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Dispersion de Verticillium dahliae en el agua utilizada para el
riego de olivares en Andalucia

D. RODRIGUEZ-JURADO, J. BEJARANO-ALCAZAR

El incremento en severidad de las epidemias de Verticilosis del olivo (VO) ha ocu-
rrido de manera paralela a la implantacién del riego en nuevas plantaciones y en planta-
ciones de olivar tradicional en Andalucia. El agua de riego puede influir sobre la VO por
actuar como vehiculo de dispersién de los propdgulos de Verticillium dahliae. Por todo
ello. los objetivos planteados en esta investigacion han consistido en determinar y cuan-
tificar la presencia de V. dahliae en el agua utilizada para el riego de olivares en Anda-
lucia, y estudiar la evolucién temporal de los niveles de dichos propdgulos durante la
temporada de riego. Se han prospectado un total de 33 campos de olivo afectados por la
Verticilosis en las provincias de Jaén y Sevilla en los aios 2004 (5 y |8, respectivamen-
te) y 2005 (7 y 14, respectivamente), siendo | | de los campos comunes en ambos afios
de muestreo. En cada campo, se analizaron 2-8 muestras de 0.5 L de agua de riego obte-
nidas desde Marzo hasta Julio del afio 2004, y 3-4 muestras de 1000 L de agua recolec-
tadas desde Febrero hasta Abril del ano 2005. V. dahliae se aislé s6lo de las muestras de
agua analizadas en ¢l afio 2005. El patégeno se recuperé del agua de riego del 85.7% de
los campos prospectados en cada provincia, que representaron el 87,5 y 80% del total de
campos regados con agua de pozo y agua superficial embalsada de origen en el rio Gua-
dalquivir. respectivamente. Independientemente de su origen, el agua de riego de ambas
provincias estuvo infestada por propdgulos de V. dahliae que. segiin su tamaiio, se dife-
renciaron en esclerocios (220 ym) y micropropdgulos(<20 y 21.2 gm). Los micropropé-
gulos se recuperaron del agua de riego de un porcentaje mayor de campos que utilizaron
agua infestada (78%) y en mayores cantidades promedio (3158.9 micropropagulos/1000
L) que los esclerocios (44% y 1.5 esclerocios/1000 L. respectivamente). Entre los cam-
pos que emplearon para regar agua infestada por V. dahliae. la incidencia de campos con
agua contaminada por esclerocios varié de O a 33% durante la temporada de riego y no
siguié un patrén temporal reconocible, mientras que el porcentaje de campos con agua
infestada por micropropdgulos alcanzé un méaximo de 33% en Jaén y 75% en Sevilla en
la segunda y primera quincena de Marzo. respectivamente, y disminuyé progresivamen-
te durante los muestreos de primavera.
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INTRODUCCION

La Verticilosis, inducida por el hongo de
suelo Verticillium dahliae Kleb., esta consi-
derada la enfermedad mds importante del
olivo en la mayoria de los paises donde este
cultivo reviste importancia econémica (JIME-

NEZ-DIiAZ et al., 1998). En Espana, la Vertici-
losis del olivo (VO) fue diagnosticada por
vez primera en 1975 en parcelas experimen-
tales establecidas en Cérdoba (CABALLERO ef
al., 1980). Prospecciones sistemdticas reali-
zadas en 1980-1983 indicaron que €] 25% de
100 olivares supervisados al azar en Andalu-
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cia estaban afectados por la VO, siendo la
enfermedad mds predominante en las pro-
vincias de Cérdoba y Jaén que en Granada y
Sevilla (BLANCO-LOPEZ et al., 1984). Inspec-
ciones fitopatol6gicas posteriores han puesto
de manifiesto que la VO se ha extendido y
agravado considerablemente en Andalucia
en los dltimos 20 afios, y que en ello ha
influido de manera considerable la existen-
cia previa de la Verticilosis del algodonero
en esta Comunidad Auténoma (BEJARANO-
ALCAZAR y PEREZ-ARTES, 2002). Prospec-
ciones efectuadas durante el periodo 1994-
1996 en plantaciones jévenes de olivar afec-
tadas por el sindrome conocido como “seca”,
sefialaron la presencia de Verticilosis en el
36,0% de 139 campos muestreados (SAN-
CHEZ-HERNANDEZ et al., 1998). En estudios
llevados a cabo recientemente en las provin-
cias de Granada (RODRIGUEZ et al., 2004) y
Jaén (BEJARANO ALCAZAR, 2005a) se ha esti-
mado la incidencia actual de plantaciones
enfermas en estas provincias en el 14y 30%,
respectivamente. No se han realizado evalua-
ciones de las pérdidas de rendimiento oca-
sionadas por la VO en Espaia, pero en Gre-
cia éstas han sido cifradas en el 1% de la pro-
duccién (THANASSOULOPOULOS et al., 1979),
en tanto que en olivares de regadio en Israel
se han indicado reducciones del 75-89% en
la produccién de fruto de drboles afectados
del cv. Picual (LEVIN et al., 2003).

El aumento sefialado en la importancia de
la VO en Andalucia podria ser consecuencia,
entre otros factores, de la dispersion de
variantes patogénicas de V. dahliae muy
virulentas. Los aislados del hongo existentes
en Andalucia se diferencian en dos patotipos
principales denominados Defoliante (D) y
No Defoliante (ND), que son alta y modera-
damente virulentos, respectivamente, en
algodonero y olivo (BEJARANO-ALCAZAR et
al., 1996; RODRIGUEZ JURADO, 1993; ScH-
NATHORST y SIBBET, 1971). El patotipo ND
esta presente a lo largo del Valle del Guadal-
quivir al menos desde 1983, en tanto que el
patotipo D permanecid restringido a campos
de algodonero en la zona baja de] Valle
(Marismas del Guadalquivir, Sevilla) hasta

1985, desde donde se ha extendido progresi-
vamente hasta las dreas de dicho cultivo en
las zonas central y alta del Valle (provincias
de Coérdoba y Jaén) (BEJARANO-ALCAZAR y
PEREZ-ARTES, 2002), habiendo sido detecta-
do recientemente en plantaciones de olivar
(BEJARANO-ALCAZAR, 2005b; MERCADO-
BLANCO et al., 2003). Actualmente, el patoti-
po D estd presente también en olivares en
Andalucia fuera del Valle del Guadalquivir
(provincia de Granada) (MERCADO-BLANCO
et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2004) y en
zonas de cultivo de alcachofa en la Comuni-
dad Valenciana (JIMENEZ-Diaz et al., 2006).
La dispersién del patotipo D hasta dreas en
las que tradicionalmente se cultiva olivo es
de gran importancia porque las infecciones
por este patotipo pueden ser letales para las
variedades de olivo de mayor difusién en
Espafia (RODRIGUEZ-JURADO et al., 1993;
LOPEZ-ESCUDERO et al., 2004).

En el incremento observado en la grave-
dad de los ataques de la VO en Andalucia ha
influido también en gran medida la aplica-
cién de précticas de cultivo intensivas, entre
las que destaca especialmente el riego. La
superficie de olivar en regadio ha experi-
mentado un aumento significativo en Anda-
Jucia, debido al establecimiento de nuevas
plantaciones con sistemas intensivos de cul-
tivo y a la reconversién de olivares de seca-
no a riego. En la actualidad, el olivar es el
cultivo con mayor superficie de regadio en
Andalucia, estimada en 317.634 ha en 2004
(ANONIMO, 2006), de las que alrededor del
70,5% se riega con aguas superficiales y el
24% emplea aguas subterrdneas (PASTOR
Muroz-CoBo, 2005). El olivar en regadfo es
especialmente importante en las provincias
de Jaén (179.955 ha) y Sevilla (54.383 ha),
donde se concentra el 73,8% de la superficie
de olivar en regadio de Andalucfa (ANONIMO,
2006). Se ha indicado que el riego es una
practica de cultivo que incrementa la inci-
dencia y severidad de las Verticilosis que
afectan a diversas plantas horticolas como
coliflor (X1a0 y SuBBARAO, 2000), patata
(ARBOGAST et al., 1999) y tomate (HARRING-
TON y DOBINSON, 2000), asi como a algodo-



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 33, 2007 549

nero (HuisMaN y GRIMES, 1989) y olivo. La
influencia del riego sobre el desarrollo de la
VO fue destacada por primera vez en ltalia
(CiruLLl, 1981; RUGGIERI, 1948). Estudios
posteriores en Espafia (BLANCO-LOPEZ et al.,
1984), Marruecos (SERRHINI y ZEROUAL,
1995) y Siria (AL-AHMAD y MosLl, 1993),
pusieron de manifiesto que la incidencia de
la VO es mayor en regadio que en secago,
estimdndose porcentajes medios de arboles
enfermos de 40, 21 y 13% en regadio, y de
17,9 y 4,5% en secano en los respectivos
paises citados. Asimismo, en prospecciones
aleatorias realizadas en Andalucia, se obser-
vé una incidencia de campos de olivar afec-
tados por la VO del 71% en regadio frente al
13% en olivares de secano (BLANCO-LOPEZ
et al., 1984).

El agua de riego puede influir sobre la VO
de diferentes maneras, entre las cuales desta-
ca su papel como vehiculo de dispersién de
los propédgulos de V. dahliae desde balsas,
pozos y campos infestados a acuiferos, rios
y/u otros campos, o dentro del mismo campo
(EASTON et al., 1969). Se ha demostrado que
el agua de riego procedente de campos con
cultivos horticolas susceptibles infectados
por V. dahliae puede transportar propagulos
del hongo con potencial infectivo suficiente
para causar sintomas de Verticilosis en olivos
sanos localizados en campos libres del paté-
geno (THANASSOULOPOULOS et al., 1980). En
el mismo sentido, se ha informado de la
infestacién de suelos virgenes sometidos a
inundaciones peri6dicas durante varios afos
con el agua procedente de un campo adya-
cente infestado con V. dahliae y cultivado
con algodonero (ASHWORTH y ZIMMERMAN,
1976). En ninguno de los estudios mencio-
nados se determin el tipo de propdgulos del
hongo que intervino en la dispersion, aunque
se considera que los esclerocios son la prin-
cipal estructura de supervivencia de V. dah-
liae, puesto que las conidias y el micelio
vegetativo tienen una persistencia relativa-
mente breve en suelos naturales en ausencia
de plantas huésped (GALANOPOULOS y TRIBE,
1974; GREEN, 1960; SCHREIBER y GREEN,
1962). La presencia y dispersién de V. dah-

liae en el agua utilizada para el riego de oli-
vares en Andalucia, podria explicar en gran
medida la repentina aparicién de drboles
enfermos que se observa frecuentemente tras
la implantacién del riego en plantaciones de
olivar tradicionales sin antecedentes previos
de Verticilosis, y la rdpida propagacién de la
enfermedad en plantaciones de olivar en
regadio. El efecto devastador de la Verticilo-
sis en olivares de regadio mantiene en alerta
y preocupacién continua al Sector Olivarero
andaluz, y en concreto a las Comunidades de
Regantes, por la amenaza creciente que
representa esta enfermedad para el cultivo
del olivo. Esta situacion y la presencia de V.
dahliae en una muestra de agua de riego
recolectada en el afio 2003 en una finca de
olivar afectada por la Verticilosis en la pro-
vincia de Sevilla (Bejarano-Alcédzar, datos
no publicados), nos motivaron a abordar el
presente trabajo cuyos objetivos consistieron
en determinar y cuantificar los propagulos de
V. dahliae de diferente tamaiio presentes en
el agua utilizada para el riego de olivares en
las provincias andaluzas de Jaén y Sevilla, y
estudiar la evolucién temporal de los niveles
de dichos propagulos durante la temporada
de riego.

MATERIAL Y METODOS

1. Seleccién de campos experimentales

Los campos de olivar utilizados en este
estudio estuvieron distribuidos por las prin-
cipales dreas de cultivo del olivo en las pro-
vincias de Jaén y Sevilla y comprendieron
una diversidad de cultivares que incluyé
Picual en Jaén y Sevilla, y Gordal, Hoji-
blanca y Manzanilla en Sevilla. Estos cam-
pos se seleccionaron por ser regados con
agua subterrdnea o con agua superficial
embalsada procedente del rio Guadalquivir,
y estar presuntamente afectados por la Ver-
ticilosis. La Verticilosis se diagnosticé en
los campos mediante el aislamiento de V.
dahliae a partir de olivos supuestamente
afectados por la enfermedad. Para ello, en
Enero y Febrero de 2004 y 2005 se recogie-
ron 3-5 ramas de 0,5-1,0 cm de didmetro de
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cada uno de 5 olivos sintomdticos en cada
campo, y se llevaron al laboratorio para su
procesado inmediato o después de 24 h de
conservacién a 4°C. El extremo proximal de
cada rama (20 cm) fue desprovisto de la cor-
teza externa, lavado bajo agua de grifo
durante 0,5 h y descortezado completamen-
te con la ayuda de un bisturi estéril. De cada
rama descortezada se cortaron cuatro trozos
de 0,3-0,5 cm segtin su grosor, que fueron
desinfestados superficialmente en una solu-
cién de lejia comercial con 50 g de cloro
activo por litro al 10% en agua durante 1,5
min, lavados dos veces en agua destilada
estéril y secados entre papel de filtro estéril.
Los trozos se dispusieron en placas Petri
conteniendo Agar Agua enmendado con clo-
rotetraciclina HCl (AAC, IL de agua desti-
lada, 20 g de agar, 30 mg de clorotetracicli-
na HCI), y se incubaron a 24°C en oscuridad
durante 14 dias. Las colonias fiingicas se
observaron microscépicamente a los 9y 14
dias para la identificacién de V. dahliae en
base a la formacidn de conidiéforos vertici-
lados y microesclerocios caracteristicos de
la especie (HAWKSWORTH y TALBOYS, 1970).
Cuando la identificaciéon lo requirid, se
obtuvieron cultivos puros sobre AAC.

2. Prospecciones de agua en el afio 2004

2.1. Muestras de agua de riego

Se muestre6 el agua empleada para el
riego en un total de 23 campos de olivar en
los que la Verticilosis fue diagnosticada en
este estudio, 5 de ellos situados préximos a
la localidad de Begijar en la provincia de
Jaén, y los otros 18 distribuidos en las loca-
lidades de Estepa (6), La Roda de Andalucia
(2), Marchena (3), Mor6n de la Frontera (3)
y Osuna (4) pertenecientes a la provincia de
Sevilla (Cuadro 1). Todos los campos de
Jaén utilizaron para regar agua superficial
almacenada en balsa procedente del rio Gua-
dalquivir, mientras que todos los campos
localizados en Sevilla emplearon agua subte-
rrdnea obtenida de un pozo situado en cada
campo. El sistema de riego utilizado fue
siempre por goteo.

En cada uno de los campos con pozo
seleccionados en la provincia de Sevilla se
tomaron 2-8 muestras de 1 L de agua de
riego durante el periodo comprendido entre
el 17 de Marzo y el 1 de Julio. En los cam-
pos localizados en Jaén, regados con agua
superficial embalsada, se recogieron 4 mues-
tras de | L de agua de riego, 3 de ellas entre
el 19 de Marzo y el 24 de Abril y una tltima
muestra el 3 de Julio. Las muestras de agua
se obtuvieron combinando cuatro submues-
tras de 250 ml de agua tomadas de goteros
que suministraban el riego a diferentes oli-
vos afectados por la enfermedad, exceptuan-
do parte de las muestras de agua de los cam-
pos de Sevilla, que se tomaron directamente
del pozo al no estar funcionando en ese
momento el sistema de riego a causa de las
[luvias ocurridas ese afio. Las muestras se
tomaron tras dejar transcurrir un tiempo de
bombeo suficiente para asegurar que no se
recogia agua estancada. En total se recolec-
taron 120 muestras de agua, de las que 100
procedieron de los campos regados con agua
de pozo y 20 de los campos regados con
agua superficial. Las muestras de agua se
recogieron en envases de plastico estériles
cerrados herméticamente, y se trasladaron
inmediatamente al laboratorio donde se con-
servaron a 4°C en oscuridad durante un
periodo maximo de 48 h hasta su analisis.

2.2. Analisis de las muestras de agua

Las muestras de agua de riego fueron ana-
lizadas para detectar y cuantificar los propa-
gulos viables de V. dahliae de diferente
tamafio presentes en ellas. Para ello, 0,5 L de
cada muestra de agua fueron filtrados a tra-
v€s de un filtro de malla de nailon de 20 ym
de tamafio de poro y 47 mm de didmetro
(Millipore Iberica, S.A., Espaiia) utilizando
una bomba de vacio. Este filtro es adecuado
para retener en su superficie los esclerocios
de V. dahliae, cuyo tamaio en suelos infesta-
dos naturalmente se ha estimado que es
mayoritariamente superior a 37-38 um
(ASWORTH et al., 1972; SMITH y ROWE,
1984), y dejar pasar propagulos del patdégeno
de pequefio tamano denominados en adelan-
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Cuadro 1. Campos de olivo regados por goteo y afectados de Verticilosis seleccionados para muestrear el agua de
riego en el aiio 2004, ordenados segiin el origen geogrifico y la procedencia del agua de riego.

Origen geogrifico

Procedencia del agua

Campo® Localidad Provincia de riego®
C1-04 Estepa Sevilla Pozo
C2-04 Estepa Sevilla Pozo
C3-04 Estepa Sevilla Pozo
C5-04 Estepa Sevilla Pozo
C6-04 Estepa Sevilla Pozo
C7-04 Estepa Sevilla Pozo
C4-04 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C33-04 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C25-04 Marchena Sevilla Pozo
C34-04 Marchena Sevilla Pozo
C35-04 Marchena Sevilla Pozo
C24-04 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C26-04 Mor6n de la Frontera Sevilla Pozo
C27-04 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C10-04 Osuna Sevilla Pozo
C11-04 Osuna Sevilla Pozo
C12-04 Osuna Sevilla Pozo
C14-04 Osuna Sevilla Pozo
C28-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C29-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C30-04 Begijar Jaén Rio Guadalguivir
C31-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C32-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir

a Los campos que se indican en negrita se seleccionaron también para los muestreos del agua de riego en el afio 200S5.
b Se utiliz6 para el riego agua subterrdnea obtenida de un pozo situado en cada campo o agua superficial embalsada pro-
cedente del rio Guadalquivir en cada una de las localidades indicadas.

te “micropropdgulos”, consistentes proba-
blemente en su mayor parte en conidias, las
cuales presentan un tamafio comprendido
entre 14-3.2 x 2,5-8,0 yum (HAWKSWORTH y
TaLBOYS, 1970; SMITH, 1965), aunque tam-
bién podrian incluir fragmentos de micelio
vegetativo o de esclerocios. Las particulas
retenidas en el filtro fueron resuspendidas en
5 ml de agua estéril mediante sonicado
durante 10 min y, tras agitar la suspension
obtenida, alicuotas de 1 ml de ]la misma fue-
ron distribuidas uniformemente sobre la
superficie de cada una de 5 placas Petri con-
teniendo medio de cultivo semiselectivo para
V. dahliae Agar Polipectato Sédico modifi-

cado (APSM) (BUTTERFIELD y DEvAY, 1977).
Para la deteccién cuantitativa de los micro-
propédgulos de V. dahliae de tamano inferior
a 20 um, alicuotas de | ml del agua que
habia pasado a través del filtro de nailon de
20 pm se distribuyeron sobre cada una de 20
placas Petri conteniendo APSM. Las placas
se incubaron a 24°C en oscuridad durante 14
dias, y se observaron en un microscopio
estereoscépico (x15) para determinar el
nimero de colonias de V. dahliae desarrolla-
das. Los resultados se expresaron como el
ndmero de esclerocios o de micropropagulos
viables de V. dahliae por 1000 L de agua.
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Cuadro 2. Campos de olivo regados por goteo y afectados de Verticilosis seleccionados para muestrear el agua de
riego en el aiio 2005, ordenados segin el origen geografico y la procedencia del agua de riego.

Campo® Origen geografico Proce(;enc.ia dgl agua
Localidad Provincia ¢ riego
C20-05 Begijar Jaén Pozo
C23-05 Marmolejo Jaén Pozo
C1-05 Estepa Sevilla Pozo
C2-05 Estepa Sevilla Pozo
C5-05 Estepa Sevilla Pozo
C6-05 Estepa Sevilla Pozo
C7-05 Estepa Sevilla Pozo
C4-05 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C25-05 Marchena Sevilla Pozo
C24-05 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C8-05 Osuna Sevilla Pozo
C9-05 Osuna Sevilla Pozo
C11-05 Osuna Sevilla Pozo
C12-05 Osuna Sevilla Pozo
C13-05 Osuna Sevilla Pozo
C14-05 Osuna Sevilla Pozo
C17-05 Andijar Jaén Rio Guadalquivir
C22-05 Andijar Jaén Rio Guadalquivir
CI15-05 Arjona Jaén Rio Guadalquivir
C18-05 Arjonilla Jaén Rio Guadalquivir
C16-05 Higuera Jaén Rio Guadalquivir

a Los campos que se indican en negrita se seleccionaron también para los muestreos del agua de riego en el afio 2004.
b Se utiliz6 para el riego agua subterrdnea obtenida de un pozo situado en cada campo o agua superficial embalsada
procedente del rio Guadalquivir en cada una de las localidades indicadas.

3. Prospecciones de agua en el aio 2005

3.1. Muestras de agua de riego

Se prospectd el agua utilizada para el
riego de 21 campos de olivar en los que se
confirmd la infeccién por V. dahliae de los
arboles afectados. Siete campos estuvieron
distribuidos en las localidades de Anddjar
(2), Arjona (1), Arjonilla (1), Begfjar (1), La
Higuera (1) y Marmolejo (1) de la provincia
de Jaén, y los otros 14 estuvieron situados en
las localidades de Estepa (5), La Roda de
Andalucia (1), Marchena (1), Morén de la
Frontera (1) y Osuna (6) de la provincia de
Sevilla (Cuadro 2). Once de los campos
experimentales indicados en Sevilla habfan
sido incluidos en las prospecciones de agua

del afio 2004 (Cuadros 1 y 2). Todos los
campos de Sevilla y dos campos de Jaén
(C20-05 y C23-05) se abastecieron para el
riego con agua subterrdnea de un pozo situa-
do en cada uno de los campos, en tanto que
el resto de los campos en Jaén utilizaron
agua superficial embalsada tomada del rio
Guadalquivir (Cuadro 2). El sistema de riego
empleado fue por goteo en todos los campos.

Las muestras de agua se recolectaron de
los campos de la provincia de Jaén con una
periodicidad de 12 a 19 dias entre el 9 de
Marzo y el 28 de Abril, y de los pozos de
Sevilla cada 15 a 25 dias desde el 16 de
Febrero al 26 de Abril. De cada campo se
recogieron 4 muestras de agua, exceptuando
de los campos C15-05 de Jaén y C6-05, C7-
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Figura 1. Localizaci6én de la toma de muestras de agua en el sistema de riego y filtrado del agua en los campos
prospectados. A, B. Cabecera del sistema de riego en olivares que se abastecieron con agua de pozo o con agua
superficial embalsada de origen en el rio Guadalquivir, respectivamente. C, D. Filtrado del agua de riego en olivares
que se abastecieron con agua de pozo o con agua superficial embalsada de origen en el rio Guadalquivir,
respectivamente.

05 y C12-05 de Sevilla, donde se tomaron 3
muestras. Por lo tanto, se recolectaron un
total de 80 muestras de agua, de las que 61
fueron de campos regados con agua de pozo
y las otras 19 de campos abastecidos con
agua superficial. En cada muestreo, un total
de 1000 L de agua se hicieron pasar por un
filtro Sefar Nitex de malla de nailon de 20
um de tamano de poro (Sefar Headquarter,
Suiza) colocado en el extremo de una tuberia
situada proxima al pozo o a la balsa (Figura
1), antes de que el agua entrara en el entra-
mado de tuberias del sistema de riego del
campo. El filtro de nailon y su contenido se
introdujeron inmersos en aproximadamente
400 ml de agua estéril en un recipiente de
plastico estéril herméticamente cerrado que
fue trasladado inmediatamente al laborato-

rio. Un filtro fue usado para cada campo y
fecha de muestreo. El filtro dejo pasar el
agua y todas las particulas en suspensién
menores de 20 ym, por lo que los residuos
sobre el filtro sirvieron para detectar y cuan-
tificar la presencia de esclerocios del patége-
no, en tanto el agua que paso a través del fil-
tro se empled para detectar y cuantificar los
micropropagulos de V. dahliae presentes en
el agua de riego. Para la determinacion de
micropropdgulos, 1 y 10 L del agua filtrada
se recolectaron de cada campo en los dos pri-
meros y dos ultimos muestreos respectiva-
mente, excepto de 4 campos en Estepa, Mar-
chena, Morén de la Frontera y Osuna, referi-
dos como C2-05, C25-05, C24-05 y C8-05
respectivamente, en los que se recogi6 t Len
lugar de 10 L en el tercer muestreo realizado
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en razén al elevado nimero de propdgulos
cuantificados en aquellos campos en mues-
treos anteriores. El agua se almacend en con-
tenedores de pldstico estériles hermética-
mente cerrados para su transporte al labora-
torio, donde se conservaron a 4°C en oscuri-
dad durante un maximo de 48 h hasta ser
procesadas.

3.2. Analisis de las muestras de agua

Los esclerocios y demds residuos reteni-
dos sobre el filtro Sefar Nitex de 20 ym fue-
ron incorporados al agua estéril en el conte-
nedor de plastico, y concentrados en un filtro
de malla de nailon Millipore® de 20 ym de
tamaifio de poro y 47 mm de didmetro con la
ayuda de una bomba de vacio. El contenido
sobre el filtro se resuspendié en 10 ml de
agua estéril mediante sonicado durante 10
min. La suspensién resultante se utilizé para
determinar y cuantificar el nimero de escle-
rocios de V. dahliae en la muestra de agua.

Para la cuantificacion de los micropropa-
gulos de V. dahliae, las particulas suspendi-
dasen | 6 10 L de agua que habian traspasa-
do el filtro Sefar Nitex de 20 um, se concen-
traron en un filtro de membrana Millipore®
de 1,2 yum de tamafio de poro y 47 mm de
didmetro, y se resuspendieron en 10 ml de
agua estéril como se describid anteriormen-
te.

Las dos suspensiones de 10 ml obtenidas
fueron agitadas después de retirar el filtro
respectivo, y alicuotas de 0,5 ml de cada una
de ellas se distribuyeron homogéneamente
sobre la superficie de 20 placas Petri conte-
niendo medio semiselectivo APSM. Las pla-
cas se incubaron y observaron para identifi-
car y cuantificar el nimero de colonias de V.
dahliae originadas como se ha descrito para
el andlisis de muestras de agua recolectadas
en el afo 2004.

RESULTADOS

V. dahliae fue recuperado del 20-80% de
los olivos muestreados en cada campo expe-
rimental finalmente seleccionado para las
prospecciones del agua de riego en los afios

2004 y 2005, con una frecuencia media de
infeccioén que varid entre el 5-100% de los
trozos de las ramas analizadas. Se confirmé
asi la presencia de la Verticilosis en dichos
campos.

No se detectaron propagulos viables de V.
dahliae en ninguna de las 120 muestras de
agua de riego tomadas en los 23 campos de
olivar prospectados en las provincias de Jaén
y Sevilla en el periodo comprendido entre el
17 de Marzo y el 1 de Julio de 2004. En el
afio 2005, por el contrario, el patégeno se
aislé del agua de riego del 85,7% de los cam-
pos inspeccionados en cada una de las pro-
vincias de Jaén (6 de 7 campos) y Sevilla (12
de 14 campos) (Figura 2), incluyendo 9 de
los 11 campos que también se muestrearon
en 2004, siendo los valores medios estima-
dos en los campos regados con agua infesta-
da de cada provincia de 213,] (intervalo 0,5-
1000,0) y 35799 (intervalo 0,7-27006,3)
propagulos viables por 1000 L de agua, res-
pectivamente (Cuadros 3 y 4). 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 localiza-
dos en Jaén y los 12 restantes en Sevilla
(Figura 2), con un valor medio de 30704
(intervalo 0,7-27006,3) propdgulos viables
por 1000 L de agua (Cuadros 3 y 4). El paté-
geno se aislé del 80% (4 campos) de los 5
campos regados con agua superficial embal-
sada de origen en el rio Guadalquivir, todos
ellos situados en Jaén, con una media de
312,9 (intervalo 0,5-1000,0) propdgulos via-
bles por 1000 L de agua (Cuadro 3). En con-
junto, V. dahliae fue detectado en el 32,5%
(26 muestras) de las 80 muestras analizadas
en total en el afto 2005, de las cuales 76,9%
(20 muestras; 2 en Jaén y 18 en Sevilla) fue-
ron de agua de pozo y el 23,1% restante (6
muestras en Jaén) de agua superficial.

A partir de las muestras de agua de riego
infestadas en ambas provincias andaluzas, y
con independencia de su origen, se recupe-
raron propagulos de V. dahliae de dos tama-
fios diferentes, esclerocios =220 ym) y micro-
propagulos (<20 ym y 21,2 um). Los escle-
rocios se aislaron del 44% de los 18 campos
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que utilizaron agua infestada con un valor
medio de 1,5 esclerocios/1000 L de agua,
mientras que los micropropdgulos fueron
recuperados del 78% de los campos regados
con agua infestada con un promedio de
3158,9 micropropagulos/1000 L de agua. El
tipo de propagulo aislado del agua tendi6 a
variar principalmente con el periodo de
prospeccién, y la cantidad de micropropagu-
los lo hizo con aquél y con el campo, en
tanto que la cantidad de esclerocios solo
varié con el campo.

En la provincia de Jaén, el patégeno fue
recuperado del agua de riego en todos los
periodos de muestreo considerados, pero la
deteccién en un campo determinado no fue
continua en el tiempo. Asi, V. dahliae se
aislé del 25 al 50% de las muestras de agua
obtenidas de los 6 campos que utilizaron
agua de riego infestada, y fue detectado en 2
de dichos campos en el muestreo de invierno
[levado a cabo la primera quincena de

Marzo,y en 2,3y | campo en los muestreos
de primavera, realizados en la segunda quin-
cena de Marzo y en la primera y segunda
quincena de Abril, con un promedio en cada
periodo respectivo de 2, 2500, 36,3 y | pro-
pagulos viables por 1000 L de agua (Cuadro
3). Las cantidades de micropropédgulos esti-
madas en el agua de riego fueron mucho més
elevadas que las de esclerocios (Cuadros 3 y
4). Los esclerocios se aislaron del agua de
riego del 33% (2 campos) y 17% (1 campo)
de los 6 campos regados con agua infestada
en los muestreos efectuados en las primeras
quincenas de Marzo y de Abril y en la segun-
da quincena de Abril, respectivamente, en
cantidades de -7 esclerocios por 1000 L de
agua de riego seguin el campo, y no fueron
detectados en el muestreo realizado en la
segunda quincena de Marzo. Por el contra-
rio, los valores maximos de micropropagulos
se obtuvieron en la segunda quincena de
Marzo, en la que fueron detectados en el

Figura 2. Distribucién geogréfica de los campos de olivo que utilizaron para regar agua de pozo infestada
(circulo relleno) o no infestada (circulo vacio) por Verricillium dahliae, 0 agua embalsada de origen en el rfo
Guadalquivir infestada (tridngulo relleno) o no infestada (tridngulo vacio) por el patégeno.
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Cuadro 3. Numero de propagulos de Verticillium dahliae por 1000 L de agua utilizada para el riego de campos de
olivar localizados en la provincia de Jaén en distintos periodos de muestreo en el aiio 20052.

1" quincena 2" quincena 1* quincena 2" quincena
de Marzo de Marzo de Abril de Abril
Campo Localidad Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escte- Micropro-
rocios pagulos rocios pagulos rocios pigulos rocios pagulos

C17-05 Andujar 0 0 0 1000 0 0 1 0
C22-05 Anddjar 2 0 0 0 2 0 0 0
C15-05 Arjona -b - 0 0 0 0 0 0
C18-05 Arjonilla 2 0 0 0 0 0 0 0
C20-05 Begijar 0 0 0 0 0 100 0 0
C16-05 Higuera 0 0 0 4000 0 0 0 0
C23-05 Marmolejo 0 0 0 0 7 0 0 0

a Elagua procedente de un pozo en los campos C20-05 y C23-05 y el agua embalsada de origen en el rio Gua-
dalquivir en el resto de los campos, fueron muestreadas en cada periodo indicado para detectar y cuantifi-
car los propdgulos de V. dahliae de diferente tamano presentes en ellas: esclerocios (>20 ym) y micropro-
pagulos (<20 ym y > 1.2 ym). Se analizaron 1000 L de agua de cada campo para la cuantificacién de escle-
rocios en cada muestreo, mientras que para cuantificar los micropropdgulos del hongo se analizaron 1 y 10
L de agua en los dos primeros y los dos dltimos muestreos respectivamente.

b No realizado.

33% de los 6 campos que emplearon agua de
riego infestada por V. dahliae, en cantidades
estimadas de 1000-4000 micropropagulos
por 1000 L de agua segin el campo; dismi-
nuyeron en la primera quincena de Abril a
100 micropropdgulos por 1000 L de agua en
el 17% de los 6 campos indicados anterior-
mente; y no se detectaron en el Gltimo mues-
treo realizado (Cuadro 3). De este modo, el
agua de riego infestada de los campos en
Jaén estuvo contaminada sélo con esclero-
cios en la primera quincena de Marzo (pri-
mer muestreo) y segunda de Abril (cuarto
muestreo), inicamente con micropropagulos
en la segunda quincena de Marzo (segundo
muestreo), y con ambos tipos de propdgulos
en la primera quincena de Abril (tercer
muestreo). No se aislaron esclerocios y
micropropdgulos a la vez en una misma
muestra de agua, aunque los dos tipos de
propagulos se detectaron en el agua de riego
del mismo campo en diferentes muestras.
Similarmente, en la provincia de Sevilla,
V. dahliae también fue aislado del agua utili-
zada para el riego en todos los periodos de
muestreo establecidos y su presencia en un
campo dado fue discontinua en el tiempo. De
este modo, el patégeno se aislé del 25 al

75% de las muestras de agua de riego anali-
zadas de un total de 12 campos que regaron
con agua infestada, y fue recuperado de 3 y
9 de dichos campos en los dos muestreos de
invierno realizados en la segunda quincena
de Febrero y primera quincena de Marzo,
respectivamente, y de 4 y 2 campos en los
dos muestreos de primavera efectuados en la
primera y segunda quincena de Abril, res-
pectivamente, con promedios respectivos en
cada periodo de muestreo de 13350,
185584, 100,5 y 200,0 propagulos viables
por 1000 L de agua (Cuadro 4). Los esclero-
cios estuvieron presentes en el agua de riego
del 17% (2 campos) y 8% (1 campo) de los
12 que utilizaron agua contaminada con pro-
péagulos del patégeno, en los dos muestreos
de invierno y en la primera quincena de
Abril, respectivamente, en cantidades que
variaron de 1-25 esclerocios por 1000 L de
agua segun el campo, pero no se detectaron
en el dltimo muestreo realizado la segunda
quincena de Abril (Cuadro 4). Los micropro-
péagulos se aislaron en todos los periodos de
muestreo, pero en un porcentaje de campos y
en cantidades que alcanzaron un maximo en
el dltimo muestreo de invierno y disminuye-
ron durante los muestreos de primavera. Asi,
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Cuadro 4. Numero de propagulos de Verticillium dahliae por 1000 L de agua utilizada para el riego de campos de
olivar en la provincia de Sevilla en distintos periodos de muestreo durante el afio 20052.

2" quincena

1* quincena

1* quincena 2" quincena

de Febrero de Marzo de Abril de Abril
Campo Localidad Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escle-  Micropro- Escle- Micropro-
rocios pagulos rocios pagulos rocios pagulos rocios pégulos
C1-05 Estepa 0 0 0 0 0 0 0 200
C2-05 Estepa 0 0 0 7000 0 0 0 0
C5-05 Estepa 1 0 0 3000 0 0 0
C6-05 Estepa 0 0 -b - 0 0 0
C7-05 Estepa 0 0 - - 2 0 0 0
C4-05 LaRoda de Andalucia 0 0 0 2000 0 100 0 0
C25-05 Marchena 0 0 25 108000 0 0 0 0
C24-05 Mor6n de la Frontera 0 0 0 34000 0 0 0
C8-05 Osuna 0 0 0 5000 0 0 0
C9-05 Osuna 4 0 ! 2000 0 0 0 200
C11-05 Osuna 0 0 0 0 0 100 0 0
C12-05 Osuna 0 0 - 0 0 0 0
C13-05 Osuna 0 0 0 2000 0 200 0 0
C14-05 Osuna 0 4000 0 4000 0 0 0 0

2 El agua procedente de un pozo localizado en cada campo se muestre6 en cada periodo indicado para detectar y cuan-
tificar los propagulos de V. dahliae de diferente tamaiio presentes en ella: esclerocios (220 ym) y micropropégulos
(<20 pm y 21,2 ym). Se analizaron 1000 L de agua de cada campo para la cuantificacién de esclerocios en cada mues-
treo, mientras que para cuantificar los micropropagulos de! hongo se analizaron 1 L de agua en los dos primeros mues-
treos de cada campo y el tercer muestreo de los campos C2-05, C8-05, C24-05 y C25-05; y 10 L de agua en el resto

de los muestreos.
b No realizado.

el agua de riego del 8,75,25y 17% (1,9,3
y 2 campos, respectivamente) de los 12 cam-
pos que se abastecieron para el riego con
agua infestada, contuvo 4000, 2000-108000,
100-200 y 200 micropropédgulos por 1000 L
de agua en la segunda quincena de Febrero,
primera quincena de Marzo, y primera y
segunda quincenas de Abril, respectivamen-
te (Cuadro 4). Consecuentemente, un mayor
nimero de campos utilizaron para regar agua
infestada por micropropdgulos que por
esclerocios en todos los muestreos, excepto
en la segunda quincena de Febrero (primer
muestreo) en la que el ndmero de campos
que se abastecieron para el riego con agua
infestada por esclerocios duplicé al nimero
de ellos que utilizaron agua infestada con
micropropagulos. Ambos tipos de propdgu-
los de V. dahliae, esclerocios y micropropa-
gulos, fueron recuperados a la vez de dos

muestras de agua en la primera quincena de
Marzo (segundo muestreo).

DISCUSION

El conocimiento de los medios de disper-
sién del indculo de V. dahliae en campos de
olivar es de gran importancia a efectos epi-
demiol6gicos, y para el manejo y control efi-
cientes de la VO. Los resultados de nuestras
investigaciones demuestran que el agua utili-
zada para el riego de olivares en las provin-
cias de Jaén y Sevilla contiene niveles cuan-
tificables de propdgulos de V. dahliae, tanto
si proviene de una fuente subterrdnea (pozo)
como si es agua superficial embalsada de
origen en el rio Guadalquivir. Propédgulos de
V. dahliae de diferentes tamanos, esclerocios
iguales o superiores a 20 ym y micropropé-
gulos inferiores a 20 um e iguales o superio-
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res a 1,2 ym, fueron aislados de la misma o
de distintas muestras de agua infestada. En
general, se cuantificaron niveles mucho mds
elevados de micropropégulos que de esclero-
cios y la deteccién promedio de los primeros
fue mayor en las muestras de agua recolecta-
das a finales de invierno que en las de pri-
mavera.

Los estudios desarrollados se han realiza-
do en Andalucia, que es la Comunidad Auté-
noma espaiiola donde se concentra el 60%
de la superficie nacional de olivar y el 80%
de la produccién (ANONIMO, 2004). Asfi
mismo, se han elegido para efectuar las pros-
pecciones del agua de riego las dos provin-
cias de Andalucia con mayor extensién de
olivar en regadio y que se encuentran entre
las tres provincias de esta regién con mayor
superficie dedicada al olivar. El 314% de
572.674 hay el 27,1% de 200.483 ha de oli-
var en las provincias de Jaén y Sevilla, res-
pectivamente, estdn cultivadas en regadio,
con un total de 234.338 ha que representan el
73,8% de la superficie andaluza de olivar en
regadio en el afio 2004 (ANONIMO, 2006).
Adicionalmente, se han elegido zonas de
cultivo que nos han permitido explorar los
dos tipos de agua cominmente utilizados
para el riego de olivar, esto es, agua subte-
rrdnea procedente de pozos (24% del agua
de riego) y agua superficial (70,5% del agua
de riego) procedente del rio Guadalquivir
que abastece la Cuenca Hidrogrifica mads
importante de Andalucia (PASTOR Muroz-
CoBo, 2005).

En estas investigaciones se han detectado
y cuantificado por separado propagulos de V.
dahliae de diferente tamaiio presentes en el
agua de riego: los esclerocios, que son las
principales estructuras de supervivencia del
hongo en el suelo (WILHELM, 1955); y pro-
pagulos de pequefio tamaifio, compuestos
posiblemente en su mayoria por conidias de
corta longevidad en condiciones desfavora-
bles (GALANOPUOLOS y TRIBE, 1974; SCHREI-
BER y GREEN, 1962; GREEN, 1969), pero que
también podrian comprender fragmentos de
micelio o de esclerocios. El tamaiio de poro
(20 pum) del filtro de malla de nailon utiliza-

do nos debe haber permitido concentrar y
cuantificar una proporcién extremadamente
elevada de los esclerocios de V. dahliae pre-
sentes en las muestras de agua analizadas,
superior incluso a la proporcién de las pobla-
ciones del patégeno en el suelo que se esti-
ma por el método del tamizado hiimedo
(HuisMAN y ASHWORTH, 1974), que cuantifi-
ca los esclerocios comprendidos entre 125 y
37 um. De acuerdo con HAWKE y LAzARro-
vITS (1994), el filtro de 20 ym nos habria
permitido ademas cuantificar la fraccién de
esclerocios con mayor capacidad germinati-
va y de supervivencia y, por lo tanto, con
mayor potencial para causar infecciones.
Andlogamente, para retener y cuantificar los
micropropagulos de V. dahliae de tamano
inferior a 20 pm hemos utilizado un filtro de
1,2 ym de tamafio de poro considerando, de
acuerdo con la informacién disponible, que
las dimensiones de las conidias no son infe-
riores a 1,4 uym (HAWKSWORTH y TALBOYS,
1970; SMITH, 1965).

La aparente falta de consistencia observa-
da en la deteccion de V. dahliae en el agua de
riego entre las prospecciones realizadas en
2004 y 2005, y especialmente en los resulta-
dos obtenidos en los 11 campos incluidos en
ambos afos de estudio, podrian justificarse
en gran parte por las diferencias en la canti-
dad de agua analizada por muestra en cada
afio, que fue de 0.5 y 0,02 L en 2004 y de
1000 y 1-10 L en 2005, para la recuperacién
de esclerocios y micropropdgulos, respecti-
vamente. Ello, unido a los niveles relativa-
mente bajos de las poblaciones de V. dahliae
presentes en el agua de riego, puestos de
manifiesto en el aifio 2005, debi6é reducir
extremadamente la posibilidad de aislar al
patégeno en 2004. Se debe considerar tam-
bién que, aunque las muestras de agua pro-
cedieran del mismo pozo o balsa, el agua fue
renovada no solo entre los dos afios de pros-
pecciones, sino también entre muestreos rea-
lizados en el mismo afio, en particular cuan-
do el agua estaba embalsada y, por consi-
guiente, el agua muestreada pudo encontrar-
se en estados de infestacién diferentes, como
se confirma por los resultados obtenidos en
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el curso de estas investigaciones.

Las cantidades de esclerocios estimadas
en las muestras de agua de riego analizadas
en el ano 2005 estuvieron en todos los casos,
excepto en uno de los muestreos del campo
C25-05 (Marchena, Sevilla), préximas al
umbral de deteccién del método analitico
utilizado lo que, muy posiblemente, limitd la
deteccion de esclerocios en muchas de las
muestras analizadas. En cualquier caso,
nuestros resultados parecen indicar que en el
primer muestreo de invierno realizado en
cada una de las dos provincias prospectadas,
el agua de riego infestada contenia predomi-
nantemente esclerocios en la mayoria de los
campos, mientras que en el siguiente mues-
treo llevado a cabo a finales de invierno
(Sevilla) o principios de primavera (Jaén)
hubo un incremento moderado (Jaén) o muy
elevado (Sevilla) en el porcentaje de campos
con micropropdgulos, al que siguié una
reduccion en dicho porcentaje en los restan-
tes muestreos de primavera. Por el contrario,
la presencia y cantidad de esclerocios en el
agua de riego no parecié seguir ningin
patrén temporal identificable. Los esclero-
cios podrian haber llegado al agua de riego
libres o inmersos en restos de plantas infec-
tadas, arrastrados por el agua de escorrentia
o sobrante de riego (EASTON et al., 1969)
hasta el rio o, a través de los intersticios del
suelo, hasta las capas subterrdneas de agua,
y/o podrian haber sido transportados por el
viento junto con las particulas de suelo (Eas-
TON et al., 1969) o adheridos a utiles de riego
(gomas, cubos y botas entre otros) hasta el
rio, los pozos y las balsas. En condiciones
nutricionales adecuadas o de temperaturas
favorables en el agua, los esclerocios podri-
an germinar originando micropropagulos
(principalmente conidias) de escasa persis-
tencia comparada con la de los esclerocios
(GaLaNopoULOS 'y TRIBE, 1974; GREEN,
1969; SCHREIBER y GREEN, 1962).

La presencia de propégulos de V. dahliae
en el agua utilizada para el riego del 85,7%
de los campos de olivar prospectados en Jaén
y Sevilla indica que el agua de riego es un
vehiculo eficiente de dispersién del inéculo

del hongo en estas provincias. Esta disper-
sién podria ocurrir a cortas y largas distan-
cias, y podria servir para introducir al paté-
geno en areas de cultivo o campos libres del
mismo, asi como para incrementar la densi-
dad de in6culo de V. dahliae en suelos pre-
viamente infestados. Por consiguiente. el
agua de riego infestada por V. dahliae proba-
blemente estd contribuyendo a aumentar la
densidad de indculo primario del patdgeno
en el suelo, que da lugar al desarrollo de las
epidemias, y puede haber sido uno de los
principales factores que han ayudado a
incrementar los ataques de Verticilosis
observados en los tltimos anos en Andalu-
cia. La deteccién de este patégeno en el agua
de riego, y especialmente en el agua superfi-
cial embalsada procedente del rio Guadal-
quivir, podria tener importantes connotacio-
nes epidemioldgicas por la extensa utiliza-
cién de este agua para el riego de diferentes
cultivos en Andalucia y la amplia gama de
plantas huéspedes de V. dahliae (PEGG y
BraDY, 2002). Asimismo, la infestacién del
agua subterrdnea también es de gran signifi-
cacién para la sanidad de los cultivos consi-
derando la interrelacién entre las fuentes
subterrdneas y superficiales de aguas.

La relevancia de la presencia de V. dahliae
en el agua de riego puesta de manifiesto en
nuestras investigaciones estd supeditada a la
capacidad de sus poblaciones en el agua de
causar enfermedad en olivo u otros huéspe-
des. Por ello, es necesario estudiar la patoge-
nicidad y virulencia de dichas poblaciones,
que es una linea de trabajo que estamos lle-
vando a cabo en estos momentos, para adop-
tar decisiones en relacion a: 1) aconsejar a
los agricultores que se abstengan de utilizar
aguas infestadas con V. dahliae para el riego
no solo de olivar sino también de otros culti-
vos susceptibles al patdgeno; y, 2) dirigir
nuestras investigaciones futuras a la btisque-
da de medidas de control convenientes y efi-
cientes para erradicar o reducir la cantidad
de indculo de V. dahliae presente en el agua
de riego, en el caso de que fuese necesario
utilizar este agua. En tanto no se conozcan
las variantes patogénicas de V. dahliae pre-
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sentes en el agua de riego, se deben utilizar
todas las medidas preventivas posibles para
evitar la infestacion del agua de riego, tales
como: mantener los pozos y las balsas de
almacenamiento tapados el méaximo tiempo
posible para evitar la llegada de particulas de
polvo, en particular cuando estén situados en
lugares transitados frecuentemente por vehi-
culos o con movimiento de suelo; realizar
una limpieza exhaustiva de la balsa con pro-
ductos desinfestantes tras un periodo de
desuso; mantener el agua limpia de restos
vegetales; y evitar introducir en el agua todo
tipo de utensilios (cubos, gomas, etc., inclui-
das las botas de los operarios) que contengan
suelo o restos de plantas, o en su caso, desin-
festarlos antes de usarlos.
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ABSTRACT

RODRIGUEZ-JURADO D., J. BEIARANO-ALCAZAR. 2007. Dispersion of Verticillium
dahliae in irrigation water used in olive orchards in Andalucia, southern Spain. Bol.
San. Veg. Plagus, 33: 547-562.

The increment in severity of Verticillium wilt epidemics of olive trees has been asso-
ciated with the establishment of irrigation in new and traditional olive orchards in Anda-
lucfa. [rrigation water can influence Verticillium wilt of olive (VO) by means of the dis-
persal of propagules of Verticillium dahliae. Therefore, the objectives of this research
work were to determine and quantify the presence of V. dahliae in the irrigation water
used in olive orchards in Andalucia, and to study the variation in the level of the patho-
gen populations over time during the irrigation season. Disease surveys were carried out
in 33 olive orchards affected by Verticillium wilt at the Jaén and Sevilla provinces in 2004
(5 and 18 fields. respectively) and 2005 (7 and 14 fields, respectively), with 11 of the
fields being prospected in both years. In each field, 2-8 irrigation water samples of 0.5 L
obtained from March to July in 2004 and 3-4 samples of 1000 L of water collected from
February to April in 2005 were analysed. V. dahliae was isolated only of the water sam-
ples analysed in 2005. The pathogen was recovered of irrigation water in 85.7% of the
olive orchards surveyed in each province, representing 87.5 and 80% of total of fields
irrigated with subterranean water from wells and dammed up superficial water from the
Guadalquivir river, respectively. Subterranean and superficial irrigation water in both
provinces were infested by propagules of V. dahliae, which were differentiated because
of their size in sclerotia (>20 ym) and micropropagules (<20 y >1.2 ym). The micropro-
pagules were recovered from irrigation water in a higher percentage of fields that used
infested water (78%) and in higher average levels (3158.9 micropropagules/ 1000 L) than
sclerotia were (44% y 1.5 sclerotia/1000 L, respectively). Within the olive orchards irri-
gated with water infested by V. dahliae, the incidence of fields with water contaminated
by sclerotia varied from 0 to 33% through the irrigation season and did not show any
recognizable pattern over time, while the percentage of fields with water infested by
micropropagules reached a maximum of 33% in Jaén and of 75% in Sevilla in the second
and first fortnight of March, respectively, and decreased progressively through the spring
samplings.

Key words: Verticillium wilt, olive. inoculum source. epidemiology, control.
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