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La investigacion cientifico-técnica sobre las Verticilosis realizada durante la Gltima década revela sin
ambigiiedad que la taxonomia, filogenia, ecologia y variabilidad de las especies de Verticilliumimplicadas
en el desarrollo de dichas enfermedades son méas complejas que las concebidas hasta ahora, y determinan
que su control deba ser necesariamente mediante la aplicacion de estrategias de gestion integrada, asf
como que la eficiencia de estas estrategias depende de que sean practicadas por profesionales técnicamente
especializados y formados para incorporar en los esquemas de decision [os nuevos conocimientos y
tecnologia desarrollados por la investigacion.

INTRODUCCION

Las Verticilosis son micosis vegetales causadas por especies de reproduccion estrictamente asexual del género Verticillium, a las que
colectivamente se las considera en la actualidad paradigma de enfermedades importantes por el elevado nimero de plantas a las que
pueden afectar gravemente en extensas areas de clima templado del planeta, que incluyen desde numerosas especies herbaceas anuales,
cultivadas o arvenses, a lefiosas perennes cultivadas o forestales (Klosterman y col., 2009). Recientemente se ha estimado que las pérdidas
anuales de cosecha ocasionadas por las Verticilosis alcanzan un valor global de 3.000 millones de euros en los veinte cultivos mas afectados,
incluyendo algodén y olive (M. Siebold y A. V. Tiedemann, no publicado; citado en Depotter y col. 2016). En Espaiia, las Verticilosis son de
importancia en cultivos de alcachofa, algodonero, pimiento y olivo, y comienzan a ser diagnosticadas en almendro, mango y pistacho, entre
otros (Bejarano-Alcazar y col. 1996; Jiménez-Diaz y col., 2006; 2011).

Ademas de por la importancia de los ataques, las Verticilosis se caracterizan por la dificultad de su control derivada de la complejidad de
su patogénesis que, entre otros aspectos, es determinada por: i) la capacidad de los agentes causales de persistir prolongadamente en el
suelo mediante estructuras especializadas (i.e., clamidosporas, microesclerocios, y micelio oscuro y toruloso); ii) la diversidad genética
y patogénica existente en las poblaciones de ellos; iii) el confinamiento del patégeno en el xilema durante la fase patogénica en la planta
huésped; y (iv) la facilidad de su dispersion entre y dentro de los cultivos en semillas o material propagativo infectados, asi como mediante
el agua de riego, suelo o restos de cultivos infestados. Todo ello determina que el control de las Verticilosis haya de ser llevado a caho
necesariamente mediante estrategias de gestion integrada que combinen la aplicacion de medidas de lucha antes y después de la siemhra
o plantacion, incluyendo: i) la evaluacion de riesgos y eleccion del lugar de plantacion; ii) la utilizacion de material vegetal certificado libre
de infeccion; iii) la reduccion del indculo primario en el suelo infestado; iv) la proteccion del material de plantacion sano de la infeccion por
el inéculo residual o aportado de nuevo por los medios de dispersidn; v) el uso de cultivares o patrones resistentes; y vi) practicas de cultivo
que minimicen el incremento de la poblacion del patdgeno en el suelo, y obvien condiciones favorables para la infeccion de la planta y el
desarrollo de la enfermedad.

Durante la dltima década, se han producido importantes novedades en el conocimiento de la taxonomia, filogenia, variabilidad y ecologia
de las especies de Verticillium que pueden incidir significativamente sobre la eficiencia de las medidas de lucha y gestion integrada de las
Verticilosis, alguna de las cuales se discuten a continuacion.
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Innovaciones taxonémicas
en Verticillium

Hasta el afio 2007, la etiologfa de las Verticilosis comprendia cinco especies
de Verticillium cuya identificacion se ha basado fundamentalmente en el tipo
de estructura especializada de supervivencia que forman en tejidos infectados
y en medios de cultivo: i) V. albo-atrum (micelio melanizado y torulosos); ii)
V. dahliae (microesclerocios); iii) V. longisporum (microesclerocios); iv) V.
nubilum (clamidosporas); y v) V. fricorpus (las tres estructuras), (més la es-
pecie V. nigrescens, que también forma clamidosporas y ha sido transferida al
género Gibellulopsis). Sin embargo, estudios recientes de filogenia molecular
basados en cinco genes conservados y méas de 200 aislados de Verticillium
spp. representativos de las cinco especies primigenias han elevado a 10 el
nimero de especies de Verticillium, de las cuales nueve, incluyendo cinco
nuevas especies, son monofiléticas y haploides (V. albo-atrum, V. alfalfae, V.
dahliae, V. isaacii, V. klebahnii, V. nubilum, V. nonalfalfae, V. tricorpusy V.
zaregamsianum) y una, V. longisporum, es un hibrido anfidiploide que com-
prende tres linajes fruto de tres eventos de hibridacion entre cuatro parentales
haploides, de los cuales dos son genotipos de V. dahliae'y otros dos son
especies desconocidas, nunca encontradas, que se han denominado Especie
A1y D1 (Inderbitzin y col., 2011a,b). El andlisis del taxén V. albo-atrum
inicial ha dado lugar a dos nuevas especies, V. alfalfaey V. nonalfalfae, que
forman micelio melanizado y son morfoldgicamente indistinguibles entre sf
(y en consecuencia son especies cripticas), mientras que la denominacion V.
albo-atrum se reserva para aislados de un linaje diferente que forma micelio
melanizado y microesclerocios, y que corresponde a la descripcion original
de la especie. Similarmente, el taxon inicial V. fricorpus se ha dividido en
tres especies, V. isaacii, V. klebahniiy V. tricorpus, también indistinguibles
morfologicamente entre si, que forman clamidosporas, micelio melanizado
y microesclerocios. V. zaregamsianum es morfoldgicamente distintiva del
resto de las especies, porque en cultivo forma microesclerocios y un micelio
amarillo que confiere tonalidad amarillo/anaranjada a la colonia (coloracion
que también forman V. albo-atrum, V. isaaciiy V. klebahnii).

De las diez especies de Verticillium, V. dahliae es la de més amplio espectro
patogénico y extensa distribucion mundial. Comparada con ella, V. albo-atrum, V.
alfalfaey V. nonalfalfaetienen una distribucion mas restringida, en dreas de clima
fresco y himedo y son patogénicamente més especializadas, incluyendo patata (V.
albo-atrum), alfalfa (V. alfalfae) y algodan, apio, espinaca, ltpulo, patata, petunia,
tomate y Alianthus altissima (V. nonalfalfae) (Inderbitzin y Subbarao, 2014). V.
longisporum es patogénica de plantas de la familia Brassicaceae, excepto bracoli,
pero el cultivo mas grave y extensamente afectado es la colza oleaginosa (Depotter
y col. 2016). V. klebahniiy V. zaregamsianum son patogénicas de alcachofa y
lechuga, V. tricorpus es patdgenico de lechuga, patata y tomate, y V. isaacii y V.
nubilum son especies no patogénicas (Inderbitzin y Subbarao, 2014; Inderbitzin
y col., 2011a,b,; Usami y col., 2010).

La existencia de especies cripticas, la similitud en la morfologfa de los
microesclerocios utilizados hasta ahora para la identificacion de las especies de
Verticillium que no lo son (i.e., V. dahliae, V. longisporumy V. zaregamsianum)
y la inestabilidad de la formacion de microesclerocios e hifas amarillentas
en cultivos repetidos, determinan que la etiologia de las Verticilosis se deba
llevar a cabo mediante protocolos de ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para andlisis del ADN fangico (Inderbitzin y col., 2013;
Tran, y col., 2013).

La ecologia Verticillium dahliaey sus repercusiones
en el manejo de las Verticilosis

Verticillium aahliae es la econémicamente més importante de las especies fito-
patogenas de Verticillium, por su capacidad de causar enfermedad severa en
cerca de cuatrocientas especies de dicotiledéneas herbéceas de cultivo extensivo
u horticola, o arvenses, asi como lefiosas cultivadas, ornamentales o forestales,
algunas de las cuales son ejemplos de Verticilosis emergentes (gj., las Verti-
cilosis de la coliflor, la lechuga y el pimiento) (Atallah y col., 2011; EFSA PLH
Panel, 2014; Klosterman y col., 2009). Ademas, V. dahliae puede desarrollar
infecciones endofiticas, asintomaticas, en numerosas plantas mono o dicotile-
ddneas, cuya repercusion en la epidemiologfa y control de las Verticilosis estd
recibiendo atencion creciente y se comentan en lo que sigue (Malcolm y col.,
2013; Frederick y col., 2017).

Conceptualmente, las Verticilosis son enfermedades monociclicas, cuyo
desarrollo es mediado por la cantidad inicial de propagulos viables del patégeno
existentes en el suelo al establecer el cultivo, junto con la eficiencia de dicho
indculo determinada por la susceptibilidad de la planta, la virulencia de la (s)
estirpe (s) predominante y la favorabilidad del ambiente edafico y aéreo. Dicho
in6culo inicial, en el caso de las causadas por V. dahliae, son microesclerocios
(ms), cuyo ndmero en los suelos agricolas es incrementado por el uso continuado
de plantas huésped en las rotaciones de cultivo y las infestaciones del suelo
con plantas arvenses antes referidas. Por ejemplo, el monocultivo de algodén
‘Acala SJ-2' en California dio lugar a un incremento de 13-15 ms/g suelo/afio
(Huisman y Ashworth, 19769, un solo tallo de patata puede aportar hasta 90.000
ms (Slattery, 1981), y un olivo infectado por el patotipo defoliante de V. dahliae
(ver mas adelante) puede aportar hasta 11 kg de hojas infectadas/afio, con una
media de 1.200 ms/g de hoja (Jiménez Diaz, no publicado). Similarmente, un
estudio reciente sobre el potencial de malas hierbas mono y dicotiledoneas de
aportar al suelo indculo de estirpes de V. dahliae patGgenas de solandceas, ha
estimado que incluso sin desarrollar sintomas y dependiendo de |a estirpe del
hongo, las gramineas arvenses aportaron una media de 11,5 a 26,6 ms/g de tallo,
los bledos y cenizos de 10,9 a 12,5 ms/g y las solanaceas de 33,0 a 87,7 ms/g,
cifras que no estan muy alejadas de las que se desarrollaron en berenjena (14,1
y 27,6 ms/g) y patata (186,5 y 66,2. ms/g) (Frederick y col., 2017). Todo ello
sefiala la necesidad de eliminar las poblaciones de plantas arvenses huésped y
realizar rotaciones con plantas no susceptibles, como précticas de cultivo que
minimicen el incremento del inoculo del patGgeno en el suelo, porque la inci-
dencia de Verticilosis en cultivos susceptibles guarda relacion con la densidad
inicial de microesclerocios/g de suelo (si bien ésta varia con el cultivo). Asi, son
necesarios 110 ms/g suelo para que se desarrolle una cantidad significativa (10-
15%) de Verticilosis en lechuga (Atallah y col., 2011), pero 10 ms/g suelo son
suficientes para una incidencia de Verticilosis de 50% en alcachofa y coliflor, y
bastan 0,5 ms/g suelo para ocasionar la misma incidencia en tomate y 2 ms/g
suelo para el 100% de enfermedad en fresa (EFSA PLH Panel, 2014).

La relacion de la incidencia de Verticilosis con la densidad inicial de indculo
de V. dahliaeen el suelo ha propiciado el desarrollo de protocolos para el andlisis
de suelo, de aplicacion para la evaluacion de riesgos y eleccion del lugar de
plantacion, que se basan en la identificacion de las colonias de microesclerocios
formadas en medios de cultivo semiselectivos sobre los que se distribuyen mues-
tras de suelo seco (tamizado seco, 0 método Andersen) 0 en suspension acuosa
(tamizado humedo) (Butterfield y DeVay, 1977; Harris y col., 1993; Kabir y col.,
2004). Estos protocolos se han utilizado ampliamente para fines de investigacidn,
pero no asi en la préctica comin con vistas a la toma de decisiones, y su empleo

18 PHYTOMA Espafia ® N° 293 NOVIEMBRE 2017



requiere un cierto nivel de especializacion y experiencia en el operador porque la
similitud en la morfologia de los microesclerocios de las varias especies que 10s
forman puede dar lugar a confusion y error en la estimacion de la densidad de
indculo real de V. dahliae (Inderbitzin y col., 2011a; Termorshuizen y col., 1998).
Estas insuficiencias estan propiciando el desarrollo de protocolos moleculares
mas rapidos e informativos para la deteccion y cuantificacion de V. dahliacen el
suelo, basados en ensayos PCR (gj., Bilodeau y col. 2012; Debode y col.; 2011;
Tzelepis y col., 2017), que s6lo en algunos casos han sido validados respecto
de la relacion del indculo cuantificado con el potencial de enfermedad, que es lo
que determina su utilidad predictiva y para andlisis de riesgo (Wei y col., 2015).
La disponibilidad de protocolos moleculares para la deteccion y cuantifi-
cacion de V. dahliae en planta (ej., Gramaje y col., 2013) también ha ayudado a
valorar la extension y significacion de la dispersion global y transmision de este
patogeno en semillas (gj., algoddn, berenjena, cdrtamo, espinaca, girasol, lechuga,
lino, tomate, etc., asi como plantas arvenses) y en material propagativo asexual
(ej., crisantemo, olivo, patata, rosa, etc.) y, en consecuencia, a sefialar la absoluta
necesidad de asegurar la sanidad del material de siembra y plantacion mediante
programas de inspeccion y certificacion sanitaria como medida de lucha clave en
a gestion integrada de las Verticilosis (EFSA PLH Panel, 2014; Jiménez-Diaz y
col., 2012). La extension y severidad de la Verticilosis de la lechuga en California
es un ejemplo singular de lo anterior y de la significacion de las semillas infecta-
das de cultivos de rotaciones en la importancia de las Verticilosis. Un estudio de
|lotes de semillas de lechuga representativos de los comercializados mundialmente
concluyd que la tasa de infeccion por V. dahliae (prevalencia < 18%, incidencia
<5%) era insuficiente para explicar el desarrollo epidémico de la Verticilosis de
|a lechuga (Atallah y col., 2011), Por el contrario, estudios similares de lotes de
semillas de espinaca indicaron una prevalencia de 89% de lotes infectados con
una incidencia media de 18,5% en un intervalo de 0,3-84,8%, y demostraron
que el uso de dichas semillas en cultivos que precedieron a los de lechuga y se
desarrollaron sin enfermedad es el determinante fundamental de las epidemias
de Verticilosis en los cultivos de lechuga subsiguientes (Shorty col., 2015).

Variabilidad genética y patogénica
en Verticillium dahliae

Aunque V. dahliae se caracteriza por una patogenicidad inespecifica, sus pobla-
ciones tienen una estructura clonal en la que subyace virulencia adaptativa sobre
huéspedes preferentes. Dicha estructura clonal se establecio primero mediante
Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCG1 a VCG6) molecularmente diferen-
ciados, cuyos miembros forman heterocariontes estables por anastomosis hifal
(Collado-Romero y col, 2006). Subsiguientemente, la clonalidad en V. dahliae se
ha confirmado sin ambigiiedad mediante andlisis de genotipado por secuenciacion
(GBS) y de polimorfismos en un solo nucledtido (SNPs), que han dado lugar a la
identificacidn de linajes clonales correlacionados con los VCGs (denominados 1A,
1B, 2A, 2B%4 2B%* 2B 4A, 4By 6). Dichos linajes se originaron inicialmente
por recombinacion y posterior seleccion por adaptacion a huéspedes preferen-
tes, sequido de la expansion clonal de los genotipos mejor adaptados, ambas
presumiblemente favorecidas por la intensificacion agricola (Collado-Romero y
col, 2008; Milgroom y col., 2014; Milgroom y col. 2016).

Sobre la estructura de linajes clonales existen superpuestos dos tipos de
variacion genética y patogénica en V. dahliae: a) los patotipos defoliante (D) y
no defoliante (ND), y b) las razas patogénicas 1y 2. Los patotipos D y ND se
caracterizan, respectivamente, por la capacidad de sus miembros de originar o
no un sindrome de defoliacion en algodan, olivo y okra, y de mostrar virulencia

diferencial sobre otros huéspedes (i.e., el patotipo D es altamente virulento sobre
lino y sandia, y moderadamente virulento sobre alcachofa, berenjena, girasol, y
tomate; mientras que el ND muestra un espectro de virulencia contrario al referido
para el D). Ademds, el patotipo D esta circunscrito en el linaje 1A, mientras que
el ND existe distribuido en los ocho linajes restantes. Un estudio de genomica de
poblaciones utilizando una amplia muestra de aislados de los linajes 1A (D) y 1B
(ND) de algoddn y olivo de diversa procedencia geografica, indica que el linaje 1A
se origind en algodon en el sudoeste de los EE UU' y que su distribucion actual en
la cuenca mediterrdnea es resultado de al menos cinco introducciones en eventos
fundadores independientes, que tuvieron lugar desde poblaciones primigenias
relativamente diversas tras una rapida expansion clonal de la poblacion original
del linaje que emergi6 como pat6geno altamente virulento en algodén. El patotipo
D fue diagnosticado por primera vez en Espafia en 1984, en cultivos de algodén
de la provincia de Sevilla, y en la actualidad se encuentra extendido en olivares
de toda Andalucia, siendo predominante respecto del ND en las provincias de
Cérdoba, Jaén y Sevilla (Jiménez-Diaz y col., 2011). Esta amplia distribucién
determina que el patotipo D haya de ser diana principal en la gestién integrada
de la Verticilosis del olivo, cuya dificultad es ahora incrementada por el mayor
potencial de indculo del patotipo D comparado con el ND, y por su virulencia
sobre cultivares de olivo resistentes al patotipo ND (Jiménez-Diaz y col., 2012).

Las razas 1y 2 de V. dahliae se definieron inicialmente en poblaciones
simpatricas que infectan girasol, lechuga y tomate. La raza 1 se caracteriza
por ser no-patogénica sobre cultivares que tienen el gen Ve7 de resistencia y
por poseer el gen de AveT de avirulencia sobre dicho gen de resistencia (del
que es deficiente la raza 2). El gen Ve7 codifica una proteina receptora que
reconoce el producto del gen Ave? de avirulencia en el hongo (denominado
efector y que a su vez es factor de virulencia en plantas sin Ve7), dando lugar
a la expresion de mecanismos defensivos que determinan del fenotipo de
resistencia a la raza 1 (de Jonge y col., 2012). La raza 2 es patogénica sobre
plantas portadoras del gen Ve7 (puesto que en la planta infectada no se produce
el reconocimiento molecular al carecer del gen efector), asi como en cultivos
en los que no consta uso de Ve7.

Investigaciones recientes han revelado que las relaciones entre patotipos,
razas y linajes de V. dahliae son complejas (Jiménez-Diaz y col., 2017). En efecto,
todos los aislados de la raza 1 son del linaje 2A y viceversa, comparten la misma
secuencia del gen Ave7 especifico de ella y son del patotipo ND. La pertenencia
a un solo linaje y secuencia Unica del AveT es consistente con la hip6tesis de
que laraza 1 evoluciond una sola vez (ie., monofilética) mediante la adquisicion
el gen AveT, putativamente por transferencia horizontal de plantas (de Jonge y
col., 2012). Por el contrario, la raza 2 es compleja porque comprende siete linajes
(1A, 1B, 2833 2B%4 2BR" 4Ay 4B) y los patotipos D y ND de algodén y olivo.
Los aislados de D de algoddn y olivo son de laraza 2y linaje 1A; y los ND son
delaraza 2y linajes 2B%4 0 4B, o de la raza 1y linaje 2A.

En resumen, la variacion patogénica en V. dahliae puede ser explicada mas
adecuadamente por la emergencia de los fenotipos de virulencia en términos de
linajes clonales especificos, que por la informacion derivada de investigaciones
correlativas cuyos resultados varfan dependiendo de las poblaciones especificas
muestreadas, y las correlaciones entre fenotipos y marcadores deben ser conce-
bidos en el contexto de dicha estructura clonal en orden a comprender de forma
completa Ia variacion patogénica en este fitopatdgeno. Més aun, el contexto de
linajes clonales en V. dahliae es crucial para poder extender nuestro conoci-
miento sobre el papel de las infecciones enddfitas de huéspedes alternativos,
en la biologia, ecologfa y epidemiologia de V. dahliaey sus implicaciones en la
gestion integrada de las Verticilosis que causa.
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