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RESUMEN

El repilo del olivo, causado por el hongo Fusicladium oleagineum, es considerado la
enfermedad mas importante del olivo (Olea europaea) y esta extendida en todas las
areas del mundo donde éste se cultiva: Cuenca del Mediterraneo, Sudafrica, California,
Sudamérica y Australia. En Chile, la superficie de olivos ha ido en aumento y se estimo
en 24.000 ha para el afio 2010. Esta enfermedad provoca defoliaciones prematuras que
tienen como consecuencia un debilitamiento progresivo del arbol y una disminucién
importante de la productividad. La medida de control mas utilizada es la aplicacion de
fungicidas, en forma preventiva, por lo tanto es importante conocer la epidemiologia de
la enfermedad, para lograr un adecuado control. La utilizacion de cultivares resistentes
es otra forma de lucha contra la enfermedad, pero la informacion existente al respecto es
contradictoria debido a que la mayoria de los trabajos se refieren a observaciones de
campo. Este trabajo tuvo como objetivo conocer los periodos criticos de infeccidn,
establecer la dindmica de esporulacion del hongo y evaluar la susceptibilidad de 6
cultivares de olivo Arbosana, Bossana, Coratina, Frantoio, Koroneiki y Leccino
inoculados artificialmente con F. oleagineum bajo condiciones de campo. Los periodos
criticos de infeccion se establecieron en tres huertos, en la regiéon de Coquimbo,
Metropolitana y de Valparaiso, estos fueron similares siendo los meses de otofio-
invierno los mas severos, con una fuerte dependencia de parametros climaticos
principalmente precipitaciones, pero ademas, se observo la importancia del agua libre
producto de rocios que da inicio a las infecciones. La dindmica de esporulacion se
establecié para dos huertos, ubicados en la region de Atacama y Metropolitana,
confirmandose dos periodos de mayor esporulacion, otofio y primavera, sin embargo, Si
las condiciones de humedad lo permiten F. oleagineum puede producir conidias durante
todo el afio. El estudio de susceptibilidad de 6 cultivares de olivo se llevo a cabo en un
huerto de la region Metropolitana, donde se determind que los cultivares Bossana y
Coratina son susceptibles a la enfermedad y los cultivares Arbosana, Frantoio,
Koroneiki y Leccino son moderadamente susceptibles.

Palabras clave: Repilo, Fusicladium oleagineum, Olea europaea, susceptibilidad.



ABSTRACT

The olive leaf spot caused by Fusicladium oleagineum (Castagne) is widespread in the
Mediterranean basin and other world regions were olive trees are grown. The disease
causes premature defoliation which result in a progressive weakening of the tree and a
significant decrease in productivity. It is important to understand the epidemiology of
the fungus to achieve adequate control of the disease. In this work the critical periods of
infection were established for the Coquimbo, Valparaiso and Metropolitan regions,
where the higher disease incidence occurred during the fall and winter months, with a
strong dependence of climatic parameters mainly rainfall, but disease was observed to
occur before the first fall rains as a result of morning dew. The sporulation dynamics of
F. oleagineum in one orchard in the Atacama and one orchard in the Metropolitan
Regions were also determined. Fall and spring time were confirmed as the periods with
the highest sporulation. Finally, the susceptibility of 6 olive cultivars was studied in a
commercial orchard located in the Metropolitan Region. Bossana and Coratina were
susceptible while Arbosana, Frantoio, Koroneiki and Leccino were moderately
susceptible.

Key words: Olive leaf spot, Fusicladium oleagineum, Olea europaea, susceptibility.



INTRODUCCION

En Chile, el olivo (Olea europaea L.), se encuentra distribuido desde la I a la VIII
Region, existiendo ademas cultivos en algunos microclimas de la IX Region. La
superficie de olivos en el pais, ha ido en aumento y se estimo6 en 24.000 ha para el afio
2010 (Iglesias, 2010).

Una de las enfermedades mas importantes que ataca al olivo es el repilo, también
conocido como ojo de pavo. Esta enfermedad se extiende en todas las principales zonas
donde se cultiva el olivo en el mundo (Obanor et al., 2005b). En Chile, la enfermedad
es poco conocida y a pesar de existir escasa informacion, es considerada un problema
endémico en la gran mayoria de los huertos de olivo, sobre todo cuando las condiciones
ambientales son adecuadas para su desarrollo.

El agente causal, corresponde a un hongo Ascomycete, denominado Fusicladium
oleagineum (Castagne) Ritschel y U. Braun reconocido por primera vez en Europa en
1845, cuando fue descrito por Castagne en Francia como Cycloconium oleaginum
(Schubert et al., 2003). Este es un patégeno biotrofico y especifico del olivo que se
desarrolla exclusivamente bajo la cuticula de la hoja (Trapero et al., 1998; Benitez et
al., 2005a).

El repilo provoca una defoliacion precoz del olivo, luego de periodos sucesivos de
defoliacion y regeneracion de hojas, los arboles afectados pueden presentar un escaso
crecimiento y una reduccion en el rendimiento (Lopez-Doncel et al., 2000). Se han
estimado peérdidas de rendimiento de hasta un 20% (Obanor et al., 2008b), la realizacién
de tratamientos fitosanitarios es muy importante para mantener la enfermedad en
niveles aceptables que no causen excesiva reduccion en las cosechas (Anton et al.,
1989). Segun los estudios realizados por Sanei y Razavi (2011), la prevalencia de repilo
se incrementa significativamente con la edad de los arboles, a medida que envejecen los
arboles, el tamafio de la canopia y la densidad de la canopia crea un refugio para el
hongo aumentando la humedad dentro y entre los arboles.

Los sintomas se producen principalmente en el haz de las hojas y aparecen como
manchas de color verde oscuro a negro rodeadas por un halo amarillento, similar a un
0jo de pavo real, lo que da lugar al nombre ojo de pavo (Shabi et al., 1994). Las hojas
de la parte baja de los arboles son las primeras en verse afectadas (Sergeeva et al.,
2009). Los peciolos, frutos y pedunculos del fruto también son susceptibles, pero
raramente atacados por el hongo (Teviotdale y Steven, 1995).

Actualmente los tratamientos quimicos realizados contra el repilo son preventivos y por
lo tanto deben tenerse en cuenta las condiciones ambientales que el hongo necesita para
desarrollarse. EI momento de la aplicacion de fungicidas se menciona como un punto
critico para un control efectivo de la enfermedad (Obanor et al., 2008b) por lo que es
necesario conocer los periodos criticos de infeccion.



La utilizacion de cultivares resistentes es considerada también, como una forma de
lucha contra el repilo. Sin embargo, los distintos cultivares de olivo difieren en su
resistencia o susceptibilidad a este patdgeno. Aungue la informacion al respecto es
abundante, la mayoria de los trabajos se refieren a observaciones de campo,
generalmente en ambientes diferentes y sin elementos comunes de comparacion, lo que
ha generado frecuentes contradicciones (Trapero y Blanco, 2008).

Es necesario el conocimiento acerca de como afectan las variables ambientales al
desarrollo de la enfermedad, para desarrollar un sistema de prondéstico con un enfoque
integrado para el control del repilo (Viruega y Trapero, 1999). Este sistema de
prondstico puede mejorar el control de la enfermedad y/o reducir el uso de fungicidas,
ayudando asi a aliviar las preocupaciones ambientales, econémicas y de salud,
relacionadas con el uso de fungicidas (Obanor et al., 2011).

Tomando en cuenta la importancia de la enfermedad y el aumento cada vez mayor de
las hectéreas plantadas con olivos en Chile, se hace necesario estudiar la epidemiologia
del repilo, bajo condiciones locales, para poder llegar a un adecuado control de ésta.
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1. Hipdtesis de trabajo

Hipdtesis 1: En el olivo existe estacionalidad de los periodos de infeccién con
Fusicladium oleagineum.

Hipdtesis 2: La produccion de conidias por Fusicladium oleagineum es
estacional y se corresponde con las infecciones.

Hipdtesis 3: Existe una susceptibilidad diferencial en los distintos cultivares de
olivo a la infeccion por Fusicladium oleagineum.

2. Objetivos

Determinar los periodos criticos de infeccién por Fusicladium oleagineum, en
tres huertos de olivo.

Determinar la dindmica de esporulacion de Fusicladium oleagineum, en dos
huertos de olivo.

Determinar el grado de susceptibilidad de 6 cultivares de olivo a la infeccion
por Fusicladium oleagineum.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El repilo estd presente en Asia (India, Irdn, Israel, Palestina, Jordania, Libano y
Turquia); Europa (Espafia, Francia, Italia, Malta y Chipre); Africa (Egipto, Algeria,
Libia, Marruecos, Somalia, Sudéafrica y Tunez); Norte América (USA y Canadd); Chile
y Nueva Zelanda (Schubert et al., 2003). No obstante, su distribucion en olivares o en
areas naturales como es el caso del acebuche, no es uniforme, sino que esta determinada
por la susceptibilidad del cultivar o genotipo, la virulencia del patégeno y las
condiciones ambientales, sobre todo las que favorezcan la presencia de agua libre sobre
el follaje. Asi, la enfermedad es especialmente importante en regiones humedas,
olivares cercanos a rios, en viveros y en plantaciones densas y mal ventiladas (Roca et
al., 2006).

1. Sintomatologia

El sintoma mas caracteristico de la enfermedad se presenta en el haz de las hojas
(Figura 1A y B), donde se aprecian manchas circulares de tamafio variable y de color
marrén-oscuro a negro, a veces rodeadas de un halo amarillento caracteristico. En
otofio-invierno el halo suele estar ausente, mientras que en primavera es muy acusado,
tanto en las lesiones jovenes como en las viejas. El color oscuro de las manchas se debe
a las esporas del agente causal, las cuales pueden cubrir la totalidad de la mancha, o
bien se distribuyen en anillos concéntricos, sobretodo en lesiones viejas. La apariencia
de las manchas depende de la variedad de olivo, edad de la lesion y condiciones
ambientales en las que éstas se desarrollan, pero en cualquier caso resultan de facil
identificacion. Las lesiones viejas suelen presentar una coloracion blanquecina debido a
la separacidon de la cuticula del resto del tejido (Trapero y Blanco, 2008).

Figura 1. Hojas de olivo atacadas por repilo. (A) Manchas esporuladas sobre las hojas.
(B) Lesiones antiguas, hojas cloroticas.
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En el envés de las hojas, los sintomas son menos aparentes y consisten en zonas
ennegrecidas intermitentes a lo largo del nervio central (Trapero et al., 1998). El micelio
de F. oleagineum esta formado por hifas hialinas delgadas y muy ramificadas (Soriano,
2006). Este se desarrolla normalmente bajo la cuticula de la hoja, pero en casos severos
puede infectar el peciolo, el pedinculo del fruto y al fruto propiamente tal (Gonzéalez-
Lamothe et al., 2002). Este habitat subcuticular proporciona al patdgeno, ademas de los
nutrientes que requiere para su desarrollo y esporulacion, un pH subalcalino favorable
para sus enzimas extracelulares y una protecciéon contra la desecacion y la radiacion
excesiva. La infeccion del fruto (Figura 2) aunque es muy rara, perjudica la calidad del
mismo Yy reduce su rendimiento graso, pero no afecta la calidad de su aceite (Trapero y
Blanco, 2008).

Las manchas de repilo se expanden y se unen para cubrir una gran parte de la superficie
foliar (Obanor et al., 2005a) y como consecuencia de estas lesiones, se produce una
importante caida de hojas, 1o que se manifiesta claramente sobre todo en las ramas
inferiores. Esto lleva consigo una pérdida de yemas axilares, disminucion de la
produccion y tasa de crecimiento; en arboles jovenes la infeccion compromete su
formacion (Gil-Albarellos, 2011).

La caida de hojas enfermas ocurre en invierno, afectando ademas el proceso de
acumulacién de frio necesario para la floracion siguiente. Por otra parte, cuando ataca
en primavera, en el periodo de floracion, también afecta a las inflorescencias,
produciéndose desecacion de pétalos antes de la apertura de la flor, lo que reduce la
posibilidad de cuaja y por consiguiente la productividad (Contreras, 2005).

En los estudios realizados por Mungianu et al. (2002), en los que analizaron la relacion
entre la caida prematura de hojas y el comportamiento de las plantas, con respecto a la
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produccion de flores y ajuste de carga, se confirma el hecho de que, la influencia de la
defoliacion temprana sobre la diferenciacion de yemas florales esta bien definida, ya
que, segun sus resultados, el nimero de racimos florales en arboles no tratados
disminuy6 a un 31% en plantas con caida fuerte de hojas. Por el contrario, las yemas de
arboles protegidos, que conservaron las hojas por un largo periodo, tendieron a
diferenciarse a yemas florales en una frecuencia significativamente mas alta (81%).

La enfermedad causa menos dafio en plantaciones tradicionales que en huertos con
plantaciones intensivas (Shabi et al., 1994). En algunas areas, donde la enfermedad es
endémica, causa severa defoliacion en cultivares sensibles, lo que trae serias
alteraciones fisiologicas en las plantas, obteniendo un impacto muy perjudicial en la
productividad (lannotta et al., 2002).

2. Etiologia

El nombre Fusicladium oleagineum hace referencia exclusivamente al estado asexual
del hongo (Trapero y Blanco, 2008). Como indican los andlisis filogenéticos realizados
por Gonzéalez-Lamothe et al. (2002), es una fase anamorfica de una especie de Venturia
no reportada adn.

El hongo se desarrolla bajo la cuticula de los tejidos infectados, formando un entramado
de hifas, de las que emergen al exterior conidioforos simples, globoso-ampuliformes de
color castafio, con collaretes formados por la produccion sucesiva de esporas asexuales
o conidias (Figura 3). Estas son bicelulares, obpiriformes, de color castafio claro y
miden 15-30 x 9-15 um, con pared verruculosa, truncadas por la base y mas estrechas y
alargadas en el apice (Trapero y Blanco, 2008).

Figura 3. Conidias bicelulares de F. oleagineum (aumento 100X).
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F. oleagineum sélo es patogeno del olivo, aunque en varios paises mediterraneos se han
descrito infecciones en Ligustrum, Phillyrea y Quercus por hongos morfolégicamente
parecidos (Trapero y Blanco, 2008).

3. Epidemiologia

La biologia del hongo es muy variable en distintos afios, dependiendo su desarrollo de
muchos factores, tales como humedad, temperatura, lluvia y practicas culturales (Gil-
Albarellos, 2011). El ciclo de patogénesis (Figura 4) consta de seis fases principales:
Infeccion, que comprende la germinacion del conidio y la penetracion del hongo a
través de la cuticula de la hoja (I), desarrollo vegetativo bajo la cuticula de la hoja,
gracias a la accion degradativa de enzimas tales como cutinasas, lipasas, celulasas y
pectinasas, secretadas por las hifas del hongo (I1), emisién de hifas hacia la superficie
foliar perforando nuevamente la cuticula (I11), formacion de los conidiéforos una vez
alcanzada la superficie foliar (1V), esporulacion (V) y aparicion de la mancha sobre la
hoja, debido a la acumulacion de masas de conidios y conidiéforos (Roca et al., 2006).

- /%E_’Egi‘%\ v
E o
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(' < Periodo de incubacién \_,\
1

Cuticula
Conidios
o i,‘:
Epidermis \ Vi
Micelio — 2 § J S0 <)
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a \ » -
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g,Reproduc;cnon s S —— Hojas
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Figura 4. Ciclo de patogénesis del repilo del olivo causado por Fusicladium
oleagineum (Fuente: Roca et al., 2006).
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Las conidias se mantienen viables durante varios meses, aungque una vez separadas de
los conidiéforos pierden su capacidad germinativa en menos de una semana. Tras un
periodo humedo pueden producirse nuevas conidias en las manchas foliares, ello
determina que en ambientes mediterraneos existan conidias viables disponibles para la
dispersion durante todo el afio, con dos maximos uno en otofio y otro al comienzo de la
primavera (Trapero, 1995).

Fusicladium oleagineum sobrevive fundamentalmente en las hojas infectadas que
permanecen en el arbol. Por su caracter de paréasito obligado, las hojas que caen al suelo
tienen escasa importancia epidemiolégica (Trapero et al., 1998; INIA, 2003). Las
conidias son dispersadas a cortas distancias de los tejidos infectados principalmente por
la lluvia, ya que, en estado seco no son separadas de los conidiéforos con facilidad por
corrientes de aire. Ello hace que las sucesivas infecciones tengan lugar en sentido
descendente del arbol. La germinacion de las conidias s6lo tiene lugar cuando existe
agua libre (Civantos, 1992). Segun Trapero y Blanco (2008), para que se lleve a cabo la
germinacién debe existir una humedad superior al 98%, con temperaturas en el rango de
0 a 27 °C y el optimo en torno a 15 °C. Posteriormente, el establecimiento de la
infeccion requiere agua libre o una atmoésfera saturada de humedad durante 1 a 2 dias,
dependiendo de la temperatura, que presenta un amplio rango (5 a 25 °C).

El periodo de incubacion, es decir, el tiempo que transcurre desde la infeccion hasta la
aparicion de los sintomas, tiene una gran importancia epidemioldgica. El periodo de
incubacion para F. oleagineum es relativamente largo, aunque muy variable pudiendo
oscilar entre 4 y 15 semanas, en funcion de la temperatura, humedad relativa, variedad
de olivo y humedad de la hoja (Trapero et al., 1998; Lopez-Doncel et al., 2000). Este
largo periodo de incubacion de la enfermedad, hace necesaria la deteccion precoz de las
infecciones, a fin de establecer una eficaz estrategia de control (Zarco et al., 2007)

Segln Viruega y Trapero (1999), los principales periodos de infeccion ocurren durante
otofio-invierno en dias lluviosos. Pero si la primavera se presenta fresca y lluviosa y
existe abundancia de inéculo, la presencia de hojas nuevas que son mas susceptibles y
no estan protegidas por fungicidas, dan lugar a infecciones severas. Estas infecciones
permanecen latentes durante el verano, sin producir caida de hojas, y constituyen la
fuente de indculo principal para las infecciones de otofio-invierno. En estos casos, el
tratamiento de primavera es crucial para el control satisfactorio de F. oleagineum
durante el afio siguiente (Trapero et al., 1998; Zarco et al., 2007).

Contreras (2006), observd que el periodo de esporulacion del patégeno en la Regién
Metropolitana se presenta desde mediados de septiembre, simultdneamente con el inicio
del crecimiento de la nueva temporada y hasta mediados de diciembre, detectandose una
mayor esporulacion en condiciones de mayor humedad (precipitaciones).

Aunque se ha establecido el efecto global de la lluvia y de la temperatura sobre la
infeccion de F. oleagineum, el conocimiento de la influencia de los factores ambientales
sobre los diferentes componentes del ciclo de la enfermedad es fragmentario y esta
basado exclusivamente en datos de campo, por lo que los resultados no son de
aplicacion general y resultan, a veces, contradictorios (Trapero y Blanco, 2008).
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En 1959 Loprieno y Tenerini desarrollaron un método de deteccion de infecciones
latentes por F. oleagineum, conocido como el “método de la sosa”. Este método es el
mas utilizado en los estudios sobre la biologia y epidemiologia del patdgeno, y se basa
en la oxidacién de los compuestos fenolicos que se acumulan en las zonas afectadas
como respuesta al patdgeno al sumergir las hojas en una solucion acuosa de hidréxido
sodico (NaOH) o hidréxido potasico (KOH) al 5% y a 50-60°C durante 2-3 min. Este
método fue modificado en 1964, haciéndolo aplicable a temperatura ambiente (Zarco et
al., 2007). Los compuestos fenolicos en los que se basa el método de la sosa
corresponden a una defensa quimica natural de la planta, si bien no son directamente
toxicos para los patdgenos fungicos, detienen el progreso de éstos tras la infeccion
(Antén y Laborda, 1989).

4. Susceptibilidad del olivo

Existen diferencias notables en la susceptibilidad de los cultivares de olivo a la
enfermedad. Parece ser, en general, que los cultivares mas alejados del tipo del olivo
silvestre (al parecer inmune) son los méas propensos a ser invadidos por el hongo
(Soriano, 2006).

La creacion de cultivares es el resultado de hibridaciones entre olivo cultivado y
material silvestre (acebuche), que posteriormente fueron seleccionados por los
agricultores, primero en la cuenca del mediterraneo y luego en las diferentes areas de
cultivo en el mundo (INIA, 2003).

En el Cuadro 1, se presenta la susceptibilidad de distintos cultivares de olivo a la
enfermedad, los datos fueron obtenidos de distintos autores. Se observa que hay muchos
cultivares que se repiten en todas las clasificaciones, el ejemplo mas claro es Frantoio
que estd catalogado como susceptible, moderadamente susceptible y al mismo tiempo
como resistente. Esto ocurre debido a que la informacion proviene de observaciones de
campo en el cual las condiciones ambientales juegan un papel muy importante.

Moral et al. (2005), sefialan que las discrepancias pueden deberse a una incorrecta
identificacion del material vegetal, a diferencias de virulencias entre distintas
poblaciones de los patdgenos, a diferencias de comportamiento de los clones de un
cultivar o a condiciones ambientales distintas en las zonas geograficas estudiadas.

La ausencia de conocimiento sobre la resistencia/susceptibilidad del olivo a F.
oleagineum va unida a un desconocimiento casi total sobre los mecanismos patogénicos
del hongo y de los sistemas de defensa de la planta. Los escasos trabajos publicados
sobre el patosistema O. europaea/F. oleagineum han revelado la presencia de
mecanismos de defensa tanto estructurales relacionados con la cuticula foliar como
quimicos, sobre todo compuestos fendlicos relacionados con la oleuropeina (Benitez et
al., 2005a).
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Cuadro 1. Susceptibilidad de distintos cultivares de olivo al Repilo causado por
Fusicladium oleagineum.

st M? R® D*
Arbequina Frantoio Frantoio Biancolilla
Cornicabra Picudo Leccino Coratina

Frantoio Cornicabra Arbosana Kalamata
Changlot Real Hojiblanca Oblonga
Hojiblanca Picual koroneiki
Manzanilla Arbequina Lechin de Sevilla
Picual Sevillana
Lechin de Granada
Empeltre
Picudo

Fuente: elaboracion propia con datos obtenidos de los siguientes trabajos: Anton y Laborda,
1989; Trapero et al., 1998; Ldopez Doncel y Trapero, 1999; Trapero et al., 2001; Soriano, 2006;
Trapero y Blanco, 2008.

': Susceptible % Moderadamente susceptible *: Resistente *: Susceptibilidad desconocida.

Las plantas son capaces de desplegar mecanismos de defensas propios, inducidos por el
ataque de organismos patdgenos, aumentando su capacidad defensiva incluso en tejidos
distantes del lugar de ataque, fendmeno conocido como resistencia sistémica adquirida o
SAR (Roca et al., 2007). Se han investigado numerosas sustancias guimicas como
inductoras de este proceso como: acido salicilico (SA), &cido jasmonico (JA),
benzotidiazol (BTH), etileno (ET), especies reactivas de oxigeno (ROS), &cidos
organicos, sales inorganicas, cationes metélicos, etc. (Moral et al., 2005). Se ha
comprobado un efecto de control de postinfeccion de varios productos cupricos, asi
como un efecto protector de algunos antagonistas que podrian estar relacionados con la
induccion de SAR. Ademas se han identificado varios genes implicados en la resistencia
del olivo al repilo y que responden diferencialmente a moléculas inductoras de
diferentes vias de defensa (Roca et al., 2007).

La relacion entre el huésped fungico y la planta hospedera ha sido estudiada a nivel
molecular. El 4cido salicilico (SA), benzotidiazol (BTH), metiljasmonato (MJ) y etefon
(ET) indujeron la expresion de genes de defensa del olivo, si bien sus patrones fueron
diferentes, existié una interaccion entre las diferentes rutas de defensa, ya que elicitores
distintos pueden inducir los mismos genes. Los cultivares tolerantes muestran niveles
basales de expresion de los genes de defensa mas elevados que los cultivares
susceptibles. Por lo tanto, cada cultivar de olivo muestra un perfil de expresion génica
caracteristico, tanto antes (niveles basales) como después de la infeccion por el huésped
parasito. De este modo la cuantificacion de la expresion de algunos genes clave puede
emplearse para determinar el grado de tolerancia o susceptibilidad del olivo a la
enfermedad (Benitez et al., 2007).

Asi mismo, El Aabidine et al. (2010) sugieren en su investigacion, que el radio de
actividad de las enzimas implicadas en varias vias de biosintesis de compuestos
fendlicos y/o la tasa de expresion de los genes correspondientes, serian el origen del
grado de resistencia de los olivos a F. oleagineum.
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Por otro lado, segun los resultados de las inoculaciones realizadas por Moral et al.
(2005) donde se puso de manifiesto la existencia de variabilidad patogénica entre
distintas poblaciones del hongo, se identificaron 6 grupos de virulencia (razas).

5. Control de la enfermedad

Debido a la importancia que tienen la elevada humedad ambiental y el agua libre en el
desarrollo de la enfermedad, se recomiendan medidas culturales que favorezcan la
adecuada ventilacién de los arboles, tales como podas selectivas, y marcos de plantacion
que eviten copas densas 0 muy juntas. Otro factor que influye significativamente en la
severidad de las infecciones, es el estado nutritivo del arbol. En general, el exceso de
nitrdgeno y la deficiencia de potasio parecen favorecer las infecciones por F.
oleagineum, en zonas endémicas y en campos donde se den condiciones muy favorables
para la enfermedad, es recomendable la eleccion de cultivares menos susceptibles. Sin
embargo, el predominio de los criterios de calidad y productividad hacen, en muchos
casos impracticable esta medida (Trapero et al., 2001).

Con cultivares susceptibles, la medida de control més utilizada es la aplicacion foliar de
fungicidas. Los fungicidas cominmente utilizados contienen cobre e incluyen caldo
bordelés, hidroxido de cobre, 6xido de cobre y oxicloruros de cobre (Obanor et al.,
2005b). Esto se debe a su menor costo, a la compatibilidad con otros productos y a su
eficacia (Roca et al., 2007).

En menor medida se usan productos sistémicos o penetrantes, por su efecto erradicante
de las lesiones recién establecidas. Algunos de ellos han sido ensayados con éxito
contra el repilo, por ejemplo: difenoconazol, dodine, kresoxim-metil (Roca et al., 2007).

Las sales de cobre actdan inhibiendo la germinacion de las esporas del patdgeno,
dependiendo dicho efecto de la concentracién del ién Cu ?*. La diferencia en la eficacia
entre productos se debe a la solubilidad del cobre o a la sensibilidad del patégeno. Un
efecto adicional de los fungicidas cupricos se manifiesta mediante la reduccion del
indculo producido en los tejidos afectados y de su viabilidad, habiéndose observado
reducciones de hasta el 95% de la germinacion de las esporas producidas en las lesiones
de hojas afectadas por F. oleagineum (Roca et al., 2007).

Debido al caracter protector de estos tratamientos quimicos, el tiempo de aplicacion es
crucial, el numero de tratamientos y el momento de la aplicacion varia dependiendo de
la persistencia de los fungicidas, la enfermedad, las condiciones ambientales, la
susceptibilidad del cultivar y el nivel de infeccion (Roca et al., 2007).

Segun la investigacion realizada por lannotta et al. (2002), en la cual se investigo el
efecto de diferentes fungicidas contra F. oleagineum, el control de esta enfermedad
estaria basado en el uso de oxicloruro de cobre en afios de baja produccion y de
productos que no contengan cobre en afios de alta produccion. Esto debido a que a pesar
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de ser el oxicloruro de cobre el méas eficaz, produce caida de hojas, por lo tanto una
disminucion en la floracién y en la productividad.

Distintas formulaciones a base de cobre han sido utilizadas tradicionalmente y de forma
empirica para proteger a las plantas contra las infecciones fangicas. De hecho, el Cu* es
un inductor efectivo de la sintesis de fitoalexinas. Ademas el cobre es un metal pesado
que puede desencadenar la formacién de radicales hidroxilo y otras especies reactivas
de oxigeno (ROS). Estas actian como sefiales generales globales para la activacion de
los mecanismos de respuesta, que inducen genes de defensa (Benitez et al., 2005b). Por
otro lado, el i6n Cu?* puede resultar fitotoxico, por lo que es empleado como defoliante
en frutales. En olivo, el cobre puede penetrar por las aberturas producidas por el repilo y
causar caida selectiva de las hojas afectadas (Roca et al., 2007). El uso de inoculaciones
artificiales de hojas y plantines de olivo ha permitido establecer una relacién entre la
cantidad de cobre depositada en la hoja y el nivel de infeccion. Esta relacién, aunque
varia con el producto clprico aplicado, podria utilizarse para determinar la necesidad de
aplicaciones en el campo para el control del repilo. Por ello, la persistencia o resistencia
al lavado por lluvia es un factor determinante en los productos cupricos. Mediante
espectrofotometria de absorcion atomica se puede medir la cantidad de cobre residual
sobre hojas sometidas a lavado de forma artificial o bajo lluvia. Este método ha puesto
de manifiesto la existencia de diferencias entre productos, principalmente relacionadas
con la formulacion comercial y no con el tipo de sal cuprica (Roca et al., 2007).

En aflos muy favorables para la enfermedad, la lucha quimica presenta grandes
dificultades y resulta muchas veces inatil o ineficaz debido a las peculiares
caracteristicas del patosistema. Las dos épocas en que se realizan generalmente los
tratamientos coinciden, la mayoria de las veces, con los principales periodos de
infeccion. Sin embargo, estos periodos pueden ser muy prolongados, pudiendo abarcar
todo el afio, dependiendo de las condiciones ambientales (Trapero et al., 2001).

Debido al caracter preventivo de los tratamientos, éstos no tienen efectos sobre las
infecciones ya establecidas, lo que da lugar a su ineficacia en numerosos casos. Estos
tratamientos tradicionales tampoco permiten proteger las hojas jovenes, las cuales se
desarrollan durante la primavera y son extremadamente susceptibles a la infeccion,
constituyendo la principal fuente de indculo para el otofio siguiente. La necesidad de
mojar muy bien toda la copa del arbol con el fungicida y preferentemente, las ramas
bajas e interiores, que es donde mas frecuentemente se desarrolla la enfermedad, supone
tambien otra limitacion a la efectividad del control quimico (Trapero et al., 2001).



20

MATERIALES Y METODO

Las evaluaciones se realizaron en el Laboratorio de Patologia de Postcosecha de Fruta
del Departamento de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile. Se recopilaron datos de temperatura (Anexo, Figuras 1,2,3,45y
6) y precipitaciones de estaciones metereoldgicas incluidas en los mismos huertos
donde se llevaron a cabo los ensayos o en sus cercanias. Los ensayos en el campo se
realizaron en 6 huertos (Figuras 5 y 6), que correspondieron a: Freirina, un huerto
adulto destinado a la produccion de aceitunas ubicado en la localidad de Freirina en la
Region de Atacama, el huerto San Mariano, propiedad de la empresa Monte Olivos
destinado a la produccion de aceite de oliva localizado en la localidad de Longovilo en
la Region Metropolitana, el huerto Lumbreras ubicado en la provincia de Melipilla,
Region Metropolitana, destinado a la produccion de aceite de oliva, el huerto Ruta del
Sol, ubicado en la localidad de Leyda, comuna de San Antonio, Region de Valparaiso,
destinado a la produccion de aceite de oliva, el huerto Altamira ubicado en la localidad
de Maria Pinto Region Metropolitana, destinado a la produccion de aceite de oliva y el
huerto Los Lirios ubicado en la comuna de Ovalle, Region de Coquimbo, destinado a la
produccion de aceite de oliva.

FREIRINA

LOS LIRIOS

100 km J “ & ‘
Figura 5. Ubicacion de los huertos de la Zona Norte, Region de Atacama y Region de
Coquimbo (Fuente: Google Maps 2011).
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Segun la clasificacion de Koeppen, el huerto de Freirina perteneceria al clima desértico
con nublados abundantes (INIA, 1989). Este clima estd presente en todo el sector
costero de la Region de Atacama y penetra hasta las proximidades de Copiap0 y
Vallenar, ya que el relieve no presenta barreras a la influencia maritima. Se caracteriza
por abundante y densa nubosidad que se presenta durante la noche y se disipa durante la
mafiana, a veces acompafada de intensas nieblas y lloviznas. Esto también define una
alta cantidad de dias nublados y pocos dias despejados. La influencia oceanica produce
un régimen térmico moderado con poca amplitud tanto diaria como anual (DGAC,
2011).

El huerto Los Lirios presenta un clima mediterraneo subtropical semiarido y pertenece
al agroclima Ovalle cuyo régimen térmico se caracteriza por una temperatura media
anual de 16,6 °C, con una maxima media del mes mas célido (enero) de 28,5°C y una
minima media del mes més frio (julio) de 6,3°C. EI régimen hidrico se caracteriza por
una precipitacion anual de 125,7 mm siendo junio el mes mas lluvioso con 35,7 mm
(INIA, 1989).

\
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Figura 6. Ubicacion de los huertos de la Zona Central en que se realizaron los ensayos
(Fuente: Google Maps 2011).

El Huerto Ruta del Sol pertenece al agroclima Valparaiso (clima mediterrdneo) cuyo
régimen térmico se caracteriza por una temperatura media anual de 14,8°C, con una
méaxima media del mes més calido (enero) 22,5°C y una minima media del mes mas frio
(julio) de 8,3°C. Las lluvias suman 380 mm, siendo el mes mas lluvioso junio con 103
mm (INIA, 1989).
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Los huertos Altamira, Lumbreras y San Mariano pertenecen a la comuna de Melipilla'y
por lo tanto, tienen un clima mediterraneo y se clasificarian en el agroclima Santiago. El
régimen térmico de esta zona se caracteriza por una temperatura media anual de 13,9°C,
con una maxima media del mes mas calido (enero) de 29°C y una minima media del
mes mas frio (julio) de 2,8°C. El régimen hidrico se caracteriza por una precipitacion
anual de 370 mm, siendo el mes de julio el mas lluvioso con 96,4 mm (INIA, 1989).

1. Determinacién de los periodos criticos de infeccion por Fusicladium oleagineum
en olivos.

1.1 Ensayo embolsado de ramas.

El ensayo se realizd en los huertos: Lumbreras en arboles del cultivar 1-77, Ruta del Sol
en arboles del cultivar Frantoio y Los Lirios en arboles del cultivar Biancolilla. El
ensayo consistié en cubrir ramas del ultimo flujo de crecimiento con bolsas de papel
kraft para generar una barrera fisica e impedir la ocurrencia de infecciones por F.
oleagineum (Figura 7). Una parte de las ramas fueron desembolsadas, secuencialmente,
durante un mes y vueltas a embolsar generando periodos de infeccion. En los huertos de
Lumbreras y Ruta del Sol se generaron 7 periodos de exposicion (PE) en cada arbol, de
un total de 50 arboles, mientras que en el huerto Los Lirios se generaron 8 PE (Cuadro
2) en 25 arboles, cada uno con dos repeticiones por PE. Cada rama elegida fue del
ultimo periodo de crecimiento y no presentaba sintomas de repilo, se marcaron y
embolsaron los 5 nudos apicales. Todas las bolsas en cada huerto fueron puestas en la
misma fecha. Un grupo de ramas se utilizaron para determinar el nivel de infeccion
basal al inicio del estudio, por lo tanto, se dejaron embolsadas durante todo el ensayo y
por otro lado, otro grupo de ramas no se embolsaron durante el estudio y fueron
designadas como testigo absoluto, para poder cuantificar la infeccion total acumulada
que presentaba el huerto al momento de la evaluacion.

Figura 7. Ramas embolsadas para prevenir la ocurrencia de infecciones por F.
oleagineum en olivos.



23

Cuadro 2. Fechas correspondientes a los periodos de exposicion (PE) de ramas de
olivos a infecciones por F. oleagineum en los huertos Lumbreras, Ruta del Sol y Los
Lirios.

PE Lumbreras Ruta del Sol Los Lirios

X Acumulado hasta Acumulado hasta Acumulado hasta
1 15/04/10 22/04/10 06/03/10
2 15/04/10 a 18/05/10 22/04/10 a 18/05/10 06/03/10 a 01/04/10
3 18/05/10 a 16/06/10 18/05/10 a 22/06/10 01/04/10 a 07/05/10
4 16/06/10 a 22/07/10 22/06/10 a 22/07/10 07/05/10 a 08/06/10
5 22/07/10 a 19/08//10 22/07/10 a 19/08//10 08/06/10 a 09/07//10
6 19/08/10 a16/09/10 19/08/10 a16/09/10 09/07/10 a10/08/10
7 16/09/10 a 21/10/10 16/09/10 a 28/10/10 10/08/10 a 11/09/10
8" Total Acumulado Total Acumulado 11/09/10 a 20/11/10
9 e e Total Acumulado

"PE 1 corresponde a la primavera anterior, més el verano y comienzo del otofio.
PE 8y 9 corresponden al acumulado en todo el periodo de estudio.

La evaluacién del ensayo, se realiz6 en octubre de 2010 para los huertos Lumbreras y
Ruta del Sol y en noviembre de 2010 para el huerto Los Lirios. La evaluacion consistio
en desembolsar todas las ramas y observar la presencia de sintomas de repilo en las
hojas de los nudos marcados al inicio del ensayo, obteniendo el nimero de hojas
infectadas por rama. De esta forma se determind la incidencia y la severidad de la
enfermedad, es decir, el porcentaje de ramas infectadas y el porcentaje de hojas
infectadas por rama respectivamente, para cada PE estudiado.

1.2 Ensayo con plantas de olivo en bolsas cv. Arbequina

Por otro lado, como un segundo ensayo para determinar los periodos criticos de
infeccion, durante los meses de octubre a diciembre del afio 2008 se dejaron 20 plantas
de olivo cv. Arbequina en bolsas bajo arboles infectados cv. Arbequina del huerto San
Mariano. Estas plantas fueron renovadas, retirandose del campo y sustituyéndose por
otras cada 15 dias. Las plantas retiradas fueron llevadas a un invernadero, donde no
existia riesgo de que sufrieran infecciones posteriores por F. oleagineum. La evaluacién
del ensayo se realizé en enero del afio 2009 y consistié en someter una hoja por planta a
la prueba de la sosa.
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1.3 Ensayo con hojas individuales en olivos cv. Arbequina

En abril del afio siguiente (09-04-2009) se realizO otro ensayo, esta vez con hojas
obtenidas de arboles del cv. Arbequina del huerto San Mariano, para observar de
acuerdo a la posicion de las hojas en la rama, las infecciones latentes en los arboles,
ocurridas durante el final de primavera 2008 y el verano 2009. Cabe destacar que estas
ramas no presentaban sintomas de repilo y ademas no recibieron ninguna aplicacion de
fungicidas durante el periodo del ensayo. Se muestrearon 50 hojas correspondientes al
primer nudo de la rama, 50 hojas correspondientes al segundo nudo de la rama, y asi
sucesivamente del 3°, 5° 7° 9° nudo y de las puntas. Estas hojas se llevaron al
laboratorio y se sometieron a la prueba de la sosa para determinar la posible existencia
de infecciones.

2. Determinacion de la dinamica de esporulacion de Fusicladium oleagineum en
dos huertos de olivo.

Muestras de hojas sintomaticas de los cultivares Arbequina y Sevillana fueron obtenidas
del huerto San Mariano y del huerto de Freirina, respectivamente. Se tomaron al azar 20
hojas con manchas de repilo desde el inicio de la aparicion de sintomas en octubre del
afio 2008 y hasta julio del afio 2010 en el caso del huerto de Freirina y hasta junio de
2010 en el caso del huerto San Mariano. Estas hojas se llevaron al laboratorio, donde se
realiz6 el lavado de 20 manchas (lesiones) de repilo (una lesion por hoja). Para esto se
aplico con una micropipeta 100 puL de agua destilada estéril, a la cual se le afiadio el
agente tensoactivo Tween 80 (50 uL/1000mL de agua) para facilitar el desprendimiento
de las conidias desde los conidiéforos. El agua de lavado fue colectada con la punta de
la micropipeta, de esta forma se obtuvo una suspensién de conidias que fue observada al
microscopio y a través de un hemacitometro se contabilizd el nimero de conidias
existentes en ella. Previamente al lavado se midio el diametro de cada mancha con un
pie de metro y con este valor finalmente se determiné el numero de conidias presentes
en 1 cm de diametro de mancha.

El muestreo se realizd quincenalmente en ambos huertos, con el fin de medir en el
tiempo la produccion de conidias en las hojas infectadas. Cabe destacar, que durante el
estudio, el muestreo en el huerto de Freirina se realizo en forma constante, no asi en el
huerto San Mariano, donde se suspendio desde enero del afio 2009, por la desaparicion
de los sintomas visibles de repilo en el huerto, hasta septiembre del mismo afio, cuando
estos reaparecieron y se reanudo el muestreo.

2.1 Seguimiento de manchas de repilo en olivar cv. Arbequina

Se realizaron lavados de hojas en el campo haciendo un seguimiento de una misma
mancha de repilo en el huerto San Mariano y Altamira. Se lavaron 10 manchas cada 15
dias en el campo. Las hojas infectadas fueron escogidas al azar y marcadas con cintas
plasticas de modo de lavar siempre la misma mancha (Figura 8A y B), y se les evalud
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hasta que cayeron del arbol. El lavado se realizd con micropipeta colectando la
suspension de conidias en tubos “eppendorf” y posteriormente se llevaron al laboratorio
para realizar el conteo de conidias del modo explicado anteriormente. Las fechas de
lavado en el campo (Cuadro 3) fueron las mismas para ambos huertos, sin embargo, en
San Mariano se realiz6 un muestreo menos.

Cuadro 3. Fechas de lavados de lesiones de repilo en hojas cv. Arbequina, realizados
en los huertos San Mariano y Altamira, Region Metropolitana.

Huertos Fechas de Muestreo
san 23/10/09 - 26/11/09  15/12/09  29/12/09  13/01/10
Mariano

Altamira  23/10/09  09/11/09  26/11/09  15/12/09  29/12/09  13/01/10

Figura 8. Hoja de olivo cv. Arbequina on lesion (mancha que fue lavada
quincenalmente en el huerto Altamira. (A), lavada el dia 15-12-2009. (B), lavada el
dia 13-01-2010.
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3. Determinacion del grado de susceptibilidad en el campo, de 6 cultivares de olivo
a la infeccién por Fusicladium oleagineum.

Se estudio la susceptibilidad de los siguientes cultivares: Arbosana, Bossana, Coratina,
Frantoio, Koroneiki y Leccino. Cada cultivar correspondié a un tratamiento (6
tratamientos) cada uno con cuatro repeticiones. La unidad experimental fue un arbol con
5 ramas inoculadas y 5 ramas testigo (solo aplicacion de agua). Se utilizdé un disefio
completamente al azar.

El estudio de realiz6 en el huerto Lumbreras, en el cual se montaron dos ensayos, el
primero en agosto del afio 2009. Aqui en cada arbol se marcaron 10 ramas y en cada
rama se delimitaron 5 nudos es decir, 10 hojas del crecimiento de la primavera anterior,
para ser tratados y poder ser reconocidos al momento de la evaluacién. En cada arbol, 5
ramas fueron inoculadas con una suspensién conidial a una concentracion de 1 x 10°
conidias por mL y 5 ramas fueron dejadas como testigo, a las que solo se les aplico
agua. El inéculo utilizado se obtuvo al lavar hojas naturalmente infectadas y con
sintomas de repilo, colectadas en el mismo huerto, del cultivar 1-77 que presentaba una
alta susceptibilidad a la enfermedad. El indculo fue llevado a laboratorio donde se le
realizd una prueba de viabilidad, la cual alcanzé un 48% de germinacion de conidias.
Esta prueba de germinaciéon se realiz6 sembrando una alicuota de 100 pL de la
suspension conidial en una placa Petri con medio de cultivo agar-papa-dextrosa (PDA),
se distribuy6 con un aza y luego se llevd a una camara de cultivo a 20°C por 24 horas
para posteriormente determinar en el microscopio el porcentaje de conidias germinadas
de un total de 100 conidias. Se consideré germinada cuando el tubo germinativo midio
méas del doble del tamafio de la conidia. Se hicieron tres repeticiones que se
promediaron para obtener el porcentaje de viabilidad del inéculo.

La inoculacidn se realiz6 mojando las hojas con un aspersor manual, utilizdndose una
barrera fisica que separ6 a la rama tratada del resto a fin de inocular sélo las hojas a
evaluar y evitar la diseminacion de la enfermedad (Figura 9). Estando las hojas aln
mojadas, se encerraron en una bolsa de polietileno para proporcionarle condiciones de
alta humedad y posteriormente, se envolvieron con papel de aluminio para que la
temperatura al interior de la bolsa no se elevara. Luego de 20 horas, se retir6 el aluminio
y las bolsas de cada rama, se dejaron orear y fueron cubiertas con una bolsa de papel
“kraft” con la idea de aislar las hojas tratadas y evitar la ocurrencia de posibles
infecciones naturales. El ensayo se evalud luego de 4,5 meses de la inoculacién, es decir
en enero del afio 2010. La evaluacion consistio en descubrir las ramas y observar los
sintomas de la enfermedad, luego se calculé la incidencia (porcentaje de ramas con
sintomas de repilo por arbol) y severidad (porcentaje de hojas con sintomas de repilo
por rama inoculada) de las infecciones por F. oleagineum en los distintos cultivares
estudiados.

En el mes de abril del mismo afio se repitié el ensayo, procediendo de la misma forma
en la inoculacién, pero se escogieron nuevos arboles al azar. Esta vez, se agregaron 5
ramas mas por arbol, las cuales no recibieron tratamiento y se identificaron como
testigos absolutos, para observar la manifestacion de la enfermedad en forma natural en
el campo. La viabilidad del inoculo utilizado fue de 47% de germinacion de conidias y
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fue obtenido del mismo lugar y de la misma forma que la vez anterior. La evaluacién de
este ensayo se realizo en septiembre del afio 2010.

Para poder apreciar de mejor forma el nivel de enfermedad que presentd cada cultivar
en ambos ensayos, se calcul6 un indice de enfermedad con los valores de incidencia y
severidad, de acuerdo con la formula:

IE= Incidencia x Severidad / 100

El efecto de inoculacién de las ramas inoculadas y los IE de las ramas expuestas durante
todo el periodo de estudio fueron sometidos a un analisis de varianza ANDEVA de una
via utilizando el programa estadistico MINITAB. Los valores fueron transformados a
rangos previo al analisis para ajustarlos a una distribucién normal. Las medias fueron
separadas con la prueba LSD de Fisher (p< 0,05).

Figura 9. (A)Proceso de inoculacién de ramas de olivo con F. oleagineum. Aspersion
manual de la suspension conidial, (B) brote inoculado, embolsado con polietileno y
cubierto con aluminio y (C) brotes inoculados cubiertos con bolsa de papel “kraft”.
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RESULTADOS

1. Determinacion de periodos criticos de infeccion por Fusicladium oleagineum en
olivos.

1.1 Ensayo Embolsado de ramas

1.1.1 Huerto Lumbreras. Se observaron infecciones al inicio del estudio (PE 1), este
periodo correspondié a la primavera anterior, mas el verano y el comienzo del otofio y
representa el nivel basal que presentaba el huerto al inicio del ensayo (Figura 10A). Las
condiciones de agua libre durante este periodo fueron escasas y ocurrieron
principalmente en otofio (Figura 10B), lo que explicaria en parte dichas infecciones
(23,1% de incidencia de repilo en PE 1). La mayor incidencia de la enfermedad ocurrio
en los periodos de exposicion 2 y 3 que correspondieron a los meses de otofio (abril y
mayo), alcanzando un porcentaje de 52 y 60% respectivamente (Apéndice I, Cuadro 1).
Este aumento de 28,9 y 36,9 puntos porcentuales en la incidencia de la enfermedad,
respecto a lo obtenido en el PE1, considerado como el nivel basal de la enfermedad
(dado que fue a partir de esa fecha en que se embolsaron las ramas), coincide con un
aumento de las precipitaciones caidas en dicha localidad, desde 2,3 mm en el PE 1 a 37
y 31 mm de lluvia caida en el PE 2 y PE 3, respectivamente. Luego, en el periodo de
exposicién 4, donde hubo mayor cantidad de agua libre disponible para la diseminacién
y germinacién de las conidias, la incidencia sélo fue mayor en 8,8 puntos porcentuales
comparado con el PE 1, es decir, menor respecto de PE 2 y 3. Durante el siguiente
periodo de exposicion (PE 5) no aumento la incidencia respecto de PE 1. Luego en los
PE 6 y 7 se observaron pequefios incrementos en los porcentajes de ramas infectadas:
3,6 y 6,2 puntos porcentuales respectivamente. EI PE 8 que correspondi6 a la infeccién
por repilo acumulada durante todo el periodo, presentd una incidencia de 100%, es
decir, al finalizar el estudio, el 100% de las ramas observadas, expuestas durante todo el
estudio, presentaron lesiones de repilo.

Respecto a la severidad obtenida, es decir, el porcentaje de hojas infectadas por rama, se
observé en el PE 1 un 3,5% (nivel de severidad con que se inici0 el estudio).
Posteriormente aumento, hasta llegar al maximo en el PE 3 alcanzando un 16,5%
Ilegando al nivel més alto de severidad en todo el estudio, lo que coincide con el mismo
periodo de exposicién en que se observé el maximo de incidencia. En el PE 4, la
severidad aumento solo 3,1 puntos porcentuales respecto de PE 1. Luego, el PE 5
presentd un alza en la severidad de 0,8 puntos porcentuales, lo que concuerda con que
en este mismo periodo practicamente no hubo incidencia. En los siguientes periodos de
exposicion (6 y 7), la severidad aumentd levemente respecto al PE 5. Finalmente, se
observo que la severidad acumulada durante todo el periodo (PE 8) alcanzo a un 85,5%
en las ramas de los olivos.
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Figura 10. (A) Porcentajes de incidencia y severidad de repilo en ramas de olivo
cultivar 1-77 observadas en los distintos periodos de exposicion (PE) estudiados.
Huerto Lumbreras, Melipilla, RM. (B) Precipitaciones (mm) registradas en la
estacion metereologica Melipilla, durante cada PE estudiado (2010), PE=8:
Precipitacion acumulada durante todo el periodo de estudio.
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1.1.2 Huerto Ruta del Sol. En este huerto se registraron infecciones durante todos los
PE (Figura 11A), se observo una incidencia alta, sobre el 50% durante todo el periodo
de estudio, independiente de la distribucion de las precipitaciones (Figura 11B).

El estudio se inicid con una incidencia de 56,3% Yy una severidad de 15,3% (Apendice I,
Cuadro 1). En los tres PE siguientes la incidencia lleg6 a un 79% en promedio, es decir
un 40% mas respecto del nivel basal de incidencia (PE 1) y el porcentaje de severidad
también fue mayor, en este caso 24% en los PE 2 y 4, alcanzando un nivel mayor en el
periodo de exposicion 3 que correspondio al intervalo mayo-junio (en este caso el
aumento sobre el nivel basal de severidad llegd a 12,8 puntos porcentuales o bien a un
incremento del 84%).

En el PE 5 (julio-agosto) se registr0 menores infecciones existiendo solamente una
diferencia de 5,9 puntos porcentuales con el PE 1, con una severidad de 18,6%. Més
adelante, nuevamente se registraron mayores niveles de incidencia hasta llegar a un
89% en el PE 7 (intervalo septiembre-octubre), al igual que la severidad, llegando en
este mismo intervalo a 38,7% presentandose como la incidencia y severidad mas altas
observadas en el huerto. EI PE 8 que corresponde al acumulado, es decir, que estuvo
expuesto durante todo el estudio presenté un 100% de incidencia y una severidad de
63%.

1.1.3 Huerto Los Lirios. En el huerto Los Lirios se observo una baja incidencia de
repilo durante el periodo de estudio (Figura 12A). Las mayores incidencias se
registraron en lo meses de mayo, junio y julio, que correspondieron al mismo periodo
en el que se concentraron las precipitaciones en la zona (Figura 12B).

El estudio se inici6 con un 4,1 % de incidencia en los arboles (nivel basal), luego en el
PE 2 comenz6 a aumentar, llegando a un 15% de incidencia en el PE 3, luego
practicamente se triplicé en el PE 4 correspondiente al intervalo mayo-junio, aqui se
observo una incidencia de 51%, registrandose mas tarde un 30% (PE 5). En el siguiente
periodo de exposicion (PE 6) se produjo un 8,3%, es decir, sélo 4,2 puntos porcentuales
de aumento respecto del nivel basal, para mantenerse bajo el resto del estudio.

La severidad de la enfermedad en este huerto se presentd muy baja, exceptuando en los
dos periodos en que la incidencia aumentd explosivamente (PE 4 y 5) que son los
periodos en que las precipitaciones alcanzaron niveles de 34 y 56 mm respectivamente.
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Figura 11. (A) Porcentajes de incidencia y severidad de repilo en ramas de olivo
cultivar Frantoio observadas en los distintos periodos de exposicion (PE) estudiados.
Huerto Ruta del Sol, San Antonio, Region de Valparaiso. (B) Precipitaciones (mm)
registradas en la estacion metereoldgica Leyda, durante cada (PE) estudiado (2010).
San Antonio, Region de Valparaiso. PE=8: Precipitacion acumulada durante todo el
periodo de estudio.
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Figura 12. (A) Porcentajes de incidencia y severidad de repilo en ramas de olivo
cultivar Biancolilla, observadas en los distintos periodos de exposicion (PE)
estudiados. Huerto Los Lirios, Ovalle, Region de Coquimbo. (B) Precipitaciones
(mm) registradas en el huerto Los Lirios, durante cada (PE) estudiado (2010).
Ovalle, Region de Coquimbo. PE=9: Precipitacién acumulada durante todo el
periodo de estudio.
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1.2 Ensayo con plantas de olivo en bolsas cv. Arbequina

En este ensayo se detectaron hojas con infeccidn latente (Cuadro 4), sélo en las plantas
expuestas a infeccion durante los meses de octubre y noviembre, ocurriendo la mayor
cantidad de infecciones durante la segunda quincena de octubre, en la cual un 40% del
total de las hojas evaluadas presentd infeccion latente. En la primera quincena de
noviembre se detectd un 15% de las hojas con infeccion. Durante el resto del periodo de
estudio, segunda quincena de noviembre y el mes de diciembre, la prueba de la sosa no
arrojo presencia de infecciones latentes.

Cuadro 4. Porcentajes de hojas con infeccidn latente segun prueba de la sosa en olivos
cv. Arbequina en bolsa. Huerto San Mariano, Region Metropolitana.

Periodo de exposicion % hojas con infeccion latente
06/10/2008 al 14/10/2008 0
14/10/2008 al 30/10/2008 40
30/10/2008 al 18/11/2008 15
18/11/2008 al 05/12/2008 0
05/12/2008 al 20/12/2008 0

1.3 Ensayo con hojas individuales en olivos cv. Arbequina

Los porcentajes de infeccion latente obtenidos con la prueba de la sosa, fueron muy
bajos (Cuadro 5) y se distribuyeron principalmente en los 3 ultimos nudos que
correspondieron a las hojas mas viejas en el arbol.

Cuadro 5. Hojas con infeccion latente de un total de 50 hojas por nudo en olivos cv.
Arbequina, segin prueba de la sosa. Huerto San Mariano, Region Metropolitana.

Posicién en la rama hojas c/infeccion % infeccion
9° nudo 3 6
7° nudo
5° nudo
3°nudo
2° nudo
1° nudo

Punta

O O O Fr N W
O O o N B~ O




34

2. Determinacion de la dindmica de esporulacién de Fusicladium oleagineum en
dos huertos de olivo.

En el huerto San Mariano (olivos cv. Arbequina), el primer muestreo se realizo en el
mes de octubre del afio 2008 en el que se obtuvo un promedio de 15.736 conidias/cm de
didmetro de mancha (Figura 13A). Se observd un aumento sostenido de la produccién
hasta llegar a un maximo correspondiente a 57.183 conidias/cm de diametro de mancha
en el mes de diciembre. El muestreo se realizd consecutivamente cada 15 dias hasta
diciembre del afio 2008. En enero del 2009 desaparecieron los sintomas de repilo en el
huerto, debido a la caida de las hojas enfermas, por lo que tuvo que suspenderse el
muestreo para reanudarlo en el mes de septiembre del mismo afio, donde volvieron a
aparecer manchas de repilo sobre las hojas. En este mes se obtuvo una produccién
promedio de 26.900 conidias/cm de didmetro de mancha que correspondieron al
segundo maximo obtenido. A partir de este mes, se produjo una disminucion constante
en la produccion de conidias hasta llegar a un minimo en el mes de febrero
correspondiente a 2.940 conidias/cm de didmetro de mancha. En esta temporada no se
detuvo la produccion a diferencia de la anterior, observandose posteriormente un
aumento de la produccion hasta llegar a mayo donde se produjo otro maximo vy
finalmente hacia junio comenz6 a decaer. El muestreo finalizo en junio del afio 2010.

En el huerto de Freirina (olivos cv. Sevillana) se observé una produccién continua de
conidias durante los dos afios de estudio, ademas de un mayor nivel de produccién
(Figura 13B). En este caso se observaron dos maximos de produccion de conidias
ocurridos durante el mes de octubre del afio 2008 y 2009 correspondiente a un promedio
de 59.300 y 80.824 conidias/cm de diametro de mancha, respectivamente. Por otro lado
se observd dos minimos, ocurridos en el mes de enero del afio 2009 y 2010 que
correspondieron a 5.260 y 3.376 conidias/cm de didmetro de mancha respectivamente.
F. oleagineum tuvo un comportamiento similar en ambas temporadas, con la tendencia
a llegar a un méximo de produccion de conidias en octubre, y un minimo de produccion
en enero.
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Figura 13. (A) NUmero promedio de conidias de F. oleagineum por centimetro de
diametro de mancha de repilo de hojas de olivo cv. Arbequina del huerto San
Mariano, desde octubre de 2008 a junio de 2010. Longovilo, Region Metropolitana.
(B) Numero promedio de conidias de F. oleagineum por centimetro de didmetro de
mancha de repilo de hojas de olivo cv. Sevillana muestreadas en el huerto de
Freirina, desde octubre de 2008 a junio de 2010. Freirina, Region de Atacama.
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2.1 Seguimiento de manchas de repilo en olivos cv. Arbequina

En el huerto San Mariano se observo una disminucién progresiva en la produccion de
conidias en cada mancha de repilo (Figura 14A), la produccion fue decreciendo hasta
caer las hojas del arbol. En el huerto Altamira se inici6 el muestreo con una produccion
mas pequefia, sin embargo, se produjo una disminucion progresiva en la produccion de
conidias solo hasta el mes de diciembre donde se obtuvo el minimo observado (Figura
14B). Luego en el mes de enero se presento un fuerte aumento en la produccién en el
ultimo lavado, llegando a un promedio de 1.173 conidias/cm de diametro de mancha
foliar. Finalmente las hojas cayeron del arbol.

>

7.000 -
6.170

6.000 -
5.000 -
4.000 A
3.000 -
2.000 A

1.000 ~
332 128 195

1 2 3 4
N° Lavado

N° conidias/cm de diam. de mancha

(03]

7.000 A
6.000 A
5.000 A
4.000 A
3.000

1 2.237
2.000 A

1.173

1.000 688 71 372

59

N° conidias/cm de diam. de mancha

N° Lavado

Figura 14. (A) Produccion promedio de conidias/cm de didmetro de mancha de un total
de 10 hojas de olivo cv. Arbequina lavadas consecutivamente, cada 15 dias. Huerto
San Mariano. Longovilo, Region Metropolitana. (B) Produccion promedio de
conidias/cm de diametro de mancha de un total de 10 hojas de olivo cv. Arbequina
lavadas consecutivamente, cada 15 dias. Huerto Altamira, Maria Pinto, Region
Metropolitana.
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3. Determinacion del grado de susceptibilidad en campo, de 6 cultivares de olivo a
la infeccion por Fusicladium oleagineum.

En el primer ensayo se observd que sélo tres cultivares manifestaron la enfermedad
(Cuadro 6). Estos fueron Coratina, Bossana y Arbosana mientras que Frantoio, Leccino
y Koroneiki se mostraron resistentes a la enfermedad.

Cuadro 6. indice de enfermedad de repilo observado en ramas de 6 cv. de olivo
inoculadas artificialmente con F. oleagineum. Huerto Lumbreras. Melipilla, RM.

IE Rama testigo IE Rama

Cultivar (agua) Inoculada Efecto inoculacion
Coratina 15,29 19,92 463 ?a
Bossana 1,69 15,26 1357 a
Frantoio 0 0 0 b
Leccino 0 0 0 b
Arbosana 0,25 0,09 0 b
Koroneiki 0 0 0 b

! Efecto inoculacion corresponde a la diferencia entre el indice de enfermedad (IE) de la rama
inoculada y el IE de la rama a la cual sélo se le aplic6 agua. Indica la infeccion real producida
por efecto de la inoculacién. (IE rama inoculada — IE rama testigo).

% Promedios unidos por letras iguales en la columna indican diferencias no significativas por
cultivar, segln la prueba de Fisher.

Los cultivares Coratina y Bossana presentaron los mas altos indices de enfermedad para
el caso de las ramas inoculadas. En el cultivar Coratina la inoculacion tuvo un
moderado efecto (4,63) a pesar de observarse una importante infeccidn natural (testigo).
En cambio Bossana, presentd un alto efecto de inoculacion (IE 13,57) ya que, la rama
testigo presentd apenas un IE de 1,69 versus un IE de 15,26 de la rama inoculada. Para
el cv. Arbosana se considerd que el efecto de la inoculacion fue 0 debido a que la rama
testigo presentd un IE mayor que el de la rama inoculada. Segun la prueba de Fisher
(Apéndice I1) “Coratina” y “Bossana” no presentaron diferencias significativas, el resto
de los cultivares se mostraron resistentes a la enfermedad.

En el segundo ensayo, ademas del testigo con agua, se evalué un testigo acumulado
expuesto durante todo el periodo de estudio, con el fin de observar las infecciones
naturales ocurridas en el huerto (Cuadro 7). En esta segunda evaluacion, 5 cultivares,
que correspondieron a Coratina, Bossana, Leccino, Arbosana y Frantoio presentaron
infecciones producto de la inoculacién al momento de la evaluacion.
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Cuadro 7. indice de enfermedad de repilo observado en la segunda evaluacion en ramas
de 6 cultivares de olivo expuestas a infeccion natural durante todo el periodo de
estudio e inoculadas artificialmente con F. oleagineum. Huerto Lumbreras.

Melipilla, RM.
IE Rama
expuesta todo el IE Rama IE Rama
Cultivar periodo testigo (agua) Inoculada 'Efecto inoculacion
Coratina 29,90 23 1,10 43,50 42,40 a
Bossana 50,15 a 0,10 22,90 22,80 a
Frantoio 973 b 0,20 0,30 0,10 b
Koroneiki 0,67 bc 0,00 0,00 0,00 b
Arbosana 0,10 ¢ 0,00 1,90 1,90 b
Leccino 0,00 ¢ 0,10 1,10 1,00 b

! Efecto inoculacion corresponde a la diferencia entre el indice de enfermedad (IE) de la rama
inoculada y el IE de la rama a la cual sélo se le aplicd Agua. Indica la infeccidn real producida
por efecto de la inoculacién.

2 En una misma columna los promedios unidos por letras iguales indican diferencias no
significativas por cultivar, segun la prueba de Fisher.

Nuevamente el cultivar Coratina fue el que obtuvo el mayor indice de enfermedad
respecto de las ramas inoculadas, luego le siguié Bossana en la que se observo un alto
IE para las ramas expuestas durante todo el periodo. Posteriormente con indices
bastante menores siguieron “Frantoio”, con un bajo IE para las ramas inoculadas (0,3),
sin embargo, con un alto indice de enfermedad en la rama que estuvo expuesta durante
todo el estudio IE = 9,73; “Leccino”, la cual no presentd enfermedad en el testigo
acumulado, pero con un IE de 1,1 para las ramas inoculadas; “Arbosana” que presentd
un IE=1,9 y por altimo “Koroneiki”, la cual presentd infeccion en el caso de las ramas
expuestas durante todo el periodo, en cambio, en las ramas inoculadas no presentd
infecciones asi como tampoco en las ramas con aplicacion de agua.

Segun la prueba estadistica aplicada al efecto de la inoculacion (Apéndice II),
nuevamente “Coratina” y “Bossana” no presentaron diferencias significativas. Sin
embargo, hay que destacar la diferencia que se observO entre éstos cultivares con el
resto de los cultivares evaluados, siendo ellos los més susceptibles a la infeccion por F.
oleagineum. “Leccino”, “Frantoio” y “Arbosana” no presentaron diferencias
significativas entre ellos (Apéndice Il). Por otro lado, la prueba estadistica aplicada a las
ramas expuestas durante todo el periodo a infeccion natural, presenté una tendencia
similar, con la Unica diferencia que el cultivar Koroneiki si present6 infeccion, pero no
se observaron diferencias estadisticas con “Frantoio”, “Leccino” y “Arbosana”.
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DISCUSION

En los ensayos realizados para determinar los periodos criticos de infeccion, se observo
que en el caso del huerto Lumbreras, existié una mayor incidencia y severidad de la
enfermedad en el periodo comprendido entre los meses de abril y junio, lo que
concuerda con la informacion obtenida en los experimentos realizados por Viruega y
Trapero (1999) donde afirman que los principales periodos de infeccion ocurren durante
el otofio-invierno cuando el indculo de las lesiones es mayor. Esto se relaciona con el
aumento de las precipitaciones, un factor ambiental necesario para que ocurra la
germinacion de las conidias y principalmente la dispersion de la enfermedad. La
disminucion dréstica que se observo durante julio-agosto coincidié con las bajas
temperaturas existentes sobre todo en el mes de julio que llegaron a -2.7°C (Anexo).
Sin embargo, como se describié en el estudio de Viruega et al. (2011) cuando la
humedad no es un factor limitante, la infeccion de las hojas de olivo por Fusicladium
oleagineum se puede dar desde los 5 hasta los 25 °C, lo que indicaria que en este caso la
disminucion de las temperaturas durante los meses de julio-agosto no seria la causa de
la disminucion de la incidencia y la severidad de la enfermedad, ya que las temperaturas
promedio de estos meses fueron de 7,4 y 10,3°C respectivamente (Anexo, Figura 4).
Obanor et al. (2008a), observaron que la temperatura afecta significativamente la
germinacion de las conidias sobre hojas mojadas, siendo el rango efectivo de
germinacién de 5 a 25°C, con el éptimo a los 20°C. Al mismo tiempo se demostrd que
las conidias de F. oleagineum no pueden germinar e infectar a alta humedad relativa, a
20°C, en ausencia de agua libre.

Viruega et al. (2011) describieron un efecto combinado de la temperatura con la
duracién del periodo de humedad, observaron que la severidad de la enfermedad se ve
afectada significativamente por la temperatura, el periodo de humedad y su interaccion.
El efecto de la duracion del periodo de humedad depende de la temperatura, para
periodos de humedad menores o iguales a 24 horas la severidad de la enfermedad fue
mayor, desde 10 a 20°C y el maximo fue probablemente cerca de los 20°C, para
periodos de humedad mayores a 24 horas, la severidad de la enfermedad fue mayor
cerca de los 15°C, a 5°C se detecto infeccion solo en periodos mayores a 18 horas.

En el caso del huerto Ruta del Sol, el alto porcentaje de incidencia de la enfermedad,
con que se inici6 el estudio, seria resultado de la presencia de inéculo en infecciones de
la temporada anterior en las plantas estudiadas y a las condiciones ambientales
favorables que present6 el huerto para el desarrollo de la enfermedad. Si bien, las
precipitaciones caidas no fueron abundantes (5,8 mm), a partir de fines de verano las
plantas amanecieron con su follaje mojado (agua libre) lo que fue suficiente para
diseminar las conidias del hongo y hacerlas germinar. Ademas, la temperatura media
promedio durante este periodo fue de 15 °C, apropiada para producir nuevas
infecciones. En general, en el huerto Ruta del Sol, se observd una incidencia mas
uniforme a lo largo de los meses, esto atribuido probablemente a la condicion de
humedad constante en la localidad. Este huerto se encuentra ubicado muy cerca de la
costa, y por lo tanto, presenta mayor humedad y las temperaturas son mas estables, lo
que hace muy favorable el desarrollo de la enfermedad. A pesar de ser mas homogéneos
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los porcentajes de incidencia, vuelve a ocurrir, al igual que en el huerto Lumbreras, una
disminucion en el periodo julio-agosto, lo cual se deberia a una disminucion del indculo
disponible desde las manchas de repilo presentes en las hojas, debido a que estas
manchas corresponden al periodo de primavera del afio 2009, y por lo tanto estan
esporulando y permitiendo las infecciones generadas desde entonces y ya estarian
terminando su ciclo. Cabe destacar el hecho, de que en esta localidad el porcentaje de
incidencia de la enfermedad, es decir el nUmero de ramas infectadas por arbol siempre
se mantuvo sobre el 50%. Lo que implica que durante practicamente todo el afio, existio
un alto nivel de inéculo, ademas de las condiciones favorables para la infeccion. Es muy
probable también que en este tipo de localidades, con condiciones tan favorables para el
desarrollo de la enfermedad, la variedad juegue un papel mas importante que en otras
localidades de latitudes cercanas pero ubicadas al interior. En el caso de la severidad, se
observo también homogénea a lo largo del afio.

El huerto Ruta del Sol, es un ejemplo en que no necesariamente las lluvias son el
requisito para que ocurran infecciones, lo que ocurrié en este huerto muestra que dada
una alta humedad relativa, que tiene por efecto que las plantas amanezcan himedas
todos los dias, basta para que ocurran infecciones permanentes. Sumado a la
temperatura mas homogénea, debido a su ubicacién cercana a la costa (alrededor de los
15 °C promedio) da como resultado un riesgo constante de que las plantas se enfermen.

En el huerto Los Lirios, ubicado en la localidad de Ovalle, Region de Coquimbo, se
presentd una gran incidencia de la enfermedad durante mayo-julio que coincidié con la
ocurrencia de precipitaciones en el lugar, tomando en cuenta que las condiciones de
humedad son mas bajas, al aumentar las precipitaciones ocurrié un aumento explosivo
en la incidencia de la enfermedad. La severidad por su parte también registr6 aumentos
durante estos meses pero en menor grado que en la incidencia.

Al realizar la prueba de la sosa, en plantas en bolsas, los resultados concuerdan con lo
observado en el ensayo de dindmica de esporulacion en el mismo huerto para el periodo
de la segunda quincena de octubre. Sin embargo, durante noviembre y principios de
diciembre, no se observé lo esperado, ya que, la prueba de la sosa no arrojé infecciones
latentes, y en el estudio de dinamica de esporulacion, se obtuvieron méximos de
produccién de conidias en la misma fecha. Por lo tanto, no existio el agua libre
necesaria para que se dispersaran las conidias y cayeran desde los arboles infectados
hacia las plantas en bolsas ubicadas bajo ellos.

Para la prueba de la sosa, realizada con hojas individuales, los porcentajes de infeccion
fueron muy bajos y se distribuyeron principalmente en los 3 ultimos nudos que
correspondieron a hojas mas viejas en el arbol. Estas infecciones se deben a infecciones
ocurridas probablemente a fines de invierno de la temporada anterior, ya que las hojas
mas viejas del arbol son menos susceptibles que las hojas jovenes (Lopez-Doncel et al.,
2000; Obanor et al., 2011; Viruega et al., 2011).

Finalmente, de acuerdo a los ensayos realizados para la determinacion de los periodos
criticos de infeccién, se observd que los principales periodos de infeccion en los tres
huertos estudiados coinciden con los meses de otofio (desde abril hasta inicios de julio).
Posteriormente se observd una disminucion de infecciones probablemente debido a la
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disminucion de inéculo presente en el huerto, cuya causa seria el término del ciclo del
hongo, para luego, a fines de invierno comenzar a aumentar debido a las manchas de
repilo en las hojas generadas en la ultima brotacion. Estas manchas aparecen
paulatinamente y con ellas se renueva y se incrementa la cantidad de in6culo del
patdgeno presente sobre las plantas.

Segun Viruega y Trapero (1999), la incidencia y la severidad de la enfermedad varian
significativamente entre afios y dentro de las estaciones. Segun lo observado por estos
investigadores, durante el verano no existe produccion de conidias debido a lo seco de
la estacién, por otro lado la densidad (conidias/cm?) y la viabilidad de las conidias es
menor al final de la primavera. En el estudio realizado en el huerto San Mariano para
determinar la dindmica de esporulacion de F. oleagineum, se observd un maximo de
produccidn de conidias en diciembre del afio 2008, correspondiente al inicio del verano
en Chile, sin embargo, ya en enero se detuvo la produccion. En el siguiente afio, ocurrié
algo totalmente opuesto, ya que, el maximo se obtuvo en septiembre, a partir del cual
comenzo a decaer progresivamente la produccion de conidias, pero ésta no se detuvo y
continué aunque muy reducida hasta marzo, donde comenz6 a aumentar nuevamente.
Esta disminucion de la produccion de conidias durante el verano se explica, segin lo
dicho por Trapero y Blanco (2008), porque el hongo en periodos desfavorables,
principalmente tiempo seco y caluroso, sobrevive en las hojas afectadas que
permanecen en el arbol. Tras un periodo himedo puede producirse con facilidad una
nueva produccion de conidias en las manchas foliares. Es probable que el gran aumento
ocurrido en el mes de diciembre del afio 2008 se debi¢ a la presencia de una lluvia mas
bien atipica para esa época del afio. Como también ocurri6 en las investigaciones de
Contreras (2006), el cual observd un aumento en la esporulacion del patégeno durante
la segunda quincena de noviembre, tras abundantes precipitaciones a comienzos de
noviembre. Lo que ocurrié durante enero-agosto del afio 2009, es decir, la ausencia de
hojas sintomaticas en el huerto, podria ser producto de una baja carga de inoculo
existente en el huerto.

En el caso del huerto de Freirina, se observaron dos méaximos en la produccién de
conidias, uno en otofio y otro en primavera, lo que concuerda con las investigaciones
realizadas por Soriano et al. (1997), en que al estudiar la cantidad de inéculo a lo largo
del afio obtuvieron también dos maximos, uno en otofio y otro en primavera,
coincidiendo con las condiciones climéaticas mas favorables para el desarrollo del
hongo. Estas condiciones de mayor humedad, tomando en cuenta que el huerto esta
situado cercano a la costa, serian las responsables del fendmeno observado en este
huerto, en que, al contrario de lo ocurrido en San Mariano, la produccién de conidias
fue permanente durante todo el estudio.

Los resultados obtenidos en San Mariano para el ensayo de seguimiento de una misma
mancha, muestran que inicialmente existié una gran cantidad de conidias sobre la
lesion, que luego disminuyd drasticamente y permanecio baja durante el resto del
estudio. En el caso de Altamira, llama la atencién el gran incremento observado en el
ultimo lavado, ya que de 59 conidias/cm de diametro de mancha aument6 a 1.173
conidias/cm de diametro de mancha foliar en el siguiente lavado. Estos resultados,
sefialan la importancia de seguir controlando las lesiones presentes en el arbol, ya que, a
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pesar de ser lavadas, éstas seguiran produciendo conidias y proporcionando inoculo para
infecciones posteriores.

En los ensayos realizados para determinar la susceptibilidad de 6 cultivares de olivo a F.
oleagineum, los cultivares Bossana y Coratina se comportaron como los mas
susceptibles. EI primero alcanzando el méximo de incidencia en las dos evaluaciones
realizadas en el huerto Lumbreras y el segundo alcanzando el méximo de severidad de
la enfermedad en ambas evaluaciones. Este resultado es muy significativo, ya que
constituye el primer reporte de susceptibilidad para ambos cultivares. En el caso de
Frantoio la literatura lo clasifica en todas las categorias, sin embargo segun este estudio,
Frantoio se comporté como un cultivar resistente a moderadamente susceptible, ya que
en la segunda evaluacion alcanzé un bajo indice de enfermedad en el caso de las ramas
inoculadas. Por otro lado, al observar las ramas expuestas durante todo el periodo, es
decir, al observar la infeccion natural en el huerto, se obtuvo que ésta llegaba a un IE
bastante alto (9,73) lo que indica que el nivel de incidencia y severidad que presente
esta variedad va a responder exclusivamente a las condiciones favorables que se
presenten para el desarrollo de la enfermedad, es decir, las condiciones de temperatura,
humedad y abundancia de indculo existente y no necesariamente a una resistencia
propia del cultivar en este caso. El cultivar Arbosana es considerado para algunos
autores como un cultivar resistente, en este estudio presentd bajos indices de
enfermedad en las dos inoculaciones, y segun la prueba estadistica no presento
diferencias con Leccino y Frantoio por lo que podria catalogarse como un cultivar
resistente a moderadamente susceptible. El cultivar Leccino segun la literatura citada,
también se cataloga como un cultivar resistente, y segun este estudio, debido al bajo
indice obtenido en la segunda inoculacion también se catalogaria como resistente a
moderadamente susceptible. Se podria hacer referencia, a una especie de resistencia no
absoluta para el caso de estos cultivares, los cuales desarrollan la enfermedad al
someterse a grandes presiones de indculo, sumado a excelentes condiciones de humedad
y temperatura favorables para el patgeno.

El cultivar Koroneiki segun la inoculacion realizada, arrojé los resultados esperados, ya
que al igual que como lo citan Trapero et al. (1998), corresponderia a un cultivar
resistente a la infeccion por F. oleagineum. Sin embargo, al observar los datos de
incidencia y severidad obtenidos naturalmente en el campo, es decir, en las ramas que
estuvieron expuestas durante todo el periodo de estudio, se puede observar que si
presento la enfermedad aunque en indices bajos. Lo que indicaria que el cultivar no es
resistente a la infeccion, si no que es probable que se infecte menos que otras cultivares
bajo condiciones similares, pero cuando se presentan condiciones extremadamente
favorables, si se infecta. Es importante tomar en cuenta el hecho de que las ramas
inoculadas fueron sometidas a solo un evento de infeccion y no a maltiples eventos
(condiciones ambientales y patdgeno) como las hojas expuestas todo el tiempo, lo que
explicaria las diferencias observadas.

El hecho de que algunos cultivares se comportaron de distinta forma en las dos
inoculaciones realizadas, como es el caso de “Frantoio” y “Leccino”, que primero se
comportaron como cultivares resistentes, (de acuerdo con lo dicho en la literatura) y
maés tarde presentaron la enfermedad, se debe netamente a las condiciones climaticas
existentes en el momento de la inoculacion, dado que las dos inoculaciones fueron
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realizadas en el mismo lugar, el ino6culo fue obtenido de la misma forma y los
porcentajes de viabilidad del in6culo en ambos casos fue similar. Sin embargo, en el
momento de la segunda inoculacién, que fue realizada en otofio, se observaron una
pequefia cantidad de infecciones naturales de repilo en algunos arboles del cultivar
Frantoio en el huerto, lo que indicaba que las condiciones de humedad eran altamente
favorables al momento de la inoculacién, no asi en la primera inoculacion que se realiz6
en primavera. Esto produjo que en la segunda inoculacion se presentaran infecciones
naturales en cultivares que no presentaron la enfermedad en la primera inoculacion. Lo
que tiene relacion con los resultados obtenidos por Obanor et al. (2011) que indicaron
que la humedad de la hoja es probablemente la variable ambiental mas importante,
regulando junto con la temperatura, la rapidez y el nivel de desarrollo de la enfermedad.

Es muy importante mantener bajo control los niveles de indculo presentes en el huerto,
ya que, si bien algunos cultivares se enfermaran mas rapido, todos finalmente lo haran
unos con mayor intensidad que otros. Por altimo, como se observa en algunas zonas la
presencia permanente de infecciones durante todo el afio, debido a las condiciones
ambientales propicias para el desarrollo del hongo, se debe establecer un adecuado
control de esta enfermedad, sobre todo cuando se estda bajo condiciones de alta
humedad, temperaturas medias alrededor de los 15°C y cuando el cultivar de olivo es
susceptible.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones en que se realizé este estudio es posible concluir que:

- Existe estacionalidad en los periodos criticos de infeccién de F. oleagineum. Siendo
los meses de otofio-invierno los mas severos. Se confirma la importancia de la
existencia de agua libre producto de rocios, los cuales dan inicio a las infecciones, en
ausencia de precipitaciones.

- Se pudo establecer la dindmica de esporulacion de F. oleagineum, confirmandose dos
periodos de mayor esporulacion, otofio y primavera, los que corresponden a los
periodos de mayor infeccion. Si las condiciones de humedad lo permiten F. oleagineum
puede producir conidias durante todo el afio, existiendo permanentemente indculo
disponible para producir infecciones y continuar con el desarrollo del ciclo del hongo.

- Los cultivares mas susceptibles a F. oleagineum son Coratina y Bossana, el resto de
los cultivares evaluados Arbosana, Frantoio, Koroneiki y Leccino fueron
moderadamente susceptibles.
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APENDICE I.

Cuadro 1. Niveles de incidencia y severidad en ensayo de periodos criticos de infeccién
por F. oleagineum en olivos. Ensayo embolsado de ramas.

a) Huerto Lumbreras

Periodo de exposicion (PE) N° N° ) ] )
Total Ramas Incidencia Severidad
Rama N° Fecha ramas infectadas (%) (%)
0 1 Enero hasta 15/04/10 39 9 23,1 3,5
1 2 15/04/10 a 18/05/10 50 26 52,0 11,7
2 3  18/05/10 a 16/06/10 50 30 60,0 16,5
3 4  16/06/10 a 22/07/10 47 15 31,9 6,6
4 5 22/07/10 a 19/08//10 46 11 23,9 4.4
5 6 19/08/10 a16/09/10 45 12 26,7 4,5
6 7  16/09/10 a 21/10/10 41 12 29,3 4,9
7 8 Enero a Octubre 50 50 100,0 85,5
b) Huerto Ruta del Sol
Periodo de exposicion (PE) N° N°
N° Total Ramas Incidencia Severidad
Rama N° Fecha ramas infectadas (%0) (%)
0 1 Enero hasta 22/04/10 32 18 56,3 15,3
1 2 22/04/10 a 18/05/10 42 34 81,0 24,5
2 3 18/05/10 a 22/06/10 40 31 77,5 28,1
3 4 22/06/10 a 22/07/10 38 30 78,9 23,5
4 5 22/07/10 a 19/08//10 37 23 62,2 18,7
5 6 19/08/10 a16/09/10 34 27 79,4 27,1
6 7 16/09/10 a 28/10/10 35 31 88,6 38,7
7 8 Enero a Octubre 50 50 100,0 62,6
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¢) Huerto Los Lirios

Periodo de exposicion (PE) NP NG _ _ _
No Incidencia Severidad
Rama  po Foch Total _ Ramas (%) (%)
echa ramas infectadas
0 1 Enero hasta 06/03/10 49 2 41 1,3
1 2 06/03/10 a 01/04/10 45 4 8,9 1,9
2 3 01/04/10 a 07/05/10 46 7 15,2 2,4
3 4 07/05/10 a 08/06/10 49 25 51,0 12,8
4 5 08/06/10 a 09/07//10 50 15 30,0 75
5 6 09/07/10 a10/08/10 48 4 8,3 1,3
6 7 10/08/10 a 11/09/10 50 2 4,0 0,7
7 8 11/09/10 a 20/11/10 48 3 6,3 1,0
8 9 Enero a Noviembre 50 41 82,0 29,2

Cuadro 2. Infecciones latentes segun prueba de la sosa, en hojas de plantas en bolsa
puestas bajo la copa de arboles sintomaéticos de la variedad Arbequina para detectar

infecciones.
Hojas con infeccion
latente
Repeticion/Fecha 06/10/2008 14/10/2008 30/10/2008 18/11/2008 05/12/2008
R1 0 0 2 0 0
R2 0 3 0 0 0
R3 0 5 1 0 0
R4 0 0 0 0 0
total hojas
analizadas 16 20 20 20 20

Cuadro 3. N° de conidias por cm de didmetro de mancha de repilo, ensayo de
seguimiento a una misma mancha de repilo.

a) Huerto San Mariano

Ne° Prom.
Lavado Fecha conidias/lavado
1 23/10/2009 6170

2 26/11/2009 332
3 15/12/2009 128
4 29/12/2009 195
5 13/01/2010 0
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b) Huerto Altamira

No Prom.
Lavado Fecha conidias/Lavado

1 23/10/2009 2237
2 09/11/2009 688
3 26/11/2009 271
4 15/12/2009 372
5 29/12/2009 59
6 13/01/2010 1173

Cuadro 4. Ensayo de susceptibilidad, de 6 cultivares de olivo a infeccién por F.
oleagineum.

Niveles de incidencia y severidad obtenidas en el ensayo de susceptibilidad, huerto
Lumbreras, Melipilla, RM.

Incidencia®  Severidad ° Incidencia ® Severidad *
Variedad (%) (%) (%) (%)
Arbosana 5 9,1 20 15,0
Koroneiki 0 0,0 0 0,0
Bossana 40 30,3 75 31,7
Coratina 10 37,1 70 49,1
Leccino 0 0,0 15 16,7
Frantoio 0 0,0 5 10,0

" Porcentaje de ramas con sintomas de repilo por arbol. Primer ensayo.
2 Porcentaje de hojas con sintomas de repilo por rama. Primer ensayo.
*Porcentaje de ramas con sintomas de repilo por arbol. Segundo ensayo.
* Porcentaje de hojas con sintomas de repilo por rama. Segundo ensayo.
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APENDICE II

ANOVA para los ensayos de susceptibilidad de 6 cultivares de olivo a infeccion por
F. oleagineum.

= 1° evaluacion Huerto Lumbreras, Melipilla, RM. ANOVA para el efecto de la
inoculacion EL.

ANOVA unidireccional: Rango vs. trat

Fuente GL SC MC F P

trat 5 472,5 94,5 5,04 0,005

Error 18 337,5 18,8

Total 23 810,0

S=4,330 R-cuad.=58,33% R-cuad.(ajustado) = 46,76%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. --+--------- S S S N
1 4 9500 0,000 (------- [T )

2 416,250 10,243 (------ LR )

3 420750 2754 [C———

4 4 9500 0,000 (------- [T )

5 4 9500 0,000 (------- * - )

6 4 9500 0,000 (------- j R )

-—+ N +-
6,0 12,0 18,0 24,0

Desv.Est. agrupada = 4,330

= 29 evaluacion Huerto Lumbreras, Melipilla, RM. ANOVA para las ramas
testigo acumulado.

ANOVA unidireccional: Rango vs. trat

Fuente GL SC MC F P
trat 5 755,7 151,1 13,16 0,000
Error 17 1953 11,5

Total 22 951,0
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S=3,390 R-cuad.=79,46% R-cuad.(ajustado) =73,42%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. + S . +-
1 4 6375 2,750 (-----*-----)
2 418,125 2,394 (-mmm )
3 420125 3,326 (S
4 4 5000 0,000 (-----*-----)
5 412250 5,439 -
6 3 9500 4,093 (------ [T )
-------- + + S

Desv.Est. agrupada = 3,390

= 20 evaluacién Huerto Lumbreras, Melipilla, RM. ANOVA para el efecto de
inoculacion El

ANOVA unidireccional: Rango vs. Trat

Fuente GL SC MC F P

Trat 5 772,8 154,6 14,82 0,000

Error 17 177,3 10,4

Total 22 950,0

S=3,229 R-cuad.=81,34% R-cuad.(ajustado) = 75,85%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. + U o +-
1 4 9,000 4,899 )

2 420,750 1,708 [

3 418250 2,630 (%)

4 410,750 4,031 (---m-%-mm--)

5 4 6500 3,000 (-----*-----)

6 3 5000 0,000 (-----*------ )

-------- + + Fommemmeeet-

Desv.Est. agrupada = 3,229
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ANEXO

Temperaturas medias mensuales maximas y minimas en los distintos huertos de
estudio. Datos obtenidos de Sistema Agroclimatico FDI-INIA-DMC.

a)

°c 20,0 - B T° Max

H T°Min

5'0 . O T2 Media

Figura 1. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante los
afios 2009-2010 en la localidad San Pedro, Melipilla. Cercana a huerto San Mariano.

b)

30,0
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((\'6(’0 ((\'6\"0
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Figura 2. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante los
afios 2009-2010 en la localidad de Freirina.
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Figura 3. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante los
afios 2009-2010 en el huerto Altamira, comuna de Maria Pinto.
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Figura 4. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante el
afio 2010 en el huerto Lumbreras.
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Figura 5. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante los
afios 2009-2010 en la localidad de Leyda, cercana al huerto Ruta del Sol.

f)
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Figura 6. Temperaturas medias mensuales maximas y minimas registradas durante el
afio 2010 en la localidad de Punitaqui, en las cercanias del huerto Los Lirios.



