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Disenoy evaluacion de
formulados precomerciales
para el control biologico de la
Verticilosis del olivo

El control de la Verticilosis del olivo (VO) constituye uno de los retos
mas importantes de la olivicultura espanola actual. Las soluciones
quimicas a esta enfermedad no son efectivas, por lo que el control
integrado de la misma, y, dentro de éste, el bioldgico, destaca como
una de las alternativas mas prometedoras en campo. En este senti-
do, el Grupo de Patologia Agroforestal de la Universidad de Cérdoba
(AGR-216) ha trabajado durante los iltimos diez afios en la busqueda
y evaluacidén de productos de origen natural frente a la VO. Entre los
productos biolégicos evaluados por su eficacia frente a V. dahliae,
destacan diversos hongos y bacterias de suelo antagonistas del pato-
geno. Sin embargo, su aplicacién efectiva al olivar necesita un gran
esfuerzo de transferencia tecnoldgica entre organismos publicos de
investigacién y empresas privadas. Por ello, en 2019 se formalizd
el proyecto de compra publica Innolivar, donde su Linea 8, titulada
‘Formulados precomerciales de microorganismos antagonistas para
el control de la Verticilosis del olivo, tiene como objetivo principal
desarrollar dos formulados precomerciales de microorganismos efi-
caces en condiciones reales contra la VO, uno basado en cepas bacte-
rianas extremofilas y el otro en una cepa no patogénica de Fusarium
oxysporum. En este articulo se describe el proceso y los principales
resultados obtenidos, desde los trabajos de seleccién masiva de com-
puestos naturales llevados a cabo por el Grupo AGR-216, hasta el de-
sarrollo, estado actual y perspectivas futuras de dicho proyecto.

Palabras clave: Agentes de control biolégico, Biocontrol, Olea europaea, Innolivar,
Verticillium dahliae.
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La Verticilosis del olivo (VO), causa-
da por el hongo de suelo Verticillium
dahliae, constituye uno de los pro-
blemas sanitarios mas importantes
del olivar en la mayoria de los pai-
ses productores de este cultivo cau-
sando elevadas pérdidas econémi-
cas al provocar la muerte de olivos
(Lopez-Escudero y Mercado-Blanco,
2011). Debido a la dificultad que
presenta el control de esta enferme-
dad, seguir una estrategia de mane-
jo integrado es el método mas efi-
caz para reducir tanto su incidencia
como su dispersion. Por otro lado,
durante los ultimos afos se ha in-
crementado la busqueda de méto-
dos alternativos de control. Asi, el
control biolégico surge como una
alternativa potencialmente eficaz y
sostenible para incorporar dentro de
una estrategia de control integrado
cuando otras medidas de control,
como la resistencia genética, no son
aplicables (Montes-Osuna y Merca-
do-Blanco, 2020).

Seleccién masiva de
compuestos naturales
contra la Verticilosis del
olivo

Ante la carencia de tratamientos
biolégicos eficaces en el olivar en
la actualidad, el grupo de Patologia
Agroforestal de la Universidad de
Coérdoba (AGR-216) viene desarro-
llando desde 2011 unalinea de inves-
tigacién sobre control biolégico de
la VO mediante sucesivos proyectos
cofinanciados por la Interprofesional
del Aceite de Oliva Espafiol (OIAQE),
uno de ellos ya finalizado de la Junta
de Andalucia (proyecto de excelen-
cia AGR08-3635), y otro proyecto
vigente del Ministerio de Ciencia,
Innovacion y Universidades (MICINN;
proyecto AGL2016-76240-R: 'Ges-
tion Integrada de la Verticilosis del
Olivo mediante resistencia genética,
préacticas agrondmicas y control bio-
l6gico’). De esta manera, desde esta
linea se abordd la seleccidon masiva
de productos de origen natural en
condiciones controladas, siendo los
tratamientos mas efectivos en estas
condiciones evaluados a su vez en
condiciones naturales de campo con
el fin de seleccionar aquellos poten-
cialmente eficaces para su desarrollo
como formulados comerciales.
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Figura 1. Diferencias en la expresion de sintomas de Verticilosis en plantones de olivo tratados con dife-
rentes compuestos de origen natural.

Tabla 1. Reduccion de la densidad de inoculo de Verticillium dahliae en suelo naturalmente infestado y
tratado con diferentes productos de origen natural. Numeros con diferente letra representan diferencias
significativas segun el test LSD protegido de Fisher (P<0,05).

Tratamientos

Reduccion densidad de inéculo

(%)

Compost Orujo de Vid (CGRO3) 97,4 a
Mezcla de microorganismos (EM5®) 94,0 a
Compost alperujo + FO-12 86,7 a
FO12 85,2 a
Folicupro® 41,8 ab
P fluorescens (PICF4) + FO-12 40,4 abc
Compost alperujo+gallinaza 5,4 bcd
Testigo agua 0 d
Bioten® 0 d

P fluorescens (PICF4) 0 d
Compost alperujo + Ac. lactico 0 d
Extracto compost alperujo y gallinaza (CB02) 0 d

En los primeros cinco afnos de inves-
tigacion en esta linea de control
bioldgico, se realizé por primera vez
una evaluaciéon masiva de mas de
230 productos de origen natural,
los cuales fueron divididos en cuatro
grupos: i) 60 microorganismos an-
tagonistas (hongos, bacterias y sus
extractos) (Lozano-Tovar, 2013; Varo
y col., 2016), ii) 66 enmiendas or-
ganicas (residuos de animales y de
la industria agroalimentaria) (Va-
ro-Sudrez y col., 2018), iii) 84 aceites
esenciales y extractos vegetales (Varo
y col., 2017), y iv) 23 bioestimulan-
tes e inductores de resistencia. Dicha
evaluacion se llevo a cabo mediante
un proceso de seleccion dividido en
cuatro fases: 1) ensayos in vitro, para
evaluar el efecto directo sobre el cre-
cimiento micelial o la germinacion
de esporas de V. dahliae; 2) ensayos
en suelo, para evaluar su efecto en
la reduccién de inéculo (microescle-

rocios) del patdbgeno en suelo natu-
ralmente infestado; 3) bioensayos in
planta, para evaluar su efecto en la
reduccion de enfermedad en planto-
nes de olivo en condiciones contro-
ladas; y 4) ensayos en campo, para
evaluar su efecto en la reducciéon de
enfermedad en condiciones de in-
feccion natural.

De entre todos los productos evaluados,
varios aislados no patogénicos del hongo
Fusarium oxysporum y algunas mezclas
de bacterias y hongos, entre otros, inhibie-
ron entre un 90% y 100% el crecimiento
micelial de V. dahliae, en ensayos de culti-
vos duales en medio patata dextrosa agar
(PDA). Por otro lado, varios aislados no
patogénicos de F. oxysporum y algunas
enmiendas organicas como el compost de
orujo de vid (CGRO3) redujeron en mas del
85% la densidad de indculo de V. dahliae
en suelo naturalmente infestado (Tabla 1).

En cuanto al desarrollo de la enfer-
medad en plantas de olivo del cv.
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Figura 2. Experimentos realizados en condiciones de campo. (A) Arbol muerto por Verticilosis correspondiente al testigo sin tratar; (B) Arbol tratado con la cepa no
patogénica de Fusarium oxysporum FO12 con leves sintomas de defoliacién; (C) Arbol tratado con el compost de orujo de vid CGRO3 sin sintomas de Verticilosis;
(D) Nuevos experimentos para la evaluacién de los compuestos de origen natural frente a la Verticilosis del olivo situados en el término municipal de Ecija (Sevilla)
y (E) Andujar (Jaén).

Picual en condiciones controladas,
tanto el aislado no patogénico de £
oxysporum FO12 como el compost
de orujo de vid CGRO3 fueron los
tratamientos mas efectivos, consi-
guiendo una reducciéon de la inci-
dencia de enfermedad del 100%
(Figura 1).

Tras el proceso de seleccion anterior,
se eligieron los mejores candidatos
para su evaluacion en condiciones
de campo. Hasta el momento, se
han completado tres experimentos
de campo, localizados en diferentes
regiones representativas del olivar en
Andalucia, con diferentes caracteris-
ticas edafoclimaticas y densidades
de in6culo del patégeno en suelo
(Mulero-Aparicio y col., 2019). En

dos de ellos, la cepa no patogénica
de F oxysporum FO12 y el compost
de orujo de vid CGRO3 redujeron la
densidad del patégeno en el suelo
en mas de un 95%. Asi, en un tercer
ensayo de campo se evalud tanto la
cepa no patogénica de £ oxysporum
FO12 como el compost de orujo de
vid CGRO3, en el que ambos trata-
mientos redujeron de manera signi-
ficativa la incidencia de enfermedad
respecto al tratamiento control (sin
tratar) (Figura 2A-C), mostrando va-
lores finales de 33%, 53% y 80%
para el compost de orujo de vid
(CGRO3), F oxysporum FO12 y con-
trol, respectivamente.

Actualmente se estd continuando
con el proceso de evaluacion en
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campo de los compuestos mas pro-
metedores con el objetivo de selec-
cionar aquellos mas eficaces para,
posteriormente, desarrollar estrate-
gias de control adecuadas segun la
naturaleza de cada producto. Para
ello, recientemente se han estable-
cido dos nuevos campos de ensayo
en dos fincas comerciales, una en la
localidad sevillana de Ecija (Figura
2D) y otra en el término municipal
de Anddijar, Jaén (Figura 2E).

En base a los resultados ya obteni-
dos durante los distintos procesos de
seleccion, tanto en condiciones con-
troladas como de campo, la cepa no
patogénica de F oxysporum FO12
y el orujo de vid CGRO3 fueron los
candidatos mas prometedores, al-
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canzando alrededor del 100% de in-
hibicion de la enfermedad en condi-
ciones controladas y la erradicacion
del patégeno en suelo naturalmente
infestado. Sin embargo, seria nece-
sario dar solucion a la existente de-
manda de un producto eficaz frente
a la VO, econémicamente viable y
respetuoso con el medio ambiente,
y por ello, como paso siguiente, el
grupo AGR-216 viene desarrollando
el proyecto Innolivar, uno de cuyos
objetivos es el desarrollo de formula-
dos precomerciales que puedan ser
utilizados por los agricultores en un
futuro proximo.

Proyecto Innolivar:
innovacion y tecnologia
para un olivar sostenible

Innolivar, presentado por la Univer-
sidad de Cérdoba (UCO), es un pro-
grama de innovacién dirigido a la
mejora de la prestacion del servicio
publico de Educacion Superior, que
la entidad ofrece a la sociedad, a
través de la mejora en sus ambitos
de trabajo: docencia, investigacion
y estudio. El programa se articula
en doce lineas, agrupadas en cinco
bloques tematicos, abordando los
diferentes aspectos de la olivicultura.
Dentro de la Linea 8, perteneciente
al bloque de biotecnologia, se for-
maliz6 un contrato de compra pu-
blica de innovacién en su modalidad
precomercial como parte de dicho
proyecto, entre las empresas Hero-
gra Especiales y UPL Iberia, y la UCO,
de acuerdo con lo establecido en el
Convenio entre el Ministerio de Eco-
nomia, Industria y Competitividad y
la UCO, cofinanciado con fondos FE-
DER. En el presente articulo se des-
criben la fase de adjudicacion de las
empresas o fase de preprototipado,
asi como los resultados preliminares
del proyecto que incluyen el final de
la consecucion de la fase 2 o fase de
prototipado (Figura 3).

Fase l. Preprototipado

Las empresas mencionadas resul-
taron adjudicatarias en el proceso
de Compra Publica de Innovacion
emitido por la UCO en el marco de
propuesta de soluciones innovado-
ras para el desarrollo de innovacio-
nes en la mecanizacion y tecnolo-
gias aplicadas al sector del olivar de
aceite y de mesa. Las dos empresas
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Figura 3. Fases del desarrollo del proyecto Innolivar.

Tabla 2. Incidencia, severidad y nimero de dias necesarios para alcanzar una mortalidad del 50% (T,) de
la Verticilosis del olivo en plantones artificialmente inoculados con Verticillium dahliae y posteriormente

tratadas con Bioten® y diferentes bacterias extremofilas.

Incidencia Severidad
Tratamiento T,, (dias)
(%) (%)

Bioten® 100 51,1 63
Testigo 100 50,7 60
T1: Brevibacterium halotolerans 100 46,8 65
T2: Brevibacterium halotolerans 100 50,7 60
T4: Bacillus methylotrophicus (Formulada) 42,9 9,7 >96
T5: Bacillus subtilis subsp. inaguosorum 100 44,8 61
T6: Bacillus mojavensis 88,9 48,2 65

mencionadas anteriormente resulta-
ron adjudicatarias tras un proceso de
seleccion entre seis empresas, para
desarrollar los objetivos propuestos
dentro la Linea 8, titulada 'Formu-
lados precomerciales de microorga-
nismos antagonistas para el control
de la Verticilosis del olivo’. El objeto
de la contratacion relativo a la linea
en cuestion fue el diseio, desarro-
llo, prototipado y serie de pruebas
que permitan usar microorganismos
antagonistas o productos derivados
de ellos para el control biolégico,
sostenible y eficaz de la VO. Asi, el
objetivo principal de esta linea es de-
sarrollar dos formulados precomer-
ciales de microorganismos eficaces
contra la VO, uno basado en cepas
bacterianas extremofilas y otro en
una cepa no patogénica de Fusarium
oxysporum.

Por un lado, la propuesta de Herogra
Especiales se sustenta en la formula-
cion de cepas bacterianas extremofi-
las, aisladas de areas con condiciones
de estrés hidrico y salinidad (Castro y
col., 2020). Dichas cepas mostraron
efecto inhibitorio sobre el crecimien-
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to micelial de V. dahliae en condicio-
nes in vitro, por lo que fueron postu-
ladas como potenciales agentes de
biocontrol de la VO. Posteriormente,
se realizaron pruebas preliminares
de dichas cepas sobre plantones de
olivo del cv. Picual, que fueron arti-
ficialmente inoculados con el paté-
geno. En dicho ensayo, plantones
no inoculados y plantones tratados
con Bioten® fueron utilizados como
testigos (Tabla 2).

Posteriormente, se realizd un ensa-
yo adicional para conocer el efecto
de algunas de estas cepas bacte-
rianas y otras adicionales como la
cepa de Bacillus atrophaeus, sobre
la reduccion de microesclerocios de
V. dahliae en un suelo naturalmen-
te infestado. Para este ensayo se
probaron los extractos con o sin las
bacterias con el fin de evaluar los
modos de accién de dichas cepas
y, a diferencia del ensayo anterior,
en este caso ninguna de las cepas
bacterianas fue formulada. No se
encontraron diferencias significati-
vas (P>0.05) en el crecimiento de
propagulos del patdbgeno cuando los



extractos ensayados no contenian
bacteria (Figura 4B), mientras que,
en los extractos con la presencia de
bacterias, si se encontraron diferen-
cias significativas (P<0.05). El trata-
miento 5 (Bacillus subtilis subsp. ina-
quosorum) redujo significativamente
en mas de un 33% el numero de
microesclerocios en suelo respecto
al testigo (Figura 4A). Sin embargo,
el resto de los tratamientos no con-
siguieron una reduccién significativa
del mismo.

Por otro lado, UPL Iberia presentd su
propuesta a partir de una de las cepas
no patogénicas de Fusarium oxys-
porum evaluadas previamente por el
grupo AGR-216 de la UCO mediante
el proceso de seleccién descrito an-
teriormente. Tanto la procedencia
de su aislamiento (corcho natural)
como sus caracteristicas fenotipicas
y moleculares son similares a los de
la cepa FO12, uno de los tratamien-
tos mas eficaces tanto en condicio-
nes controladas como en campo
frente a la VO, resultantes de dicho
proceso de seleccion. Sin embargo,
la eleccién de otra de las cepas no
patogénicas de £ oxysporum para
su desarrollo como prototipo preco-
mercial en este proyecto se basa en
una mas abundante esporulacion y
formacion de clamidosporas, lo que
resulta esencial para la formulacion
de un producto estable para su uso
en condiciones de campo.

Fase Il. Prototipado y verificacion

Como objetivos fundamentales para
la fase de prototipado del proyecto,
los formulados precomerciales ba-
sados en dichos microorganismos
antagonistas deben ser aplicados al
suelo a través del riego por goteo,
o incorporados como enmiendas en-
riquecidas, en suelos infestados por
V. dahliae. Por otro lado, como re-
quisitos impuestos para la ejecucion
de dichos objetivos, los microor-
ganismos deberan ser producidos
en masa, con una viabilidad que se
mantendra superior al 80% durante
un periodo minimo de treinta dias,
deberdn presentar proteccion frente
a factores abioticos, ser solubles o
emulsionables, aplicables por riego
por goteo o de forma manual o
mecanizada, carecer de fitotoxicidad
a la dosis recomendada, ser eficaces
para disminuir propagulos de V.
dahliae o para reducir las infeccio-
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Figura 4. Numero de propagulos por gramo de suelo (PPG) de Verticillium dahliae en suelo infestado y
tratado con extractos bacterianos con presencia de las bacterias (A) o sin bacterias (B). Los tratamientos se
correspondieron con cepas de las especies bacterianas Brevibacterium halotolerans (T1), B. halotolerans
(T2), Bacillus atrophaeus (T3), Bacillus methylotrophicus (T4), Bacillus subtilis subsp. inaquosorum (T5) y
Bacillus mojavensis (T6). Barras con diferente letra representan diferencias significativas en base al test de

Fisher LSD (P<0,05).

nes causadas por éste y seguros
para su almacenamiento, transpor-
te, manipulacion y aplicacion. Por
todo ello, teniendo en cuenta todas
las caracteristicas y condicionantes
para que el formulado desarrollado
sea factible desde un punto de vista
técnico, econdmico y reglamentario,
investigadores del Departamento
de [+D de ambas empresas han de-
sarrollado y evaluado, como objeto
de la licitacion, formulados preco-
merciales de estos microorganismos
antagonistas para optimizar tanto su
modo de aplicacion como su eficacia
en condiciones de campo.

Durante esta fase, la empresa Hero-
gra Especiales ha focalizado su acti-
vidad en el desarrollo y optimizacion
del proceso de bioproduccion de
la cepa seleccionada (Bacillus atro-
phaeus) para el control de la VO, rea-
lizando ensayos experimentales para
la estabilizacion de ésta, asi como
ensayos de fitotoxicidad en semillas
y plantones de olivo. Para ello, ha-
ciendo uso de la informacion obte-
nida previamente para la produccién
de la cepa seleccionada, uno de los
objetivos fue escalar el proceso hasta

un volumen de trabajo de 200 L, es-
tudiando las condiciones de secado
y microencapsulacion por atomiza-
cion para estabilizar dicho microor-
ganismo antagonista. Por otro lado,
se desarrollaron ensayos para la con-
firmacion de la no fitotoxicidad de la
cepa seleccionada, los cuales fueron
realizados tanto a nivel de semilla
como en plantones de olivo.

En cuanto a la empresa UPL lIberia,
ésta ha centrado sus esfuerzos en
la obtencion del concentrado técni-
co y del producto formulado para
obtener dos tipos de formulaciones
distintas, una microgranulada, de
la cual ya se dispone, y otra soluble
en agua, actualmente en desarrollo.
Para la obtencién del concentrado
técnico, se utilizaron metodologias
de fermentacion liquida y solida.

Fase lll. Serie de pruebas

Como perspectivas futuras, a partir
del Punto 8 de la demanda tecno-
l6gica de Innolivar, se comenzara
con la fase Ill del proyecto, o fase de
pruebas, con el fin de evaluar tan-
to en condiciones controladas como
de campo la viabilidad precomercial
de los prototipos formulados para

35 | PHYTOMA Espafia/N° 321/ Agosto/Septiembre 2020



transferencia ’recn(ﬂ(')gica

| olivo |

dar por terminado el proyecto. Para
ello, se han acordado por parte de
investigadores de la UCO y de las
empresas Herogra Especiales y UPL
Iberia los disefios de los futuros en-
sayos que seran desarrollados para
la evaluacion de los prototipos. En
estos experimentos se evaluaran di-
ferentes dosis para cada una de las
formulaciones obtenidas por las em-
presas, asi como diferentes momen-
tos de aplicacion para poder evaluar
el potencial real frente a la VO. En el
caso de los experimentos de campo,

se han seleccionado dos nuevas fin-
cas caracterizadas por presentar un
alto nivel de inéculo de V. dahliae en
suelo, lo que permitira verificar, en
su caso, la eficacia de los prototipos.
Ademas de la validacién en campo
de los prototipos, se realizaran estu-
dios paralelos para conocer sus efec-
tos sobre el microbioma del suelo,
asi como la determinacion del modo
de accién del antagonista, los cuales
estaran finalizados para finales de
2021, fecha de fin del proyecto.

Con los resultados obtenidos, una
vez finalizado este proyecto, se pre-
tende tanto una mejora en el servi-
cio publico gracias a las actividades
derivadas de éste, como un avance
significativo en el control de esta
grave enfermedad del olivar, ofre-
ciendo soluciones comerciales via-
bles, las cuales podrian estar dispo-
nibles en un futuro préximo para su
uso dentro del marco de una agri-
cultura sostenible, libre de residuos
y respetuoso con el medio ambiente.
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