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Observaciones del «Repilo del olivo» (Spilocaea oleaginae Hugh.—
Cycloconium oleaginum Cast.) al microscopio electronico de

barrido

F. A. AntON, E. LaBorpa y C. ALONsO

Se presentan diversas observaciones realizadas al microscopio electrénico de barrido
(«Scanning») del patdgeno de las hojas del olivo, el «Repilo» (Spilocaea oleaginae
Hugh. = Cycloconium oleaginum Cast.) en lo referente a su morfologia, al proceso de
infeccién causado por el patégeno en su ataque foliar y a las alteraciones causadas a
las formas reproductoras por el fungicida preventivo Captan.
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INTRODUCCION

Desde hace bastante tiempo se han
venido utilizando diversas técnicas de micros-
copia tanto Optica como electrénica para la
observacion, el estudio morfoldgico y de las
caracteristicas diversas de los procesos infec-
tivos, localizacién y ataques de los patoge-
nos foliares, especialmente en el caso de
hongos, a los 6rganos vegetales atacados por
ellos. Pero los estudios de microscopia elec-
tronica de barrido, mds modernos, proveen
en determinados aspectos de una mayor
informacién como en lo referente a la mor-
fologia de las formas reproductoras, esporas
o conidios, y a la localizacién y procesos
infectivos causados por los patogenos fungi-
cos a los oOrganos vegetales (MARTINEZ et
al, 1982; PauL y Branpes, 1983; HoONEG-
GER, 1985).

El «Repilo del Olivo» es un hongo patd-

geno que ataca en todas las regiones oliva-
reras del mundo donde se da este cultivo y
més especialmente en el area mediterrinea
y en nuestro pais, considerdndose endémico
en las provincias de Jaén, Cordoba y Sevi-

lla. Las pérdidas causadas a la produccién
olivarera por este hongo son bastante
importantes (GRANITI y LAvioLa, 1981; Dk
Benito, 1984; AnTON, 1988) y por ello es
muy importante la realizacion de tratamien-
tos fitosanitarios para contener la enferme-
dad a unos niveles aceptables que no cau-
sen excesiva reduccion en las cosechas. Para
realizar esto adecuadamente es preciso tener
un buen conocimiento de todos y cada uno
de los aspectos referentes a la biologia,
hibitat y requerimientos especificos del
patogeno.

Uno de los aspectos mds importantes de
la biologia del patogeno es su exacta locali-
zacién en los tejidos foliares (GRANITI y
Laviora, 1981; AnTON, 1988). Se han reali-
zado desde hace afios varios estudios con
técnicas de microscopia Optica sobre la mor-
fologia del patdgeno y la situacién del mice-
lio en el interior de las hojas de olivo ata-
cadas (MILLER, 1949; TENERINI y LOPRIENO,
1960; Grantmi, 1962); estudios histol6gicos
con tinciones superficiales de micelio (LOPRIE-
No y TeNERINI, 1959; ANTON, 1988) y de los
conidios del patégeno (MILLER, 1949; Gra-
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Nt 1962; Granimt y Laviora, 1981), asi
como también de Scanning de formas
reproductoras del patogeno relacionado Spi-
locaea pomi, que causa la «Rofia del man-
zano», tratadas con el fungicida Benomyl
(CorrerT y Ross, 1979).

En lo respectivo a la observacion del
«Repilo» por microscopia electronica de
Scanning, no hay nada anterior realizado.
El uso de esta microscopia para el campo
concreto de investigaciones fitopatologicas y
referentes a la protecciéon vegetal es de gran
interés porque permite estudiar caracteres
finamente de las peculiaridades morfologicas
de los patdgenos, asi como de su compor-
tamiento en las distintas fases del ciclo vital
(GreenHaLGH y Evans, 1974; HoLLoway y
Baker, 1974). Otra aplicacion en este
mismo campo seria el estudio de las super-
ficies cuticulares de los Organos vegetales
atacados por los patogenos examinando el
efecto sobre ambos de los plaguicidas utili-
zados para el control de las enfermedades
(CorLerT y Ross, 1979; Eveling y Calt,
1983).

Con este trabajo pretendemos contribuir
al mejor conocimiento del ciclo bioldgico
del patogeno de las hojas del olivo (Spilo-
caea oleaginae Hugh. = Cycloconium olea-
ginum Cast.) y de la exacta situacion mice-
lial en el interior de las hojas atacadas, el
proceso de penetracion del promicelio fin-
gico, y la observacion de como afecta el
fungicida preventivo de la enfermedad, Cap-
tan, a las formas reproductoras del hongo
patogeno, todo ello con el fin de obtener
nuevos datos para proporcionar las medidas
adecuadas de lucha contra la enfermedad
basadas en un buen conocimiento de tales
aspectos de la biologia del patogeno.

MATERIAL Y METODOS

Se recogieron hojas sanas e infectadas de
Repilo en la finca experimental del CSIC,
término municipal de Santa Olalla, provin-
cia de Toledo en distintas épocas del afio,
desde julio de 1983 hasta febrero de 1984.
Se mantuvieron almacenadas en nevera a
4°C en bolsas de papel o plastico hasta que
fueron utilizadas en los experimentos.

Para la obtencion de conidios o la espo-

rulaciéon de las manchas aparecidas en el
haz foliar de las hojas de olivo infectadas se
pusieron en cdmara himeda (placa Petri
con papel de filtro humedecido y con una
ldimina de agua destilada esterilizada en el
autoclave a 110°C) durante el tiempo nece-
sario para una abundante esporulacion (2-3
dias, por término medio) antes del proce-
samiento previo de las mismas para su
observacion al Scanning. También se corta-
ron secciones cuadradas menores a 0,5
centimetros con la mancha tipica de espo-
rulacion o infeccion en diferentes estadios
del ciclo vital fingico, o sin ella.

El material a observar se dividi6 en 4

apartados diferentes:

a) Hojas de olivo en superficie con la
cuticula intacta.

b) Hojas de olivo tratadas con NaOH
al 4% en diferentes estadios del ciclo
vital fingico (método de diagnostico
precoz de la infeccion: LABORDA,
1964).

¢) Hojas de olivo con la cuticula separa-

d) OI;servacién de secciones de hojas de
olivo.
e) Hojas de olivo tratadas con fungicida.

Hojas de olivo en superficie con la
cuticula intacta

Hojas sanas e infectadas, con mancha de
esporulacion fingica visible (estadio E del
ciclo fungico) o sin ella, tratadas o no con
NaOH al 4%.

Hojas de olivo tratadas con NaOH
al 4% en diferentes estadios del
ciclo vital fungico

Con el método de diagnostico precoz de
la enfermedad (LaBorpa, 1964), se clasifica-
ron diferentes tamafios de manchas foliares
aparecidas en el haz foliar con la escala de
GamBoai (1958), readaptada por nosotros
(ANTON, 1988) y se prepararon para su
observacion al Scanning.

Hojas de olivo con la cuticula separada

Se utilizd6 un método de disolucion de la
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cuticula foliar empleado en el caso del
patdgeno Venturia inaequalis en la «Rofia»
de hojas y frutos del manzano (PREECE,
1962; ANTON, 1988), para disolver la cuti-
cula foliar de las hojas de olivo sanas e
infectadas de Repilo y tratadas o no con
NaOH al 4%.

Secciones de hojas de olivo

Secciones de 5-10 u de espesor fueron
realizadas con un microtomo de congelacion
REICHTER, en hojas sanas e infectadas de
olivo con y sin mancha esporulante.

Hojas de olivo tratadas con fungicida

Se prepararon trozos de hojas de olivo
infectadas en distintos estadios tras el diag-
nostico foliar, tratadas mediante la aplica-
cion en el campo de CAPTAN (Orthocide
50%) para ver el efecto de este fungicida
sobre las estructuras reproductoras fiingicas.

PROCESAMIENTO DE LAS
HOJAS PARA LA OBSERVACION
AL SCANNING

Algunos trozos de hoja de olivo y los
cortes efectuados por congelaciéon se intro-
dujeron en cépsulas de Beem (MARTINEZ ¥
RaMirez, 1981; MARTINEZ et al., 1982) y se
fijaron en solucién acuosa de Glutaralde-
hido al 6% durante 6 horas, al menos. Las
muestras s¢ lavaron luego varias veces en
agua destilada para eliminar los restos del
fijador. Se utilizd también una solucion
acuosa de cloruro de mercurio al 5% para
endurecer las muestras en los casos en que
se considerd necesario, como por ejemplo,
en las secciones de olivo.

Se realizd luego la deshidratacion de las
muestras con Methyl-Cellosolve mediante
tres lavados segin la técnica de SAMSON y
StaLpers (1978). Se continud deshidratando
las muestras con la realizacion del punto
critico de CO2, en un aparato de vacio
AuTosanNDRI, manteniendo 10 minutos la
muestra como tiempo de purga, en tales
condiciones. Este método de deshidratacion
es mds aconsejable para este tipo de mues-

tras que la congelacion empleada en la pre-
servacion del material fingico en plantas
(Parsons et al, 1974). Ademds pueden
darse variaciones de la morfologia hifal de
los hongos utilizando procedimientos de
congelacion y descongelacion de las mues-
tras (Morris et al., 1988).

La observacion de las muestras al micros-
copio electronico de barrido o Scanning se
realiz tras la metalizacion de las mismas
con oro-paladio como capa de recubri-
miento, en un evaporador de vacio modelo
Jee-4B, durante 2 horas hasta que la capa
de recubrimiento metdlico era suficiente
para la buena observacioén al microscopio.

Se ensayaron diversos adhesivos para
adherir la muestra al portamuestras con el
fin de conocer cual de ellos daba mejor
resultado en la observacion al Scanning.
Usualmente se emplea un pegamento en
base a plata metdlica, pero ademads se utili-
zaron también: una cinta doblemente adhe-
siva de aluminio, cobre, papel celofan
diluido en acetona o bien este mismo calen-
tado en estufa a 150°C durante 2 horas, y
albimina de huevo.

Finalmente, la observacion de la muestra
se realizo en un microscopio electronico de
barrido (Scanning) mod. Jeol Jsm-50A,
con un voltaje de aceleracion de 20 kilova-
tios.

RESULTADOS

A continuaciéon se muestra una serie de
fotografias obtenidas al microscopio electro-
nico de barrido (Scanning), donde aparecen
las hojas de olivo sometidas a diferentes
tipos de tratamiento, mostrando asimismo
las diferentes fases del ciclo vital fiingico en
el huésped atacado.

Hojas de olivo en superficie con la
cuticula intacta

En este caso, la microscopia electronica
de Scanning permite la visualizacion deta-
llada de las distintas fases vitales del ciclo
fingico en la hoja de olivo, a partir del
estadio «C», cuando surgen los primeros
conidioforos en el exterior de la cuticula
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Fig. 1.—Observaciones sobre hojas de olivo en superficie con la cuticula intacta: a) Se muestra la superficie foliar de
una hoja de olivo infectada en el estadio «C», con la presencia en el exterior de los conidi6foros globosos y redon-
deados tipicos del patégeno. Asimismo se pueden observar los pelos epidérmicos peltados de origen cuticular caracte-
risticos de 1a hoja de olivo (450 aumentos). b) Superficie foliar de una hoja de olivo atacada en el estadio «E», de
esporulacién completa, donde se aprecian los conidios en abundancia. (300 aumentos). ¢) Aspecto detallado de los
conidios de Spifocaea ofeaginae Hugh, emergiendo de respectivos conidiéforos que muestra, a su vez, tres annelides o
collaretes que demuestran la anterior salida a su través de otros conidios. (2.600 aumentos). d) Conidio de «Repilo»
emitiendo un largo tuvo de germinacién. Aun no se han formado los apresorios ni ha penetrado el tubo en el interior
foliar (4.000 aumentos). €) Conidiéforo del hongo patogeno del olivo dando salida a dos conidios en diferente
tiempo de formacion y por diferentes puntos (3.000 aumentos). f) Corresponde a un estadio «D» de infeccion fiingica
en la hoja de olivo atacada donde se aprecia una esporulacion inicial pero predominando atin los coniditforos sobre
1a zona lesionada (300 aumentos).

infectada y hasta la esporulacién, estadio ciclo no pueden observarse al scanning al
«E», donde hay conidios en la zona infec- estar ain el patogeno en forma micélica y
tada (Fig. 1). Los anteriores estadios del extendiendo sus hifas, tras la penetracion y
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desarrollo vegetativo (estadios «A» y «B»)
por ser subcuticular la situacion del pato-
geno, en el interior de las hojas atacadas.

Hojas de olivo tratadas con NaOH
al 4% en distintos estadios

En las hojas de olivo tratadas previa-
mente con sosa al 4% (método de diagnos-
tico precoz de la enfermedad) se pueden
observar igualmente que en las no tratadas
los estadios fingicos externos, a partir del
«C» y no antes por lo ya dicho sobre la
disposicion interna del hongo en las dos
primeras fases de su ciclo vital.

Hojas de olivo sin cuticula

En estas hojas tratadas previamente para
la separacién de la cuticula y la observacion
del micelo fingico internamente situado, las
muestras no han dado resultado muy acep-
tables, si bien, en las fotos que se muestran
a continuacién se pueden observar clara-
mente casos de marafias fingicas bastante
laxas, entrelazamientos y bifurcaciones de
hifas, formacion de mamelones o pequeiias
ampollas en determinadas hifas, etc. (Fig. 3).

Secciones de hojas de olivo

En este caso, se muestran otras fotos que

Fig. 2.~ Hoja de olivo sana con gran cantidad de
pelos epidérmicos peltados de orngen cuticular (400
aumentos).

dan un aspecto general de una hoja sana y
otra infectada (Fig. 4).

Hojas de olivo tratadas con fungicida

Se muestran en las siguientes fotografias
los efectos del tratamiento con Captan sobre
las formas reproductoras del patogeno, apre-
cidndose notables alteraciones y deforma-
ciones evidentes en los conidiéforos y coni-
dios, y grietas en la superficie foliar de la
hoja infectada tratada fitosanitariamente asi
como huecos en la misma causados por la
salida de las formas reproductoras del
hongo al exterior desde el interior de la
cuticula atacada.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El hongo Spilocaea oleaginae Hugh.
(=Cycloconium oleaginum Cast), ataca al
olivo, manifestindose principalmente en el
haz foliar. Un conidio que llega a la cuti-
cula de la hoja sana, la atraviesa enzimati-
camente o por fuerzas mecdnicas (ANTON,
1988), emitiendo un tubo germinativo que
puede extenderse bastante antes de perforar
la cuticula foliar externa en forma de muy
finas hifas similares a haustorios, como ocu-
rre en otros patdgenos vegetales relaciona-
dos (Saap y Masri, 1978), si bien no han
sido observados en nuestro trabajo ni en
otro alguno anterior, o tambien puede darse
un modelo de germinacion «in situ» sobre
la misma hoja de olivo, a partir de un
mismo conidio esporulado recientemente en
una zona foliar ya infectada (SaLErRNO,
1958), a diferencia de lo porpuesto para la
germinaci6n conidial y penetracion del tubo
germinativo por otros autores (GAMBOGI,
1958; Avrvarapo y De Bewnrro, 1975; DE
BeniTo, 1984).

Una vez penetrado el tubo germinativo,
el promicelio fingico se sitda en el interior
cuticular (Estadio «A» de la enfermedad),
en la capa cuticular basal externa, por
encima de la linea de celulas epidérmicas
(MILLER, 1949; GraniTI et al, 1962; TENE-
RNt ¥ LoPrieno, 1960; GRranimt y Laviora,
1981). Se considera un patdgeno subcuticu-
lar, al menos en una primera fase de su
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Fig. 3.—Observaciones sobre hojas de olivo sin cuticula: a) Marafia hifal del patdgeno en hoja de olivo sin cuticula

externa (2.000 aumentos). b) Hifa de Spilocaea oleaginae Hugh. mostrando un pequeiio saliente 0 mamelén formador

de una bifurcacién hifal o de una forma conidi6fora (5.000 aumentos). ¢) Marafia hifal del hongo o conjunto mecelial

en hoja de olivo infectada con la cuticula degradada (500 aumentos). d) Hifa de Spiocaea oleaginae Hugh., dando
lugar a conidiéforos y conidios que salen de los mismos (7.000 aumentos).

Fig. 4.—Observaciones sobre secciones de hojas de olivo: a) Seccién foliar de hoja de olivo sana (200 aumentos). b)
Seccion foliar de hoja de olivo infectada por el patdgeno (2.000 aumentos).

ataque a la hoja de olivo. Tal localizacion vive protegido del ambiente externo (Gra-
foliar es similar a la de otros patogenos nimt, 1962; Granimt et al, 1962) y perma-
relacionados. Alli, el micelo fingico sobre- nece en fase latente hasta que no se dan
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Fig. 5.—Observaciones sobre hojas de olivo tratadas con fungicida: a) Conidioforos sobre la superficie foliar de la
hoja atacada (Estadio «C»), afectados por el tratamiento con Captan. También s¢ observan grietas en la superficic
cuticular (400 aumentos). b) Conidiéforo de Sprlocaea oleaginae Hugh., alterado wisiblemente por el tratamiento con
Captan. Se ve también que la superficic foliar queda asimismo con pequeiias grictas (3.000 aumentos). ¢) Conididforo
de «Repilo» con dos conidios partiendo del mismo, alterados por el tratamiento fitosanitario realizado en campo con
Captan. Se hunden, abollan y se rompen, al contacto con el fungicida preventivo depositado sobre la cuticuta {(3.000
aumentos). d) Huecos que aparecen sobre la superficie foliar de la hoja de olivo atacada, como consccuencia de la
destruccion de los conididforos y conidios del patdgeno por el fungicida Captan. Asimismo, se obscrvan grietas cuticu-
lares en la anterior zona donde estaba situado un pelo epidérmico foliar (700 aumentos).

condiciones medicambientales adecuadas para
su desarrollo (Estadio «B»), alimentindose
del interior foliar que le surte tanto en
nutrientes como en humedad (Petri, 1913;
Gamsoal, 1958; Granmt y Laviora, 1981;
De Bemito, 1984). Cuando las condiciones
climatoldgicas externas son apropiadas (tem-
peratura media superior a los 122 C y
abundante humedad relativa en el ambiente)
se inicia su emision hifal y aparecen en el
exterior de la cuticula los primeros conidié-
foros (Estadio «C») y, mis tarde, los prime-
ros conidios (Estadio «D») y la esporula-
cion completa finalmente (Estadio «E»),
cuando la mancha de infeccion se hace
visible al exterior a simple vista, dispersdn-

dose los conidios si prosiguen las condicio-
nes medioambientales adecuadas para ello.
Posteriormente, la lesion foliar puede avan-
zar al interior o mesofilo de la hoja de
olivo traspasando la barrera subcuticular
donde estd el micelo del patogeno y lle-
gando a alcanzar ¢l parenquima empalizado,
que va degradando paulatinamente necro-
sando a la hoja atacada, hasta su caida
definitiva de la planta (Granim, 1962; Gra-
NITL ef al, 1962; Sparapano y GRANITI,
1978; AnToN, 1988).

Respecto a la degradacion de la cuticula
foliar en las hojas de olivo infectadas por el
patogeno por el procedimiento de PREECE
(1962), la separacion cuticular se da con
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mayor facilidad en las hojas sanas que en
las infectadas por el patogeno y en las
zonas lesionadas que en las zonas sanas, en
una misma hoja. Ello puede deberse proba-
blemente a la funcién protectora que tiene
la cuticula para el patogeno una vez insta-
lado este en el interior foliar. Cuando el
hongo se halla en pleno desarrollo vegeta-
tivo, se hace mds dificil la separacion cuti-
cular por dicho método.

Con referencia al seccionamiento foliar y
su observacion al microscopio electronico
de barrido (Scanning), las hojas de olivo
sanas e infectadas son practicamente indis-
tinguibles por este procedimiento. Otros
métodos de observacion quizd sean proba-
blemente mas adecuados, como la micros-
copia Optica utilizando diversos procesa-
mientos de tincién con colorantes especificos
de cada estructura de la interaccion «huesped-
patdgeno», como ya se hizo anteriormente
(ANTON, 1988).

Respecto a la morfologia del hongo, el
micelio radial y subcuticular (GraniT, 1962;
ANTON, 1988), estd compuesto por hifas
alargadas que se bifurcan y dan, en algunos
puntos de su extension, pequefios salientes o
mamelones que, al crecer, originardn los
conidi6foros globosos y redondeados de los
que salen los conidios, varios en las épocas
de manifestacién visible de la enfermedad.
Ello lo demuestran claramente los annello-
foros, anelides o collaretes que se observan
en la Fig. 1, c), tipicos del género Spi-
locaea, Fries (PauL y BranDEs, 1983) y tal
y como crefan asimismo también GRANITI y
Laviora (1981). Las estructuras reproducto-

ABSTRACT

ras del patdgeno, poseen una pared lisa en
un principio, que se torna luego rugosa y
aspera. Si el tubo germinativo o promicelo
da lugar a la formacién de apresorios para
facilitar la penetracion en el interior del
huésped, como en otros hongos (GRANITI et
al.,, 1962; SAAD y Masri, 1978), es algo que
atn no se ha podido verificar, ni tampoco
con las observaciones realizadas en este
estudio y queda, por tanto, para posteriores
investigaciones sobre el patogeno de las
hojas del olivo en lo referente a su
morfologia.

El tratamiento con el fungicida Captan,
utilizado normalmente en el tratamiento
preventivo de la enfermedad, aporta una
determinada causticidad contra el patdgeno
invasor, afectando adversamente a las estruc-
turas reproductoras del mismo (coniditforos
y conidios).

Los adhesivos metalicos al portamuestras
del microscopio electronico de barrido, han
demostrado ser mas eficaces que los de otro
tipo que se han ensayado.
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olivo» (Spilocaea oleoginae Hugh. = Cycloconium oleaginum Cast.) al microscopio
electrénico de barrido (scannig). Bol. San. Veg. Plagas, 15 (4): 375-383.

In this paper are reported several observations on the Scanning electronic micros-
cope (S.E.M.) about the pathogen of the leaves of olive trees (Spilocaea oleaginae
Hugh. = Cycloconium oleaginum Cast.) refering their morphology and the infection
process caused by the pathogenic fungi on the foliar attack and the disruptions caused

to the reproductive forma by the preventive fungicide Captan.
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