra la enfermedad en plantas del cultivar Picual (reducción del 42-

65% de la severidad) (Varo et al., 2017).  

La resistencia del cultivar entendida como método que reduce la eficacia del 

inóculo para causar enfermedad es una medida de escape a la enfermedad 

que se puede aplicada para la sustitución de árboles individuales o grupos de 

ellos enfermos y que a largo plazo reducirá el aporte de inóculo al suelo y su 

incremento en el mismo. La resistencia como medida de control se expuso 

previamente (ver apartado 1.5.1.3). Como medidas de escape a la enfermedad, 

Pérez-Rodríguez et al. (2015a) recomendaron evitar los riegos diarios 

basándose en la hipótesis de que, en sus condiciones experimentales en 

microparcelas, disminuyeron la temperatura del suelo durante el verano 

facilitando el establecimiento de la infección. En otro trabajo en condiciones de 

campo se recomendó programar tratamientos de riego basados en la 

precipitación para mantener la humedad del suelo por debajo de los niveles 

que favorecen el desarrollo de la enfermedad (Pérez-Rodríguez et al., 2016b). 

Complementar la programación del riego con la reducción de la fertilización 

parece conveniente (Pérez-Rodríguez et al., 2016a). 

Las medidas anteriores, excepto donde se indica, pueden ser aplicadas 

individualmente al hoyo de plantación después de eliminar el árbol afectado, a 

grupos de árboles afectados o a la plantación, según la extensión de la 

enfermedad en la parcela y cómo la medida de control pueda aplicarse. Es 

conveniente emplear medidas que se complementen en el tiempo y en el modo 

de acción según las situaciones particulares de cada parcela o un conjunto de 

ellas. 
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Por último, destacar que en plantaciones establecidas en las que la 

enfermedad esté presente y el agua de riego esté infestada con el patógeno, 

habrá que prevenir el incremento de los niveles de inoculo en el agua y en el 

suelo, así como reducirlos en su caso o reducir su eficacia infectiva igualmente. 

Para ello, serán de aplicabilidad todas las medidas de exclusión en el agua y 

en el suelo anteriores, incluido no regar si es posible, y de erradicación y 

escape descritas previamente. Entre todas las medidas citadas, la erradicación 

o reducción del patógeno en el agua de riego es la menos estudiada. 
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2 Capítulo 2: Objetivos 

La superficie de olivar en regadío aumenta cada año en Andalucía, 

representando en la actualidad algo más de un tercio de la superficie dedicada 

a este cultivo. La implementación del riego para incrementar la producción ha 

contribuido a la gravedad y extensión de la VO en esta región, donde la 

presencia y extensión del patotipo D es crucial para la rentabilidad del cultivo 

por ocasionar la muerte de árboles del cultivar Picual, el más extendido en 

Andalucía, pérdidas de producción incluso en cultivares menos susceptibles, y 

poner en riesgo el patrimonio oleícola en los casos en los que un cultivar 

tradicional susceptible es sustituido por otro resistente. El riego incrementa la 

VO en distintos países, en ninguno de los cuales exceptuando España, se ha 

demostrado que las aguas de riego estén infestadas por V. dahliae. 

Basándonos en ello y en el efecto del riego en otras Verticilosis, es aceptable 

razonar que determinados contenidos en humedad del suelo, que variarán con 

el intervalo entre eventos de riego, puedan favorecer la multiplicación y/o 

supervivencia del hongo en el suelo, la interacción hongo-raíz y/o la 

colonización de la planta por modificar su crecimiento y/o perturbar los 

procesos fisiológicos. Para reducir los efectos del riego sobre la VO será 

necesario conocer la estrategia de riego con agua no infestada por V. dahliae 

que desfavorece uno o varios de los aspectos anteriores. En el caso particular 

de Andalucía, no se debe obviar que las epidemias de Verticilosis se inician 

tras la puesta en riego por goteo superficial de la parcela de olivar. Por lo que 

otra explicación plausible al incremento de la VO en regadío es la introducción 

de V. dahliae en la parcela y su incremento en el suelo próximo a las raíces a 

través del agua de riego. El predominio del patotipo D (altamente virulento) en 

las aguas de riego de olivar en Andalucía y de micropropágulos del patógeno 

en cantidades elevadas, considerando las necesarias para causar enfermedad, 

sostienen el razonamiento anterior. La elevada proporción de campos de olivo 

y algodonero regados con aguas contaminadas por V. dahliae en distintas 

campañas de riego indica además que la infestación es extensa afectando a la 
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sanidad de los suelos en Andalucía. El riego es necesario para que el olivar en 

Andalucía sea competitivo, por lo que en el marco de una estrategia de control 

integrado de la VO, el manejo del riego para paliar la enfermedad debe 

consistir en aplicar estrategias de riego que reduzcan el incremento del inóculo 

en el suelo, limiten su eficacia infectiva y/o la enfermedad, las cuales tienen 

que ser complementadas con medidas de erradicación o reducción de V. 

dahliae en las aguas utilizadas para regar, porque ello contribuirá a reducir el 

incremento del inóculo en el suelo y su dispersión, y podría prevenir su 

introducción.  

Por ello, se plantearon tres objetivos principales para cuya consecución se 

abordaron una serie de objetivos específicos: 

1. Valorar el efecto de diferentes estrategias de riego superficial por goteo 

sobre los propágulos de Verticillium dahliae que difieren en persistencia 

en el suelo y sobre la Verticilosis del olivo. 

Valorar los efectos de un rango de contenidos de agua en el suelo y de 

frecuencias de riego por goteo con agua libre de V. dahliae sobre: i) el progreso 

de la VO; ii) los niveles de esclerocios y de estructuras menos persistentes y 

más pequeñas de V. dahliae (como micelio y conidias) en el suelo a lo largo del 

tiempo; y, iii) estudiar la relación de la enfermedad con los niveles de 

esclerocios y estructuras fúngicas menos persistentes. 

2. Determinar las respuestas morfológicas y fisiológicas de olivos jóvenes a 

la Verticilosis bajo diferentes estrategias de riego. 

Comparar parámetros morfológicos (crecimiento), de biomasa y 

fisiológicos relacionados con el riego, en plantones de olivo cultivados en suelo 

infestado y no infestado por V. dahliae y sujetos a tratamientos de riego que 

causan respuestas diferenciales a la VO; y, determinar qué parámetros ayudan 

a explicar la respuesta a la VO bajo diferentes tratamientos de riego. 

3. Evaluar la eficacia de la desinfestación química para reducir las conidias 

de Verticillium dahliae en el agua de riego. 

Evaluar in vitro la eficacia supresiva y preventiva de desinfestantes 

basados en agentes oxidantes y no oxidantes frente a infestaciones del agua 

por conidias de aislados de V. dahliae que difieren en virulencia; y, validar la 
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eficacia supresiva y preventiva de los tratamientos del agua que mostraron alta 

eficacia in vitro en condiciones de ambiente natural. 

2.1 Esquema de la Tesis Doctoral 

La Tesis se presenta como capítulos, parte de los cuales trata por separado 

los tres objetivos principales anteriormente descritos, que constituyen dos 

artículos aceptados y uno enviado, y que se corresponden con los Capítulos 3, 

4 y 5. 

El Capítulo 3 aborda el objetivo principal 1 mediante los objetivos 

específicos referidos con anterioridad. 

En este Capítulo los efectos de un rango de contenidos de agua en el suelo 

(rango alto y bajo de contenido de agua en el suelo) y de frecuencias de riego 

por goteo (diaria, semanal y diaria durante algunos períodos y por lo demás 

semanalmente) con agua libre de V. dahliae, fueron evaluados bajo 

condiciones ambientales naturales sobre el progreso de la VO y la dinámica 

temporal del inóculo de V. dahliae que difiere en persistencia en el suelo, en un 

contexto cultivar-aislado con garantías para el desarrollo de la enfermedad. Los 

plantones del cultivar de olivo Picual crecieron en una mezcla de suelo 

infestada o no infestada con un aislado defoliante de V. dahliae. Se estimaron 

la severidad de síntomas de Verticilosis y la densidad de inóculo total en suelo 

húmedo, la densidad de micropropágulos y de esclerocios por separado, o 

menos y más persistentes estructuras, en el suelo húmedo, y la densidad de 

esclerocios en suelo secado al aire. Este capítulo ha sido aceptado para su 

publicación en la revista de investigación Plant Pathology: 

Santos-Rufo A, Vega V, Hidalgo JC, Hidalgo JJ, Rodríguez-Jurado D, 2016. 

Assessment of the effect of surface drip irrigation on Verticillium dahliae 

propagules differing in persistence in soil and on Verticillium wilt of olive. 

Plant Pathology in press. Doi: 10.1111/ppa.12652 

El Capítulo 4 se ocupa del objetivo principal 2 conformado por los objetivos 

específicos señalados previamente. 
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Este capítulo está centrado en la estimación de las respuestas 

morfológicas o de crecimiento y fisiológicas de olivos jóvenes crecidos en suelo 

infestado y no infestado por V. dahliae regado de la misma manera y 

mantenido en las condiciones expuestas en el capítulo 3. Se estudia si los 

tratamientos de riego que promueven una respuesta diferencial a la VO 

promueven también cambios distintivos en diversos parámetros morfológicos 

(crecimiento de brotes, diámetro de tallos, área foliar, volumen de copa entre 

otros), de biomasa (biomasa relativa aérea y de raíz y ratios de crecimiento), 

uso eficiente del agua y parámetros fisiológicos (potencial hídrico, conductancia 

estomática, fotosíntesis neta). Se determina, cuáles de estos parámetros 

ayudan a explicar la respuesta a la VO bajo diferentes tratamientos de riego. 

Este capítulo ha sido enviado para su revisión a la revista de investigación 

Plant Pathology: 

Santos-Rufo A, Hidalgo JJ, Hidalgo JC, Vega V, Rodríguez-Jurado D, 2017. 

Morpho-physiological response of young olive trees to Verticillium wilt under 

different surface drip irrigation strategies. Plant Pathology submitted. 

El Capítulo 5 trata el objetivo principal 3 a través de los objetivos específicos 

indicados antes.  

Este Capítulo aborda la desinfestación del agua infestada por conidias con 

productos químicos registrados para ser incorporados a la misma para fines 

distintos de los que aquí nos ocupan. Se testaron in vitro tres desinfestantes 

químicos con diferentes agentes activos (entre ellos, peróxido de hidrogeno, 

amonio cuaternario e hipoclorito de sodio) por su eficacia supresiva y 

persistencia preventiva frente a infestaciones del agua por conidias de V. 

dahliae. La eficacia de los desinfestantes se evaluó en función de la 

concentración de los mismos y la virulencia de los aislados de V. dahliae. Las 

concentraciones de los desinfestantes más efectivas en reducir las 

infestaciones del agua por conidias in vitro se evaluaron en experimentos que 

simularon la desinfestación del agua embalsada en ambiente natural. Este 

capítulo ha sido publicado en la revista de investigación Crop Protection: 

Santos-Rufo A, Rodríguez-Jurado D, 2016. Evaluation of chemical 

disinfestants in reducing Verticillium dahliae conidia in irrigation water. Crop 

Protection 79, 105–16. 
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Finalmente, se resumen las conclusiones generales de esta Tesis ya que en 

cada capítulo se discuten los resultados obtenidos.  

 

 



 

72 



 

73 

 

Chapter 3 

Assessment of the effect of surface drip irrigation on 

Verticillium dahliae propagules differing in persistence 

in soil and on Verticillium wilt of olive 

 

 

 

Authors: A. Santos-Rufoa, V. Vegab, J. J. Hidalgob, J. C. Hidalgob, 

D. Rodríguez-Juradoa
 

 

aLaboratory of Plant Pathology, Area of Crop Protection; and bArea of Agricultural 

Production, Andalusian Institute of Agricultural Research and Training (IFAPA), Centro 

‘Alameda del Obispo’, Apartado 3092, 14080 Córdoba, Spain 

 

Accepted for publication in: Plant Pathology Doi: 

10.1111/ppa.12652 

 

 



 

74 



 

75 

 

Chapter 4 

Morpho-physiological responses of young olive trees 

to Verticillium wilt under different surface drip irrigation 

strategies  

 

 

 

Authors: Antonio Santos-Rufoa, Javier J. Hidalgob, Juan C. 

Hidalgob, Victorino Vegab and Dolores Rodríguez-Juradoa 

 
aLaboratory of Plant Pathology, Area of Sustainable Crop Protection; and bArea of 

Agricultural Production, Andalusian Institute of Agricultural Research and Training 

(IFAPA), Centro ‘Alameda del Obispo’, Apartado 3092, 14080 Córdoba, Spain 

 

Submitted to: Plant Pathology Manuscript ID PP-17-268 



 

76 



 

77 

 

Chapter 5 

Evaluation of chemical disinfestants in reducing 

Verticillium dahliae conidia in irrigation water 

 

 

 

Authors: Antonio Santos-Rufo, Dolores Rodríguez-Jurado 

 

Laboratory of Plant Pathology, Area of Crop Protection, Andalusian Institute of Agricultural 

Research and Training (IFAPA), Centro ‘Alameda del Obispo’, Apartado 3092, 14080 Córdoba, 

Spain. 

 

Published in: Crop Protection (2016) 79, 105–116 

 



 

78 

 

 



 

79 

 

Chapter 6 

 

 

Conclusions 

 

 



 

80 



Chapter 6 

81 

3 Chapter 6: Conclusions 

1. In a pot trial under natural environmental conditions, the combination of Picual 

olive cultivar and V. dahliae defoliating isolate was irrigated (with pathogen-free 

water) to two ranges of soil water content (RWC) — high (HR) and low (LR) — at 

three surface drip-irrigation frequencies — daily (DF), weekly (WF), and daily-weekly 

(DWF) — with different effects on the VWO and more and less persistent V. dahliae 

structures in the soil (Chapter 3). 

 

2. Less persistent and potentially infective V. dahliae structures other than sclerotia, 

novelty quantified in wet soil as micropropagule density (MpD), were more affected 

by the irrigation frequency than by RWC. Compared to other irrigation frequencies, 

daily irrigation resulted in significantly lower Disease Incidence (DI) and Disease 

Intensity Index and MpD values as areas, regardless of the RWC. This could indicate 

that MpD, mainly composed of conidia and mycelium, played a part in disease 

development, though no relationship was found between inoculum levels and 

disease (Chapter 3). 

 

3. RWC had a greater effect on the Incidence of Infected Plants (IIP) and total 

inoculum density, quantified as a whole, and sclerotia density estimated in air-dried 

and wet soil, than irrigation frequency did. However, whereas HR significantly 

reduced V. dahliae sclerotia as areas, it significantly increased the IIP, regardless of 

the irrigation frequency. This points to the likely involvement in disease development 

of other factors concerning the effect of water on plants or plant–pathogen interaction 

(Chapter 3). 

 

4. Assessing the effect of different irrigation treatments on VWO in terms of growth 

and physiological responses in young olive plants grown in Verticillium dahliae-

infested (+V) and non-infested (-V) soils under the abovementioned conditions 

(Chapter 3), we found that, in general, the growth and physiological responses 
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differed with the irrigation factors (RWC and irrigation frequency) and V. dahliae-soil 

infestation (Chapter 4). 

 

5. Greater increases in shoot length (SL) as area (AUGPC), number of leaves, leaf 

area, relative aboveground (RA) and belowground (RB) biomass (morphological and 

biomass parameters) and biomass water-use efficiency (WUEB) were reported with 

LR than with HR. Compared to other frequencies, DF treatments resulted in greater 

increases in these parameters plus stem diameter, SL and canopy volume. V. 

dahliae-soil infestation reduced all of the above parameters. Irrigation to HR led to a 

lower root weight ratio (Rwr) but higher shoot and stem weight ratios than LR 

(Chapter 4). 

 

6. Irrigation frequency also affected physiological parameters. DF caused lower water 

stress (SΨ) at the end of the first year and SΨ was increased by the soil infestation 

only in WF and DWF treatments at the end of the trial. Moreover, although soil 

infestation reduced stomatal conductance (gs) compared with -V soil at maximum 

time values of the derivative function of the DI progress curves, under DF irrigation, 

the high gs values generated became even higher in +V plants than with other 

frequencies, which could have improved net photosynthesis (Pn) levels (Chapter 4). 

 

7. Lower AUGPC, Rwr and RB resulting from HR irrigation, along with the higher SL, 

AUGPC, RA and gs values but lower SΨ values at DF, could lead to fewer root 

infections and vascular colonization at LR, and lower disease at DF in +V plants 

(Chapter 4).  

 

8. Both -V and +V olive plants were clearly separated from each other in the 

multivariate trait space, except for the single +V plant irrigated to LR-DF treatment. 

Daily irrigation to low RWC, which minimizes the disease, kept the levels of growth, 

relative biomass and WUEB, SΨ, gs and Pn in +V plants close to the levels achieved 

with –V treatments (Chapter 4). 

 

9. Exploring chemical disinfestation of water as a way of reducing the most abundant 

V. dahliae inoculum in irrigation water in Andalusia, we found in vitro chemical 

disinfestants, based on oxidizing and nonoxidizing agents, which reduce and/or 
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eradicate water infestations by conidia of V. dahliae isolates with differential virulence 

to olive. The potential efficacy of these chemical treatments was higher against 

previously-infested water (Suppressive efficacy; SE) than against subsequently-

infested water (Preventive Efficacy; PE) (Chapter 5). 

 

10. The potential efficacy of disinfestants in vitro differed strongly over time and 

depended on the product concentration, principally for the product based on sodium 

hypochlorite (Deccoklor®), but was scarcely influenced by the isolate virulence of V. 

dahliae. In contrast to other disinfestants, chlorination had minimal or no effect. Two 

recommended concentrations for OX-VIRIN® (3.2 and 0.8 mL L-1) and one for OX-

AGUA AL 25® (46.4 μL L-1) (products based principally on oxidizing and nonoxidizing 

agents, respectively), showed an efficacy (SE and PE) of 100 and 80.0 % after 30 

and 5 to 30 days, respectively (Chapter 5). 

 

11. Validation assays carried out under natural environmental conditions in spring 

confirmed that OX-VIRIN® at the recommended concentration of 3.2 mL L-1, applied 

every 28 days to water, was the most effective treatment (SE and PE), with a 100% 

reduction of the average relative viability after 56 days. Although OX-VIRIN® is 

recommended for other uses, it could be useful in the context of integrated disease 

management in order to reduce and/or eradicate the most abundant V. dahliae 

inoculum in irrigation water in Andalusia (Chapter 5). 
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a Verticilosis del olivo (VO) causada por el hongo de suelo y 

colonizador vascular Verticillium dahliae Kleb., es la 

enfermedad más grave de este cultivo desde las perspectivas 

fitopatológica y económica. En el contexto actual de una 

creciente superficie de olivar en regadío unido al conocimiento 

de que el riego afecta a la VO y a la posible presencia de V. 

dahliae en el agua de riego en Andalucía, no solo es importante 

saber qué estrategia de riego (con agua no infestada) puede 

contribuir a paliar la VO sino también conocer el estado 

fitosanitario respecto a V. dahliae del agua de riego para 

desinfestarla en el caso de estar contaminada. La presente 

Tesis aporta nuevos conocimientos sobre los efectos de la 

gestión del riego sobre el desarrollo de la VO. En particular, se 

demostró que los propágulos menos persistentes de V. dahliae 

en el suelo participan en el desarrollo de la enfermedad y sus 

niveles son reducidos en mayor magnitud al regar diariamente 

que con otras frecuencias. Se encontró una reducción del 

desarrollo radicular como posible explicación de una mayor 

incidencia de la enfermedad bajo regímenes de riego alto. 

Además, el riego diario pudo prevenir el incremento en 

síntomas característico de otras frecuencias de riego por 

ocasionar los mayores incrementos de crecimiento en longitud 

y biomasa de la parte aérea junto con los valores más altos de 

potencial hídrico, mejorados por una reducción menor de la 

conductancia estomática. Por último, se proporcionaron 

directrices importantes para el uso de algunos desinfectantes 

para el agua de riego. 
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