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RESUMEN

El olivo (Olea europaea L.) es uno de los cultivos mas antiguos e importantes de la
civilizacién humana. Su producto més destacado, el aceite de oliva, es considerado un
superalimento por sus efectos protectores frente a diversos tipos de cancer y enfermedades
coronarias. Aunque el cultivo del olivo se caracteriza por su rusticidad, es susceptible al
ataque de diversos fitopatogenos, entre ellos, virus y bacterias. En particular,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, agente causal de la tuberculosis del olivo, al
igual que los virus, no presenta tratamientos curativos, por lo que la deteccion temprana y
prevencion de su diseminacion es crucial. En este contexto, esta investigacion tuvo como
objetivo determinar virus y bacterias fitopatdgenas en olivares de la Region de O’Higgins.
Para ello, se realizaron prospecciones perioddicas en 10 huertos de olivo var. Arbequina,
Sevillana y Manzanilla establecidos en las Provincias Cardenal Caro y Colchagua. Dos
muestras de la comuna de Marchigiie se utilizaron para efectuar un diagnéstico molecular
de virus mediante secuenciacion masiva de alto rendimiento y posterior anélisis. Ademas,
se realizo aislamiento y caracterizacion bacteriana de 16 muestras provenientes de las
Provincias Cardenal Caro y Colchagua. Los resultados del diagndstico molecular de virus
establecen que, en las dos muestras analizadas se identificoé Olive leaf yellowing-
associated virus (OLYaV) y en una de ellas se determind material genomico cercano a
Citrus exocortis viroid (CEVd). En cuanto a la caracterizacion bacteriana, no se
determinaron aislados atribuibles a Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, u otra
bacteria fitopatdgena del olivo. Ademas, en la prospeccion de huertos, se evidencid una
alta influencia de fitopatogenos fungicos, asociados a la madera y al follaje, frente a esto,
se enfatiza en la importancia de continuar con prospecciones y estudios que permitan

identificar y comprender las interacciones del microbioma del olivo.

Palabras clave: Olea europaea L., Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV), Citrus

exocortis viroid (CEVd), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.



ABSTRACT

The olive (Olea europaea L.) represents one of the oldest and important crops of human
civilization. Its most prominent product, olive oil, is recognized as a superfood for the
protective effects against various types of cancer and coronary diseases. Olive trees have
high rusticity to adapt in diverse pedoclimatic conditions, however, their susceptibility to
the attack of various phytopathogens have been frequently reported, including viruses and
bacteria. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, the causative agent of olive
tuberculosis, like viruses, does not present curative treatments, so early detection and
prevention of its spread are crucial. In this context, this research aimed to determine
phytopathogenic viruses and bacteria in olive groves of the O'Higgins Region. For this,
periodic prospecting was carried out in 10 olive orchards of cultivars Arbequina, Sevillana
and Manzanilla, in the Provinces of Cardenal Caro and Colchagua. Two samples from the
commune of Marchigiie were used to perform a molecular diagnosis of the virus through
high-throughput sequencing (HTS) and subsequent analysis. In addition, isolation and
bacterial characterization of 16 samples from the Cardenal Caro and Colchagua Provinces
were carried out. The results of the molecular diagnosis of viruses establish that, in the
two samples analyzed, Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) was identified and
in one of them genomic material close to Citrus exocortis viroid (CEVd) was determined.
As for bacterial characterization, no isolates attributable to Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, or another phytopathogenic bacteria of the olive tree, were not determined. In
addition, in the prospecting of orchards, a high influence of fungal phytopathogens was
evidenced, associated with wood and foliage, in the face of this, the importance of
continuing with prospecting and studies that allow identifying and understanding the

interactions of the olive tree microbiome is emphasized.

Keywords: Olea europaea L., Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV), Citrus

exocortis viroid (CEVd), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.



1. INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea L.) es una planta perenne y subtropical, perteneciente a la familia
de las Oleéceas, se encuentra mayormente en zonas de clima mediterraneo. Es uno de los
cultivos mas antiguos e importantes del Mediterraneo. En la actualidad existen olivos
plantados en cinco continentes del mundo, probablemente por el interés que radica en sus
productos, como el aceite de oliva y la aceituna, ambos obtenidos del fruto (Zohary &

Spiegel-Roy, 1975; Barranco et al., 2017; Merlo, 2021).

Existe un gran interés en el cultivo del olivo, desde la antigiiedad, los pueblos
mediterraneos lo consideraban sagrado, utilizaban el aceite con fines religiosos,
alimenticios, medicinales, como combustible y como cosmético. El origen de este cultivo
radica en los anos 4000 a 3000 a. C. en la regién de Palestina (Rapoport, 2008). La
domesticacion de esta especie ocurri6 en el Medio Oriente hace 6000 afios (Costero et al.,
2021). En el siglo XVI se introdujo al continente americano, alrededor del afio 1550
ingresaron cultivares procedentes de Espafia a Pert1 y de alli a Chile (Tolocka, 2022). En
la actualidad, el interés radica en los beneficios que proporciona el consumo de aceite de
oliva para la salud humana, por sus acidos grasos monoinsaturados y biofenoles que
otorgan propiedades antioxidantes. El aceite de oliva es considerado un superalimento por
sus beneficios de proteccion contra diferentes tipos de cancer y enfermedades coronarias
(Visioli & Galli, 1998; Owen et al., 2000; Alarcon De La Lastra et al., 2001; Luchetti,
2002; Gonzalez-Moreno, 2014; Basim ef al., 2019; Lanza & Ninfali, 2020; Villa, 2020;
Reyes et al., 2023; Alves et al., 2025).

En la Gltima informacion dispuesta por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (ONU, 2022), el pais con mayor produccion de aceitunas y
aceite de oliva es Espafia, con 6.098.310 y 1.492.069 ton respectivamente, provenientes
de una superficie de 2.827.147 ha (MAPA, 2022). En lo que respecta a Chile, en el afio
2022 se registraron 21.141 ha a nivel nacional, con una produccion de olivas de

128.963,31 ton y de ellas 16.500 ton fueron utilizadas en la agroindustria para la



produccion de aceite. Las regiones con mayor superficie plantada en el pais corresponden
a Maule, Metropolitana y O’Higgins (FAOSTAT, 2024; ODEPA, 2024a). Olea europaea
constituye un cultivo relevante para la industria fruticola de Chile, tanto para el mercado
nacional como internacional (SAG, 2020a). En lo que respecta a la region de O’Higgins,
al afio 2024, la mayor cantidad de arboles plantados corresponde a aquellos con una
produccion creciente, por lo que el futuro del olivo en la region es esperanzador, puesto
que en afios proximos se prevé un aumento en la produccion de olivas a nivel regional

(ODEPA, 2024b).

El olivo se destaca por su rusticidad, puede soportar temperaturas por debajo de los 10°C,
asi también calor extremo y sequia durante el verano (Barranco et al.,2017). Sin embargo,
a pesar de su rusticidad frente a condiciones ambientales extremas, el olivo es susceptible
al ataque de numerosos fitofagos y patdogenos, pudiendo sufrir pérdidas considerables de
cosecha que pueden llegar a afectar la capacidad productiva, o incluso, la vida del arbol
(Trapero & Blanco, 2008; Trapero et al., 2010). De los patdgenos relevantes en el cultivo

del olivo se incluyen virus, bacterias, hongos foliares y de la madera (Grieco et al., 2000).

Los virus pueden ocasionar diversos sintomas en los olivares, como deformacion de hojas
y frutos, amarillez del follaje, hojas filiformes, anillos cloréticos, mosaico en hojas,
reduccion en el rendimiento y en la calidad del aceite, entre otros. Estos se pueden
propagar por material vegetal infectado, mediante insectos vectores, herramientas de
corte, polen y semillas (Barba, 1993; Xylogianni et al., 2021; SAG, 2023). A la fecha, se
han detectado 18 virus alrededor del mundo en Olea europaea, especificamente:
Cucumber mosaic virus (CMV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Strawberry latent ringspot
virus (SLRSV), Arabis mosaic virus (ArMV), Olive latent-1 virus (OLV-1), Olive latent-
2 virus (OLV-2), Olive vein yellowing associated virus (OVYaV), Olive yellow mottling
and decline associated virus (OYMDaV), Tobacco mosaic virus (TMV), Olive leaf
yellowing-associated virus (OLYaV), Olive semi-latent virus (OSLV), Olive latent

ringspot virus (OLRSV), Tobacco necrosis virus (TNV), Olive mild mosaic virus
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(OMMV), Olive latent-3 virus (OLV-3), Olive virus T (OIVT), Olive leaf mottling virus
(OLMYV) y Olea europaea geminivirus (OEGV). (Bertolini et al., 2001; Faggioli et al.,
2005; Chiumenti ef al., 2021; Xylogianni et al., 2021; Ruiz-Garcia et al., 2024).

En Chile, durante el afio 1999, el Servicio Agricola y Ganadero presenta el primer informe
donde se senala la deteccion de virus en olivares del pais, reportando Cucumber mosaic
virus (CMV), Cherry leaf roll virus (CLRV) y Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)
(Fiore, 2001; SAG, 2005). Luego, en el afio 2011, tras una investigacion realizada en el
Repositorio Nacional de Germoplasma Clonal (NCGR) en la Universidad de California-
Davis, se detecta Olive leaf yellowing-associated virus (OLYaV) y CMV en olivo var.
Azapa, desde una muestra originaria de Chile (Rwahnih et al., 2011). Posteriormente, se
confirma la presencia de CMV y OLYaV en el pais (Corrado et al., 2016). No obstante,
se haya reportado la presencia de estos virus, aun la informacion disponible carece de un
detalle sobre las regiones geograficas del pais donde han sido detectados estos virus;
solamente CLRV ha sido detectado bajo reporte oficial del SAG en el afio 2020 y 2023,
ambas detecciones en la comuna de Rio Claro, Region del Maule (SAG, 2020b; SAG,
2023).

La falta de estudios que involucre la etiologia y epidemiologia sobre virus en olivo en
Chile es notoria, esto queda en evidencia al realizar un andlisis cienciométrico con las
9
busquedas: “olive virus Chile” y “virus Olea europaea Chile” en las bases de datos “Web
of Science”, agriRxiv, Scopus y en el buscador de Google Académico. En este sentido, es
que se hace relevante detectar y caracterizar virus presentes en huertos de la region de
O’Higgins, ya que permitira crear o actualizar las intervenciones fitosanitarias, y prevenir
Y

la diseminacién de virus en los olivares del pais.
Las bacterias fitopatogenas pueden generar grandes pérdidas econdmicas y reducciones

en el rendimiento (Bouachi et al., 2015; Kos¢ak et al., 2023a). En particular,

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ocasiona la enfermedad denominada tuberculosis
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del olivo, conocida por provocar pérdidas econdmicas significativas y tambien porque es
una enfermedad de dificil control (Quesada et al., 2010; Kosc¢ak et al., 2023b). Esta
presente en la mayoria de los paises donde se cultivan olivos, a saber: Argentina, Italia,
Croacia, Portugal, Australia, Turquia, Eslovenia, California, Japon, entre otros (Hall et
al., 2004; Oriolani et al., 2005; Penyalver et al., 2006; Quesada et al., 2007; Quesada et
al., 2012; Moretti et al., 2014; Tsuji et al., 2017; Nguyen et al., 2018; Basim et al., 2019;
Kosc¢ak et al., 2023b). La tuberculosis del olivo corresponde a una de las primeras
enfermedades de plantas descrita en la antigiiedad, alrededor de los afios 370 a 286 a. C.
Theophrastus indica que "la oliva sufre de la ufa, que algunos otros la llaman hongo o
pequefio cuenco” (Scortichini et al., 2004). Posteriormente, 2200 afios mds tarde, la
bacteria fue aislada y descrita por Luigi Savastano en los afios 1887-1889 y la denomind
como Bacillus oleae tuberculosis. Més tarde, se llamo6 Bacterium savastanoi (Smith,
1908). El nombre actual del patogeno es Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv)

(Gardan et al., 1992; Lavado-Benito et al., 2024).

Psv es una bacteria Gram negativa, aerobica, con movilidad por sus flagelos polares, mide
0,4-0,8 x 1,0-3,0 um, es oxidasa negativa y arginina dihidrolasa negativa; provoca la
respuesta hipersensible en tabaco, la mayoria de los aislados son fluorescentes y levano
negativos (Moretti et al., 2008; Penalver et al., 2009; Ramos et al., 2012; Conde et al.,
2013; Moretti et al., 2017; Caballo-Ponce et al., 2018; Doks6z & Bozkurt, 2020; Bitgen
& Mirik, 2021; Merlo, 2021; Mohammed et al., 2024). No obstante, algunos aislados han
resultado no fluorescentes y levano positivos (Iacobellis et al., 1993; Marchi et al., 2005;

Turco et al., 2022).

El principal sintoma de la enfermedad tuberculosis del olivo es la formacion de agallas,
esto debido a la ocurrencia de hiperplasia e hipertrofia en las células afectadas. La
hiperplasia e hipertrofia se genera por la produccion excesiva de las fitohormonas acido
indolacético (IAA) y citoquininas (CK) en esa area y también por la expresion de genes

hrp/hre, estos Ultimos tienen implicancia en la patogenicidad de la bacteria (Smidt &
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Kosuge, 1978; Comai & Kosuge, 1980; Surico et al., 1985; lacobellis et al., 1994; Sisto
et al., 2004). Las agallas, con mayor frecuencia, se evidencian en tallos y ramas,
ocasionalmente en hojas y frutos (Wilson, 1965; Gardan et al., 1992; Campos et al., 2009;
Rodriguez-Palenzuela et al., 2010). Cuando los tallos se encuentran gravemente afectados,
las plantas evidencian menor crecimiento, ocurre defoliacion e incluso pueden morir
(Barranco et al., 2017). La formacion de agallas se observa a finales de invierno, comienza
con pequeias zonas hinchadas, que crecen de forma acelerada hasta la formaciéon de
nddulos de 2 a 5 mm de didmetro (Mufioz, 2005). Las agallas jovenes evidencian color
verde o café claro y aspecto liso, en el interior presentan una apariencia esponjosa de
consistencia acuosa. Por otro lado, las agallas mas antiguas son mas oscuras y rugosas, y

el tejido interno suele estar hueco (Trapero & Blanco, 2008).

Para que ocurra la infeccion de la planta, la bacteria requiere heridas o aberturas naturales,
ocasionadas por cortes de poda, caida de hojas, etc. (Munoz, 2005; Merlo, 2021). La
infeccion puede suceder en un amplio rango de temperaturas, desde 4 a 38°C, aunque el
optimo para la infeccion es entre 23 a 24°C. Las zonas geograficas mas afectadas son
aquellas con abundantes lluvias durante primavera y con riesgo de heladas tardias o

granizo (Trapero & Blanco, 2008).

Existe evidencia de que la bacteria, ademas de generar agallas, disminuye la cantidad de
aceite y proteinas en los frutos, influyendo negativamente en el sabor y aroma de la oliva,

tornandose amarga, rancia o salada (Tjamos et al., 1993; Mufioz, 2005).

El patogeno se puede propagar gracias a la produccion de exudados, los cuales son
dispersados a través de la lluvia, riego, y herramientas de poda. Ademas, la diseminacién
se puede generar por transporte de suelo infectado, maquinaria agricola con restos
vegetales o por material vegetal de propagacion contaminado desde viveros, esta Gltima
es la principal responsable de la propagacion de la bacteria entre paises (Gardan et al.,

1992; Young, 2004; Trapero & Blanco, 2008; SAG, 2020a). Con respecto al ciclo de vida
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de la bacteria, sobrevive dentro y fuera de la planta, se encuentra en los tumores y también
de manera epifita en hojas y brotes. De una estacion a otra, la bacteria sobrevive de forma

endofita en los tumores (Trapero & Blanco, 2008).

La resolucion 6511 exenta del SAG sefiala el estado de este patogeno en el pais, se indica
que “la bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (ex Smith 1908) (Gardan et al.
1992) (Pseudomonadales: Pseudomonadaceae), se encuentra bajo el estatus fitosanitario
de Plaga Cuarentenaria Ausente, segun resolucion N° 3.080/2003 y sus modificaciones”.
Sin embargo, es importante destacar que mediante una denuncia fitosanitaria se ha
detectado en el ano 2020 la bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi en un huerto
de olivo (Olea europaea L.), en la comuna de Pencahue, Region del Maule (SAG, 2020a).
Recientemente, gracias a una prospeccion realizada por el SAG, se ha detectado

nuevamente la bacteria en un huerto contiguo al anterior (Murillo & Torres, 2024).

A la fecha, en la base de datos “Web of Science” existen 102 articulos publicados con la
frase de busqueda "Pseudomonas savastanoi olive". Consignar que con la busqueda
"Pseudomonas savastanoi olive Chile" no se encontraron resultados en esta base de datos.
La falta de estudios acerca de fitopatdgenos que afectan al cultivo del olivo en la region
es evidente, por lo tanto, es esencial realizar una investigacion en esta area. El
conocimiento de la situacion fitosanitaria en los olivares de la region permitird generar un
apoyo técnico para la industria olivicola, de esta manera se reducira el riesgo que podria

presentar la diseminacion de estos fitopatogenos.

Esta investigacion se enmarca en el proyecto “Estrategia fitosanitaria para la produccion
sostenible de olivares en la regiéon de O’Higgins”, llevado a cabo por la Universidad de
O’Higgins junto con el Gobierno Regional. El objetivo fue determinar virus y bacterias
fitopatogenas provenientes de huertos de olivo de la Region de O’Higgins, con la finalidad

de prevenir el impacto en la produccion del cultivo.
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Hipotesis

H1: Se identifican virus fitopatdogenos mediante secuenciacion masiva de alto
rendimiento desde muestras sintométicas provenientes de huertos comerciales de olivo de
la Provincia Cardenal Caro.

H2: Las bacterias aisladas desde huertos de olivo de las Provincias Cardenal Caro
y Colchagua presentan caracteristicas biologicas atribuibles a Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi.

Objetivo general

Determinar virus y bacterias fitopatdgenas provenientes de huertos de olivo de las
Provincias Cardenal Caro y Colchagua para la generacion de apoyo técnico a la industria
olivicola de la Region de O’Higgins.

Objetivos especificos

OE1: Identificar virus fitopatdgenos provenientes de huertos comerciales de olivo

de la Region de O’Higgins.

OE2: Caracterizar bacterias fitopatdgenas provenientes de huertos comerciales de

olivo de la Region de O’Higgins.
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2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Ubicacion

Esta investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de
Ciencias Agroalimentarias, Animales y Ambientales, Universidad de O’Higgins, San
Fernando, Chile. Las muestras fueron colectadas desde huertos comerciales de olivo (Olea
europaea L.) particularmente de las provincias de Colchagua y Cardenal Caro, de la

Region Libertador General Bernardo O’Higgins.

2.2.Prospeccion de olivares en la Region Libertador General Bernardo
O’Higgins

Se seleccionaron un total de 10 productores, de cinco comunas de la region,
especificamente de Marchigiie, Peralillo, La Estrella, Lolol y Placilla. Para la seleccion de
los productores se dispuso de la base de datos suministrada por el proyecto del Fondo de
Innovacion para la Competitividad (FIC) y apoyo del Servicio Agricola y Ganadero

(SAG). La coleccion de muestras se llevo a cabo en la temporada 2023-2024.

Se realiz6 un monitoreo de sintomas atribuibles a fitopatégenos en cada huerto visitado,
luego, se colectaron de una a tres muestras por predio, dependiendo de la sintomatologia
observada, cada muestra correspondié a ramillas con hojas de olivo de 10 a 20 cm. Las
muestras se georreferenciaron, se colectaron en bolsas herméticas transparentes, y fueron
transportadas en contenedores termorregulados. Posteriormente se almacenaron a 8°C
antes de llevar a cabo la parte experimental en el laboratorio (Goussous & Al-Gharaibeh,
2008; Koséak et al., 2023b). Se realizé rutinariamente la desinfeccion de herramientas y
calzado, utilizando etanol (EtOH) al 70%, ademas del uso de guantes desechables (SAG,
2020a).
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2.3. Identificacion de virus fitopatogenos provenientes de huertos de olivo de la
Region de O’Higgins.

2.3.1. Secuenciacion masiva de alto rendimiento

Para realizar la identificacion de virus se opt6 por el método de secuenciacion masiva de
alto rendimiento (HTS), la cual, ademas de revelar la identidad del patdégeno, permite
conocer su potencial de virulencia y caracteristicas funcionales. Asimismo, determina el
ensamblaje gendmico a partir de muestras complejas con la secuenciacion de genomas
completos (Tedersoo et al., 2021; Imanian et al., 2022), pudiendo en algunos casos,

detectar fitopatdgenos nuevos y emergentes (Nizamani ef al., 2023).

Las muestras OLIFC-04 Y OLIFC-06, correspondientes a ramillas de =10 cm fueron
envueltas en toalla de papel humedecida con agua destilada estéril (dH>O) y dispuestas en
bolsas herméticas con su respectivo codigo, luego se empacaron en cajas rotuladas y
refrigeradas. Las muestras se enviaron a Multiplex SpA para el diagnoéstico molecular de
virus mediante secuenciacion masiva (HTS) y andlisis en la plataforma bioinformatica

Viroscope™.

Seglin los protocolos establecidos por Multiplex SpA, el procedimiento comienza con la
extraccion de ARN a partir de tejido vegetal, luego se realiza la deplecion del ARN no
deseado (Ribo-Zero Plant kit, [llumina USA) y preparacion de la libreria (NEBNext Ultra
RNA Library Prep kit, New England Biolabs, USA). La secuenciacion por Illumina utilizé
el equipo NovaSeq6000 con una profundidad minima de 10M de lecturas pareadas.
Posteriormente para el analisis de datos se utilizo el algoritmo Viroscope ™, para ello se
aplicéd un criterio de corte de 10% de cobertura de ensamblaje gendmico como umbral
minimo de deteccion viral, y de la presencia de actividad bioldgica mediante
identificacion de replicasa (PCT/IB2023/059104). Un resultado positivo indica la
presencia de ARN viral representando al menos un 10% del virus o la presencia de la
enzima de replicacion del virus. Por el contrario, un resultado negativo indica que la

presencia del ARN viral estd bajo el criterio de corte minimo (inferior a 10%) o que no
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fue detectado el ARN del virus y/o enzima de replicacion en la muestra. El resultado de
funcionalidad viral corresponde a la deteccion de la enzima replicasa en el ensamblaje
gendmico, lo que indica la infeccion viral y alta certeza en el diagnostico (Valenzuela et

al., 2022).

2.4. Caracterizacion de bacterias fitopatogenas provenientes de huertos de olivo
de la Region de O’Higgins.

2.4.1. Aislamiento de las bacterias

Las bacterias fueron aisladas desde material vegetal, anteriormente recolectado y
desinfectado con una toalla de papel asperjada con EtOH al 70%. Mediante un bisturi
estéril se extirp6 el tejido interno de ramillas, luego fue procesado utilizando un mortero
y 1 mL de dH,O (Moretti et al., 2008). Desde el macerado se agregaron 15 pL en una
placa con medio de cultivo nutritivo de sacarosa y agar (NSA) (Nutrient Broth, 8,0 g;
Bacto agar, 15 g; sacarosa, 50 g; 1 L dH»0). La siembra por agotamiento se llevé a cabo
mediante un asa de vidrio Drigalsky, luego, fueron incubadas a 26+1 °C durante 48 hr.
Para obtener colonias purificadas se realizd una siembra por estrias utilizando un asa de
niquel de Imm de didmetro, estas se incubaron por 24 hr. La preservacion a -80 °C se
realiz6 en tubos con 400 uL. de medio LB y glicerol (20%) (Moretti et al., 2008; Basim et
al., 2019; Mohammed et al., 2024).

Para verificar la viabilidad de las bacterias, las soluciones fueron descongeladas, luego se
sembraron en placas con medio de cultivo de agar de sacarosa nutritiva (NSA), utilizando

10 puL de solucidn bacteriana para cada muestra e incubacion durante 48 hr a 26+1 °C.

2.4.2. Pruebas bioldgicas

2.4.2.1. Caracterizacion morfologica y Prueba de Levano

Se examinaron colonias bacterianas puras, de 96 horas de crecimiento en una incubadora

a 26+1°C, en medio de cultivo NSA y en medio de cultivo King B (King et al., 1954). Se
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analizaron aspectos macroscopicos como la forma de la colonia, tamafio, pigmentacion,

opacidad, elevacion, superficie y consistencia.

Como referencia, se considerd la morfologia de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
la cual, tras 6 dias de crecimiento en cultivo nutritivo de sacarosa y agar (NSA) presenta
colonias con pigmentacion blanco a amarillo palido, circulares (0,5 - 2,9 mm de diametro),
con un centro mate ligeramente elevado (Moretti ef al., 2008). En medio de cultivo King’s
B, tras 72 horas de crecimiento, las colonias presentan una pigmentacion blanco palido a
amarillo, con forma redonda a ligeramente ovalada, de entre 0,5 a 3 mm de didmetro

(Koscak et al., 2023b).

Se evaluaron colonias puras en placas con medio de cultivo NSA, de 96 horas de
crecimiento en una incubadora a 26+1 °C. Se consideran Levano positivas aquellas
colonias mucoides de color blanco, con forma cupoliforme. Para el control positivo se
utilizo la bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) cepa 1111-6B1 (Schaad et

al., 2001).

2.4.2.2.Prueba de fluorescencia

Se evaluaron colonias puras en placas con medio de cultivo King B con 24 hr y 48 hr de
incubacion a 26+1 °C (KB; peptona de proteasa N°3, 20 g; Bacto agar, 15 g; glicerol 87%,
8,2 mL; KoHPOq4, 1,5 g; MgS04 x 7H20, 1,5 g; 1000 mL dH>O). Estas fueron dispuestas
en un transiluminador UV a 365 nm. Para el control positivo se utiliz6 la bacteria Pss cepa

1111-6B1 (Schaad et al., 2001).
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2.4.2.3.Prueba de hipersensibilidad en tabaco

Se utilizaron colonias puras provenientes de cultivos crecidos por 24 hr a 26+1°C en medio
de cultivo NSA. Las suspensiones fueron calibradas utilizando un Espectrofotometro de
Dilucién “Implen OD600®”, ODeoo = 0,18 - 0,20, equivalentes a 10> UFC/mL. La
vitalidad de las suspensiones fue determinada mediante el método de dilucion seriada, en

proporcion 1:10, por la formula:

UFC/mL = Numero de colonias / (0,01 mL x Factor de dilucion)

Se inocularon plantas de tabaco utilizando diluciones en serie de 10° a 103 UFC/mL,
empleando una jeringa hipodérmica por muestra, se realizaron cuatro repeticiones para
cada una. Las plantas se mantuvieron a una temperatura de 21+1 °C. Las evaluaciones de
hipersensibilidad se realizaron transcurridas 24, 48 y 72 hr. Como control positivo se
utilizé la bacteria Pss cepa 1111-6B1, en cuanto al control negativo, se utilizo dH2O

(Schaad et al., 2001).
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3. RESULTADOS

3.1.Prospeccion de olivares en la Region Libertador General Bernardo
O’Higgins
En la prospeccion de huertos de las comunas Marchigiie, Peralillo, La Estrella, Lolol y
Placilla, se observd sintomatologia atribuible a virus, hongos de la madera y hongos
foliares. Entre los sintomas observados en campo se encuentran: hojas filiformes, hojas
en hoz, amarillez en hojas, manchas concéntricas de color verde oscuro a marrén en la
cara adaxial de las hojas, defoliacion, muerte regresiva de ramas y ramillas, y decoloracion
de haces vasculares (Véase Figura 1 y Tabla 1). En total se colectaron 24 muestras de las
variedades Arbequina, Manzanilla y Sevillana, 11 de ellas presentaron sintomatologia
atribuible a virus (46%), 9 sintomatologia atribuible a hongos foliares (37%) y 4

sintomatologia atribuible a hongos foliares (17%) (Véase en Apéndice Tabla 3).

Tabla 1. Sintomatologia tipica y distribuciéon en huertos olivicolas de la Region de
O’Higgins.

Fecha Codigo Huerto Coordenadas Comuna Sintomatologia
colecta  muestras atribuible
06/09/24 OLIFC-01 Huerto 1 34,363679°S;  Marchigiie VIRUS
71,738435°0
06/09/24 OLIFC-02 Huerto 1 34,363679°S;  Marchigiie VIRUS

71,738435°0
06/09/24 OLIFC-03 Huerto 1 34,363679°S;  Marchigiie HONGO

71,738435°0 MADERA
06/09/24 OLIFC-04 Huerto 2 34,37320°S; Marchigtie VIRUS
71,57243°0
03/10/24 OLIFC-05 Huerto3  34°25°00.9’S;  Marchigiie HONGO
71°3558.5°W MADERA
03/10/24 OLIFC-06 Huerto3  34°25°00.9’S;  Marchigiie VIRUS
71°3558.5°W
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03/10/24 OLIFC-07 Huerto4  34°28°°29.1S;  Marchigiie HONGO
71°42°35.1°W MADERA
03/10/24 OLIFC-08 Huerto4  34°28°°29.1S;  Marchigiie VIRUS
71°42°35.1°W
03/10/24 OLIFC-09 Huerto 2 34,37320°S; Marchigiie VIRUS
71,57243°0
25/10/24 OLIFC-  Huerto 5 34,48294°S; Peralillo HONGO
10.1 71,50599°0 MADERA
25/10/24 OLIFC-  Huerto 5 34,48294°S; Peralillo HONGO
10.2 71,50599°0 FOLIAR
25/10/24 OLIFC-11 Huerto 5 34,48294°S; Peralillo VIRUS
71,50599°0
25/10/24  OLIFC-  Huerto 6 34,46979°S; Peralillo HONGO
12.1 71,42701°0 MADERA
25/10/24  OLIFC-  Huerto 6 34,46979°S; Peralillo HONGO
12.2 71,42701°0 FOLIAR
25/10/24 OLIFC-13 Huerto 6 34,46979°S; Peralillo VIRUS
71,42701°0
15/11/24 OLIFC-14 Huerto7  34,6133300°S; Placilla HONGO
71,3513098°0 MADERA
15/11/24 OLIFC-15 Huerto 8 34,64095°S; Lolol VIRUS
71,37453°0
15/11/24  OLIFC-  Huerto 8 34,64095°S; Lolol HONGO
16.1 71,37453°0 FOLIAR
15/11/24  OLIFC-  Huerto 8 34,64095°S; Lolol HONGO
16.2 71,37453°0 MADERA
06/12/24 OLIFC-17 Huerto 9 34,26863°S; La Estrella VIRUS
71,50208°0
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Figura 1. Sintomatologia observada en huertos de olivo de la region de O’Higgins. Sintomatologia
atribuible a virus en: a), b) y ¢), particularmente se evidencian hojas filiformes, hojas falciformes y amarillez
de las hojas. Sintomatologia atribuible a hongos en: d), e) y f). En d) se evidencian anillos concéntricos de
color marrén rodeados de un halo amarillo, atribuibles a hongos foliares. En e) y f) se evidencia
sintomatologia atribuible a hongos de la madera, se observa decoloracion de haces vasculares y muerte
regresiva de ramas, respectivamente.
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3.2.I1dentificacion de virus fitopatogenos provenientes de huertos de olivo de la
Region de O’Higgins.

Las muestras OLIFC-04 Y OLIFC-06 resultaron positivas a virus mediante plataformas
de secuenciacion masiva de alto rendimiento (Véase Figura 2, 3 y 4). Concretamente, en
la muestra OLIFC-04 fue detectado Olive leaf yellowing—associated virus (OLYaV), con
71% de integridad del genoma y con evidencia funcional, es decir, se detectd la enzima
replicasa en el ensamblaje gendmico, lo que indica la infeccion viral y alta certeza en el
diagnostico. En la muestra OLIFC-06 también fue detectado Olive leaf yellowing—
associated virus (OLYaV), con 38% de integridad del genoma y con evidencia funcional.
Ademas se encontrdé material gendomico correspondiente a Citrus exocortis viroid, con
37% de integridad del genoma. Las muestras positivas fueron georreferenciadas con el

sistema de informacion geografica QGIS (Véase Figura 5).

Virus detection

Negati ' Ppositi i i

egative ! ositive Functional Evidence
i B Detected
|

B Not detected

Olive leaf yellowing-associated virus

Organism

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Genome completeness

Figura 2. Resultados bioinformaticos de deteccion de virus en la muestra OLIFC-04 obtenidos de la
plataforma Viroscope™.
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Virus detection
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1 B Detected
I Not detected

Organism

Olive leaf yellowing-associated virus

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Genome completeness

Figura 3. Resultados bioinformaticos de deteccion de virus en la muestra OLIFC-06 obtenidos de la
plataforma Viroscope™.

Viroid detection

Negative Positive

Citrus exocortis viroid

Organism

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Genome completeness

Figura 4. Resultados bioinformaticos de deteccion de viroide en la muestra OLIFC-06 obtenidos de la
plataforma Viroscope™.
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OLIFC-04
»

Figura 5. Imagen georreferenciada de las muestras positivas a virus.

3.3.Caracterizacion de bacterias fitopatogenas provenientes de huertos de olivo
de la Region de O’Higgins.

3.3.1. Aislamiento y caracterizacion en medios de cultivos

No se observaron sintomas atribuibles a bacteriosis, no obstante, se realizaron
aislamientos desde material vegetal asintomatico; especificamente se evaluaron 12
muestras: OLIFC-01, OLIFC-02, OLIFC-06, OLIFC-08, OLIFC-09, OLIFC-11, OLIFC-
13, OLIFC-14, OLIFC-15, OLIFC-17, OLIFC-18 y OLIFC-20. La mayoria de las
muestras presentaron crecimiento bacteriano en medio de cultivo NSA, a excepcion de

OLIFC-02, OLIFC-11 y OLIFC-20.

Consignar que se evidenciaron muestras asintomaticas con alta carga bacteriana. Se

obtuvieron colonias puras de las muestras: OLIFC-01A, OLIFC-01B, OLIFC-01C,
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OLIFC-01D, OLIFC-01E, OLIFC-06, OLIFC-08A, OLIFC-08B, OLIFC-09A, OLIFC-
09B, OLIFC-13, OLIFC-14, OLIFC-15, OLIFC-17A, OLIFC-17B y OLIFC-18.

La mayoria de los aislados bacterianos desarrollados en medio NSA, tras 96 horas de
crecimiento a 26+1 °C produjeron colonias con bordes enteros y forma circular. En cuanto
al tamano de las colonias, la mayoria present6 un tamafio < I mm hasta 2 mm de diametro,
mientras que tres aislados mostraron un tamafio entre 3 a 4 mm. Con respecto a la
pigmentacioén, la mayoria de los aislados tuvieron color blanco-crema, ademas se
observaron colonias con pigmentacion rosado, naranjo y blanco-amarillo. La opacidad fue
iridiscente en la mayoria de las muestras. Los aislados presentaron elevacion, con aspecto
brillante y mucoides (Véase en Apéndice Tabla 4). Los aislados bacterianos desarrollados
en King B tuvieron forma redonda, tamafio entre < 1 mm hasta 2 mm, pigmentacion color
crema, opacidad transparente, con elevacion, de una superficie brillante y de consistencia

mucoide (Véase en Apéndice Tabla 5).

3.3.2. Pruebas biologicas

Todas las muestras analizadas resultaron negativas a la prueba de Levano (Véase Tabla
2). Si bien, algunas muestras exhibieron forma cupoliforme, no presentaban pigmentacion

blanca ni consistencia mucoide.

Tabla 2. Pruebas bioldgicas desarrolladas para la caracterizacion de bacterias
fitopatdgenas.
Codigo Levano Fluorescencia HR tabaco
suspension (NSA) (King B)
bacteriana
Control (+) + + +

OLIFC-01A - - -
OLIFC-01B - - -
OLIFC-01C - - -
OLIFC-01D - - -
OLIFC-01E - - -
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OLIFC-06 - - -
OLIFC-08A - - -
OLIFC-08B - - -
OLIFC-09A - - -
OLIFC-09B - - -

OLIFC-13 - - -

OLIFC-14 - - -

OLIFC-15 - - -
OLIFC-17A - - -
OLIFC-17B - - -

OLIFC-18 - - -

Tras 24, 48 y 72 horas de crecimiento a 26+1 °C en King B, todos los aislados bacterianos
resultaron negativos a la prueba de fluorescencia (Véase Tabla 2 y Figura 6). Luego de
24, 48 y 72 horas posterior a la inoculacion, todos los aislados tuvieron una respuesta de

hipersensibilidad en tabaco negativa (Véase Tabla 2 y Figura 7).
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el &)

Figura 6. Prucba de fluorescencia en aislados bacterianos representativos. a) y ) se observa el control
positivo (Pss cepa 1111-6B1), tras 24 y 48 horas de crecimiento a 26+1 °C, respectivamente. En b), ¢) y d)
se observan aislados representativos que resultaron negativos a la prueba de fluorescencia tras 24 horas de
crecimiento a 26+1 °C. En f), g) y h) se observan aislados representativos que resultaron negativos a la
prueba de fluorescencia tras 48 horas de crecimiento a 26+1 °C.

e) E ) g) 2 h)
Figura 7. Prueba de hipersensibilidad en tabaco de aislados bacterianos representativos. a), b), ¢) y d) se
evidencia la reaccion tras 24 horas. e), f), g) y h) se evidencia la reaccion tras 48 horas. En a) y e) se observa
el control negativo (dH20) y el control positivo (Pss cepa 1111-6B1). En b), ¢), d), f), g) y h) se observan
algunos ejemplos de las muestras que resultaron negativas a la prueba de hipersensibilidad en tabaco.

29



4. DISCUSION

En la prospeccion de huertos de olivo de las Provincias de Colchagua y Cardenal Caro en
la Region de O’Higgins, se evidencid sintomatologia atribuible a virus en 9 de los 10
huertos prospectados, particularmente se observaron hojas filiformes, hojas en hoz y
amarillez en el follaje. Luego, tras la secuenciacion masiva de alto rendimiento de las
muestras sintomaticas provenientes de la Provincia Cardenal Caro: OLIFC-04 Y OLIFC-
06, ambas resultaron positivas al virus, en ellas se determiné la presencia de Olive leaf
yellowing—associated virus (OLYaV); este hallazgo se condice con lo descrito por
Rwahnih y colaboradores en el afio 2011, donde detectan OLYaV en muestras originarias
de Chile, correspondientes a olivo var. Azapa, mas en este estudio no detallan la region
geografica del pais donde fue obtenido el material vegetal. De la misma forma, la
deteccion de OLYaV es coherente con la investigacion realizada por Corrado y
colaboradores (2016), donde senala la distribucion de OLYaV alrededor del mundo,
incluyendo a Chile; no obstante, el lugar de Chile donde se reporta no se incluye, por lo
tanto, esta investigacion permite determinar un punto geografico de deteccion de OLYaV
en el pais. Frente a esta situacion, se ha generado una georreferenciacion gendémica de los
fitopatogenos presentes en los olivares de la region, lo que en un futuro permitird generar
mapas epidemioldgicos que asocien la deteccion de la enfermedad, ubicar brotes,

comprender la distribucion de los fitopatogenos, entre otros posibles estudios.

Con respecto a la epidemiologia de OLYaV, se disemina a través de material de
propagacion infectado (Corrado et al., 2016). Anadlogamente, se ha demostrado la
presencia del virus en Euphyllura olivina y en algunos Pseudocdcidos, ambos potenciales
insectos vectores (Sabanadzovic et al., 1999; Faggioli et al., 2005; Afechtal & Mounir,
2020; Ruiz-Garcia et al., 2020; Caruso et al., 2023). Por lo tanto, su transmision se podria
atribuir al uso de material vegetal infectado, mas aun por el origen de las muestras, debido
a que ambas muestras analizadas provienen de huertos donde las plantas fueron obtenidas
desde viveros que no se encuentran en la “Nomina de Viveros Inscritos” en el SAG (Véase

en Apéndice Tabla 3).
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Es esencial prevenir el impacto que podrian ocasionar los virus en los olivares del pais.
Un estudio revela que OLYaV afecta la calidad del aceite de oliva ya que aumenta de
forma significativa el indice K232, reflejando una oxidacion del aceite (Fontana et al.,
2019). De igual forma, existen otros virus que afectan al olivar, estos han demostrado ser
riesgosos debido al impacto econdmico que ocasionan, por ejemplo, se ha demostrado que
CLRYV genera un menor rendimiento del aceite en olivares var. Frantoio (Godena et al.,
2012). En otro estudio, realizado por Erilmez y Erkan (2014) revela que SLRV ocasiona
una disminucién en el rendimiento, peso y volumen de la oliva. Considerando las
limitaciones que presenta esta investigacion en la cantidad de muestras analizadas, es
crucial prospectar una mayor cantidad de huertos en diferentes comunas de la region, a
fin de que se pueda evidenciar el alcance epidemiologico de este y otros virus del olivo,
para asi establecer medidas efectivas en la mitagacion del impacto que causan estos
fitopatogenos en la olivicultura. Asi mismo, se sugiere realizar estudios para esclarecer el
efecto de este grupo de patdgenos sobre el rendimiento de los olivares y la calidad del

aceite de oliva en la region.

Es importante sefialar, que prospecciones realizadas en otras zonas olivicolas alrededor
del mundo, indican que OLYaV se detecta mas a menudo en plantas asintomaticas. Si
bien, las detecciones en esta investigacion fueron a través de material vegetal sintomatico,
es relevante considerar esta informacion para estudios futuros sobre la distribucion de

OLYaV en Chile (Corrado et al., 2016).

Ademas de la deteccion de OLYaV, se encontrd material gendmico de Citrus exocortis
viroid (CEVd) en una de las muestras evaluadas, especificamente en la muestra OLIFC-
06, este resultado concuerda con investigaciones anteriormente realizadas en Chile.
Herrera y Madariaga (1999) determinaron la presencia de un organismo tipo viroide en
huertos de olivo de la zona Norte del pais, los cuales presentaban hojas en hoz. Afios mas
tarde, la informacion se condice con el estudio realizado por Chavéz (2001), donde se

sefiala la investigacion del Dr. Luis Salazar, donde se reporta un agente patdgeno similar
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a un viroide en plantas sintomaticas y asintomaticas. No obstante, a la fecha, la deteccion

de un viroide en olivo no ha sido reportada (Kaponi et al., 2024).

Esta investigacion determiné la existencia de material gendmico cercano a CEVd en la
muestra OLIFC-06, mas no se consider6 como una deteccidon positiva debido a que
presentd 37% de integridad del genoma y el criterio de corte que se considera como umbral
minimo de deteccion corresponde a un 40%. Esto se puede atribuir a la alta variabilidad
genética de CEVd (Gandia et al., 2000; Gandia et al., 2005), asi como también a los
cambios en las secuencias que pueden ser ocasionados por el tipo de hospedero (Bernad
et al., 2005). La determinacién de material genomico cercano a CEVd indica una alta
probabilidad de detectar en el futuro CEVd en olivo, afiadiendo asi, un nuevo hospedante
para este viroide, por lo que es necesario continuar con prospecciones y deteccion de

viroides en olivares del pais.

Si bien, la deteccion de CEVd fue parcial, hay que consignar que su transmision hacia
otras especies vegetales presenta un gran riesgo. Su diseminacion se produce a través de
material vegetal de propagacion y herramientas de poda contaminadas (Barbosa et al.,
2005a; Barbosa et al., 2005b). El impacto que ocasiona se refleja principalmente en
citricos, siendo este grupo de arboles frutales el mas propenso a la ocurrencia de
descamacion de la corteza, lesiones en el sistema radicular, disminucion de la
fructificacion y rendimiento. No obstante, también se ha detectado en plantas

ornamentales, hortalizas y oleaginosas (Belabess et al., 2021; Hadidi et al., 2024).

En cuanto a las bacterias aisladas, estas no presentaron caracteristicas biologicas
atribuibles a Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, del mismo modo, no se
determinaron otras bacterias fitopatogenas en los huertos de las Provincias Cardenal Caro
y Colchagua. Este resultado se puede asociar a la distribucion de la bacteria en el pais,
pues se ha determinado en un area geografica delimitada, en la comuna de Pencahue,

Region del Maule. Asi también, este resultado refleja que el estatus fitosanitario de Plaga
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Cuarentenaria Ausente y las medidas sanitarias establecidas por el SAG han evitado la
diseminacion de este patégeno en los huertos prospectados (SAG, 2020a; Murillo &
Torres, 2024; Carrasco et al., 2024; SAG, 2025). Importante considerar, el riesgo de
diseminacion de Psv en la Region de O’Higgins, la cual se puede propagar mediante la
produccion de exudados, a través de riego, lluvia, viento, herramientas de poda, suelo
infectado, maquinaria agricola con restos vegetales o por material de propagacion
contaminado. Este tltimo corresponde a la via principal de la bacteria para la diseminacion
a largas distancias (Gardan et al., 1992; Young, 2004; Trapero & Blanco, 2008; SAG,
2020a; Tatulli et al., 2025).

La diseminacion y transmision de la bacteria puede suceder en un amplio rango de
temperaturas, las cuales pueden ir desde 4 - 38 °C (Trapero & Blanco, 2008). No obstante,
un estudio reciente sefiala el mes de septiembre como el mes dptimo para su propagacion
en la region, por lo tanto, realizar prospecciones en ese momento se torna crucial para

evitar el impacto que esta bacteria podria causar (Vasquez et al., 2024).

Adicionalmente a las prospecciones, se estima conveniente estudiar las interacciones de
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi con bacterias no patogenicas del olivo, tales
como Erwinia oleae, Erwinia toletana 'y Pantoea agglomerans, esto por la evidencia sobre
la severidad de la sintomatologia frente a las coinfecciones, en particular por la generacion
de tumores més grandes y mejor colonizacion bacteriana (Hosni ef al., 2011; Buonaurio

et al., 2015; Scortichini et al., 2023).

Para finalizar, se sugieren estudios, donde se revele la diversidad de hongos de la madera
y hongos foliares en olivares, debido a que en la prospeccion, en 9 de 10 huertos se observé
sintomatologia atribuible a hongos de la madera y en 4 de 10 huertos se evidencio
sintomatologia atribuible a hongos foliares. A su vez, se propone evaluar la interaccion de
hongos de la madera y hongos foliares con otros fitopatégenos, debido a que en diversos

estudios se han evidenciado interacciones sinérgicas que se desencadenan durante las
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coinfecciones, lo que podria tener implicancias sobre el manejo de las enfermedades

(Lamichhane & Venturi, 2015; Abdullah ef al., 2017; Scortichini et al., 2023).
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5. CONCLUSION

La investigacion “Deteccion de virus y bacterias en huertos de olivo (Olea europaea L.)
en las Provincias de Cardenal Caro y Colchagua, Region de O’Higgins, Chile” permitio
aceptar la hipotesis 1: “Se identifican virus fitopatdgenos mediante secuenciacion masiva
de alto rendimiento desde muestras sintomaticas provenientes de huertos comerciales de
olivo de la Provincia Cardenal Caro”, se identific6 OLYaV desde dos muestras
sintomadticas, en la comuna de Marchigiie, Provincia de Cardenal Caro. Ademas de la
deteccion de OLYaV, se detectd material genomico cercano a CEVd, lo que refleja la
efectividad de la utilizacion de secuenciacion masiva y Viroscope™ como herramientas

para la deteccion de virus y viroides en olivo.

Se determind que las bacterias aisladas no presentaron caracteristicas bioldgicas
atribuibles a Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi; asimismo, no se determinaron otras
bacterias fitopatdgenas. Por lo tanto la hipotesis 2: “Las bacterias aisladas desde huertos
de olivo de las Provincias Cardenal Caro y Colchagua presentan caracteristicas bioldgicas

atribuibles a Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi” se rechaza.

En la prospeccion de huertos se evidencio una alta influencia de hongos fitopatdégenos,
particularmente se observd sintomatologia atribuible a hongos de la madera y hongos
foliares en los olivares de la region, frente a esto se enfatiza sobre la importancia de

continuar con prospecciones y estudios que permitan identificar el microbioma del olivo.

Esta investigacion permitio un diagndstico molecular de virus en solo dos muestras de la
comuna de Marchigiie. En cuanto a bacterias, se caracterizaron solo 16 aislados de cinco
comunas de la region, por lo tanto, continuar con prospecciones y muestreos es crucial
para identificar y comprender las interacciones de los fitopatdgenos que afectan al cultivo

del olivo. El proyecto FIC “Estrategia fitosanitaria para la produccion sostenible de
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olivares en la region de O’Higgins” continuard con esta labor, lo que permitird la

generacion de estrategias de control integrado mas efectivas.
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6. APENDICES

Tabla 3. Detalle de muestras provenientes de huertos olivicolas de la Region de

O’Higgins.

Cédigo Huerto Variedades Densidad de Vivero Sintomatologia
muestras plantacion certificado atribuible
OLIFC-01 Huerto 1 Sevillana 5x4m NO VIRUS
OLIFC-02 Huerto 1 Sevillana 5x4m NO VIRUS
OLIFC-03 Huerto 1 Sevillana 5x4m NO HONGO MADERA
OLIFC-04 Huerto 2 Sevillana 6x4m NO VIRUS
OLIFC-05 Huerto 3 Sevillana 3x3m si HONGO MADERA
OLIFC-06 Huerto 3 Sevillana 3x3m si VIRUS
OLIFC-07 Huerto 4 Manzanilla 4x6m NO HONGO MADERA
OLIFC-08 Huerto 4 Manzanilla 4x6m NO VIRUS
OLIFC-09 Huerto 2 Sevillana 6x4m NO VIRUS

OLIFC-10.1 Huerto 5 Desconocida 4x5m NO HONGO MADERA
OLIFC-10.2 Huerto 5 Desconocida 4x5m NO HONGO FOLIAR
OLIFC-11 Huerto 5 Desconocida 4x5m NO VIRUS
OLIFC-12.1 Huerto 6 Sevillana 3,5x5m NO HONGO MADERA
OLIFC-12.2 Huerto 6 Sevillana 3,5x5m NO HONGO FOLIAR
OLIFC-13 Huerto 6 Sevillana 35x5m NO VIRUS
OLIFC-14 Huerto 7 Arbequina Im si HONGO MADERA
OLIFC-15 Huerto 8 Desconocida Desconocida si VIRUS
OLIFC-16.1 Huerto 8 Desconocida Desconocida si HONGO FOLIAR
OLIFC-16.2 Huerto 8 Desconocida Desconocida si HONGO MADERA
OLIFC-17 Huerto 9 Arbequina 1,5x3,5m si VIRUS
OLIFC-18 Huerto 9 Arbequina 1,5x3,5m Si HONGO MADERA
OLIFC-19.1 Huerto 10 Sevillana 4x3m si HONGO MADERA
OLIFC-19.2 Huerto 10 Sevillana 4x3m si HONGO FOLIAR
OLIFC-20 Huerto 10 Sevillana 4x3m si VIRUS
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Tabla 4. Caracterizacion morfologica de bacterias aisladas desde olivo en medio de
cultivo NSA, tras 96 horas de crecimiento.

Bacterias Forma  Tamaio  Pigmentacién Opacidad Elevacion Superficie Consistencia

OLIFC-01A C+HI 1 a2mm CR TL NO Brillante M
OLIFC-01B - - CR TL NO Brillante M
OLIFC-01C C ~4 mm B I si Brillante v
OLIFC-01D C+HI 1 a2mm CR TL NO Brillante M
OLIFC-01E C+HI 1 a2mm CR TL NO Brillante M
OLIFC-06 - - CR I si Brillante \%
OLIFC-08A C <1 mm CR I si Brillante v
OLIFC-08B C <1 mm CR I si Brillante v
OLIFC-09A C ~3 mm CR TP NO Suave M
OLIFC-09B C+HI ~3 mm CR I si Brillante v
OLIFC-13 R l a2 mm B o NO Suave S
OLIFC-14 - - CR TP NO Suave M
OLIFC-15 C <1 mm CR I Si Brillante \Y
OLIFC-17A C <1 mm RP TL NO Brillante M
OLIFC-17B C+I l a2 mm N o si Suave A%
OLIFC-18 - - B-A I si Suave M

@

Abreviaciones: “C” = colonias con forma redonda/circular; “C+I” = colonias circulares e irregulares; = no hay
colonias aisladas; “R” = colonias con forma rizoide; “CR” = color crema; “B” = color blanco; “RP” = color rosa palido;
“N” = color naranjo; “B-A” = color blanco-amarillo; “TP” = transparente; “TL” = translucida; “I”” = iridiscente; “O” =
opaca; “M” = mucoide; “V” = viscoso; “S” = seco.
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Tabla 5. Caracterizacion morfologica de bacterias aisladas desde olivo en medio de
cultivo King B, tras 96 horas de crecimiento.

Bacterias Forma Tamafio Pigmentacion Opacidad Elevacion Superficie  Consistencia

OLIFC-01A C ~4 mm CR TP NO Brillante M
OLIFC-01B C ~3 mm CR I NO Brillante \Y%
OLIFC-01C C ~2 mm B 1 Si Brillante \Y
OLIFC-01D C ~ 1 mm CR TP NO Brillante M
OLIFC-01E C ~ 1,5 mm CR TP S Brillante M
OLIFC-06 C <1 mm RP 1 Si Brillante \Y
OLIFC-08A C <1mm CR I S Brillante \Y%
OLIFC-08B C <1 mm CR O NO Suave M
OLIFC-09A C ~ 1 mm CR TP NO Seca M
OLIFC-09B C <1 mm Be I Si Suave \Y%
OLIFC-13 R ~3 mm RN 0 Si Suave S
OLIFC-14 C ~3 mm CR TP S Brillante M
OLIFC-15 C <1 mm Be (0] NO Suave S
OLIFC-17A C <1 mm Ro TL Si Brillante M
OLIFC-17B C <1 mm N TP Si Suave \Y%
OLIFC-18 C 1a3mm CR TP NO Seca M

Abreviaciones: “C” = colonias con forma redonda/circular; “R” = colonias con forma rizoide; “CR” = color crema; “B”
= color blanco; “RP” = color rosa palido; “N” = color naranjo; “Be” = color beige; “RN” = rosa — anaranjado; “Ro” =
color rosado; “TP” = transparente; “TL” = transltcida; “I” = iridiscente; “O” = opaca; “M” = mucoide; “V” = viscoso;
“S” = seco.
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