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Resistencia a los repilos de distintas

variedades de olivo

El CIFA de Cordoba ha seleccionado 27 individuos de los cuales tres son resistentes a Repilo

El repilo, la antracnosis y el emplomado
son tres enfermedades conocidas
comunmente con el término repilos.
Actualmente estos repilos causan en
Espafia mas del 10% de las pérdidas de
la cosecha y un deterioro notable de la
calidad del aceite. Por ello, el estudio de
las distintas variedades de olivo presentes
en el mundo en cuanto a
resistencia/susceptibilidad a estas
enfermedades y la obtencién de nuevas
variedades resistentes sigue siendo un
objetivo prioritario entre los
investigadores en este campo.
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| término genérico repilos hace referen-

cia a tres micosis foliares del olivo que

tienen en coman la defoliacion y dese-

cacion de ramas de los arboles afecta-

dosy los atagues a las aceitunas. Estas
tres enfermedades son el Repilo propiamente
dicho causado por Spilocaea oleagina (=Cyclo-
conium oleaginum), el Emplomado debido a
Pseudocercospora cladosporioides (=Cercospora cladospo-
rioides) y la Antracnosis o Aceituna jabonosa cuyos agentes
causales son dos especies del género Colletotrichum: C. acu-
tatumy C. gloeosporioides (=Gloeosporium olivarum) (figura
1). Aunque la mas coman es el Repilo, los otros patégenos pue-
den producir una merma grave en la cosechay un deterioro no-
table de la calidad del aceite. Se estima que en Espana los tres
patégenos causan unas pérdidas de cosecha superiores al
10% (Andrés, 1991; Trapero y Blanco, 2004).

A pesar de ser enfermedades conocidas y estudiadas des-
de el siglo XIX, todavia existen lagunas en su conocimiento, en-
tre las que destaca la resistencia varietal, herramienta funda-
mental para disenar una buena estrategia de control. Las dife-
rencias de susceptibilidad a los ataques de estos patbgenos
son conocidas desde antafo; sin embargo, los datos recogi-
dos en la bibliografia estan referidos a condiciones de campo,
con la excepcidn de Colletotrichum spp., y presentan numero-

Figura 1. Sintomas de los "Repilos"” del olivo. A) Sintomas de Repilo (Spllocaea oleagr
na) en hojas. B) Sintomas de Repilo en aceituna y pedinculo. C) Sintomas de Emplo-

mado (Pseud: ioldes) en hojas. D) Sintomas de Emplomado en
aceftunas. E) Slntomas de Antracnosls ( Colletotrichum spp.) en aceltunas D) Sintomas
de Antracnosis en ramos.

sas contradicciones. Como ocurre en los patosistemas Man-
zanilla (S. Oleagina), Frantoio (P. Cladosporioides)y Manzanilla
de Jaén (Colletotrichum spp.), en los cuales estas variedades
han sido encuadradas en todas las categorias posibles por su
resistencia. Las discrepancias pueden deberse a una incorrec-
ta identificacion del material vegetal, a diferencias de virulen-
cia entre distintas poblaciones de los patdgenos, a diferencias
de comportamiento de los clones de un cultivar o a condicio-
nes ambientales distintas en las zonas geograficas estudia-
das.

Cabe destacar que el estudio de los tres patosistemas
mencionados no ha sido igualmente desarrollado hasta ahora.
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El nivel de conocimiento sobre el Repilo es superior al de la An-
tracnosis y Emplomado.

D Variabilidad del olivo por su resistencia
a los Repilos

Un primer paso para evaluar los genotipos de olivo por su re-
sistencia a los Repilos fue desarrollar los métodos de inoculacion
con los tres patégenos que permitieran obtener resultados fia-
bles y reproducibles. Esta metodologia ha sido puesta a punto en
el casode S. oleagina (Lopez-Doncel, 2003) y Colletotrichum spp.
{Oliveira, 2003), y no se ha desarrollado todavia en P. Cladospo-
rioides, por lo que la evaluacion de resistencia a este patégeno se
ha realizado en condiciones de infeccién natural (Avila, 2005).

En el otono-invierno de 1997,/1998 la elevada pluviometria y
las temperaturas suaves propiciaron gravisimas epidemias de
Repilo, Emplomado y Antracnosis, lo que permitio evaluar en con-
diciones naturales la coleccion de cultivares del Banco de Ger-
moplasma del Olivo del CIFA Alameda del Obispo de Cordoba. Los
resultados obtenidos demuestran que existe una amplia variabili-
dad en la respuesta del olivo a los Repilos (foto 1) sin que se ha-
yan observado discrepancias con los resultados obtenidos en las
inoculaciones artificiales con S. oleaginay Colletotrichum spp., lo
que confirma la validez de las inoculaciones artificiales para eva-
luar la resistencia a estos dos patdgenos.

La severidad de las infecciones se ha evaluado en las tres en-
fermedades utilizando varias escalas en funcion de si se trata de
infecciones naturales o provocadas. Ademas, en el caso de S.
oleagina se tuvo en cuenta el tipo de material inoculado, la forma
de aplicar el indculo y el tipo de lesiones (latentes o visibles). En
cualquier caso, es necesario evaluar cultivares de reacciones co-
nocidas como testigos, debido a la variacién que puede presentar
la severidad de las infecciones entre experimentos o entre anos,
sobre todo cuando se realizan evaluaciones de campo.

Resistencia al Repilo

Entre los cultivares evaluados destacan por su resistencia a
S. oleagina: Galega vulgar, Lechin de Sevilla, y Frantoio (cuadro I).
Se puede resaltar que Lechin de Granada resulta muy susceptible
al Repilo pero esta citado como resistente; por el contrario, Arbe-
quinay Frantoio estan considerados muy susceptibles en sus zo-
nas de origen pero han resultado moderadamente resistente y
muy resistente, respectivamente. La aparente falsa resistencia
de Lechin de Granada a S. oleagina podria deberse a un efecto de
escape, ya que su zona de cultivo presenta condiciones poco fa-
vorables para el desarrollo de la enfermedad. Las discrepancias
en el caso de Arbequinay Frantoio podrian estar relacionadas con
diferencias de virulencia entre las poblaciones del patogeno (Al-
salimiya, 2004). Las inoculaciones de quince selecciones clona-
les de Arbequinay diez de Picual han mostrado que no existen di-
ferencias de susceptibilidad entre los clones evaluados de un
mismo cultivar. Las diferencias agrondémicas y genéticas entre
clones de un mismo cultivar tampoco han podido ser demostra-
das por otros grupos de investigacion. La busqueda de resisten-
cia a un patoégeno en las poblaciones silvestres del huésped ha
sido una constante en la Fitopatologia. Atendiendo a lo anterior,
se han realizado inoculaciones de hojas separadas de 47 acebu-
ches (Olea europaea subsp. sylvestris) con S. Oleagina, predomi-
nando los individuos resistentes o muy resistentes (74%) (Nava-
rro, 1997).
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CUADRO |. SUSCEPTIBILIDAD DE CULTIVARES DE OLIVO A LOS
"REPILOS"

Grado de Susceptibilidad®

Cultivar Repilob Emplomado Antracnosis
Alameno de Marchena -] ARd Rd
Alfafara M ARd —
Arbeguina M Re Mmd
Arbosana AR ASc Rd
Blangueta AS Rd ASd
Callosina AS Md ASd
Changlot Real 8 Sd Sd
Cipressino AR ASc Sd
Cobrangosa (] ARc Rd
Cornicabra AS S5 ASd
Cornicabra de Mérida M Rc ASd
Dolce Agogia AR Sc ARd
Empeltre AS Re ARd
Farga AR Rd ASd
Frantcio AR Sc ARd
Galega Vulgar AR Rd Sd
Gordal Sevillana g Sc ASd
Hojiblanca & Sc ASb
Karoneiki AR Sd ARd
Letcino R Mc ASd
Lechin de Granada AS Sc ASd
Lechin de Sevilla AR ASc ASd
Manzanilla Cacerena M ASd Md
Manzanilla de Agua AS Re ASd
Manzanilla de Guadix M Re Sd
Manzanilla de Hellin AR ARd ARd
Manzanilla de Jaén AS Re ASd
Manzanilla Sevilla 8 Rc ASd
Manzanilla de Tortosa AS Re Sd
Manzanilla del Centro AS Mc Sd
Manzanilla del Piquito S ARc Sd
Megaritiki R ARd ARd
Meski AS Rc ASd
Morisca AS Mc ASd
Maorrut M Md Md
Nabali AS Rd Rd
Ocal AS Md ASd
Pajarero AS Md Rd
Pequena de Casa Ibanez AR ARd ARd
Perilio de Jaén AS Sd ARd
Pichaline M Sc Rd
Pichaline Marrogui AS Rc ARd
Picual AS Rc Rb
Picual de Estepa AS Mc ASd
Picual de Hoja Clara S ASc ASd
Picudo M ASc ASb
Picudo de Fruto Rojo AS ASc ASd
Picudo de Montoro R Mc Sd
Racimal de Jaén AS ARd Rd
Sevillenca - Sd ASd
Verdial de Huévar AS ASc Sd
Verdial de Vélez.Malaga AS ARd Md
Villalonga AR Sd ASd
aAS=Altamente susceptible; S=Susceptible; M=Moderadadamente susceptible /

resistente; R=resistente; AR=altamente resistente.
Evaluacion realizada en condiciones de infeccion naturales y controladas.
¢Evaluacion realizada en condiciones de infeccion natural durante 3 arios.
dEvaluacion realizada en condiciones de infeccion natural extremadamente propicias

para el desarrolio de la epidemia durante la campana 1997-1998 en Cordoba.

Resistencia al Emplomado

La resistencia del olivo a infecciones naturales de P. clados-
porioides se ha evaluado mensualmente durante tres anos en el
Banco de Germoplasma de Olivo de Cérdoba. La severidad de la
enfermedad en campo se ha mostrado muy condicionada por las
variables climaticas, dando lugar a una gran variabilidad intera-
nual. La evaluacion del olivo por su resistencia a este patégeno en
condiciones naturales requiere varios anos de observaciony de la
utilizacion de cultivares de referencia. Entre los cultivares evalua-
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dos han destacado por su resistencia Arbequina, Empeltre y Pi-
cual; y por su susceptibilidad, Frantoioy Lechin de Sevilla (cuadro
1) (Avila, 2005) .

Resistencia a la Antracnosis

En el estudio de la resistencia del olivo a la Antracnosis, de
momento s6lo se han evaluado en condiciones controladas tres
cultivares. De éstos, Picual fue mucho menos susceptible que Ho-
jiblanca y Picudo. También se ha podido observar que la suscep-
tibilidad de la aceituna aumenta con la madurez y con la presen-
cia de picaduras de mosca (Bactrocera oleae), pudiendo llegar a
modificar el comportamiento de la variedad. Cabe destacar que la
resistencia de Picual y la susceptibilidad de Hojiblanca en condi-
ciones controladas se manifiestan frente a la podredumbre del
frutoy desecacion de ramas, los dos sindromes de la enfermedad
descritos (figura 1E-F) (Bouhmidi, 1999; Martin y Garcia, 1999).
En condiciones de infeccion natural se ha podido observar que
Hojiblanca sufre mas el sindrome de desecacion de ramas que Pi-
cudo.

La variabilidad patogénica del agente causal de una enferme-
dad es un caracter de gran importancia para la identificacion y uti-
lizacion de variedades resistentes. La variabilidad morfofisiol6gi-
cay patogénica entre distintas poblaciones de S. oleaginay P. cla-
dosporioides es practicamente desconocida debido a la dificultad
para aislar y cultivar in vitro estos hongos. En la Antracnosis del
olivo se acepta que dos especies de Colletotrichum (C. gloeospo-
rioides y C. acutatum) estén implicadas en la enfermedad, aun-
gue estudios realizados en ltalia aportan evidencias de que las
poblaciones que afectan al olivo son genéticamente uniformes y
pueden tratarse de una forma especial de C. gloeosporioideso C.
acutatum, o de una nueva especie (Martin y Garcia, 1999; Agos-
teoetal., 1997).

Caracterizacion de S. Oleagina

Para la caracterizacién de S. oleagina se han utilizado 173
muestras de hojas con lesiones procedentes de diversas comar-
cas olivareras de Espanay Portugal. Las mediciones biométricas
de los conidios del hongo (longitud y anchura) han mostrado la
existencia de una escasa variabilidad morfolégica entre los aisla-
dos. El tamano de los conidios vario entre 20-24 pym para la lon-
gitudy 7,9-9,1 um para la anchura y no se observaron diferencias
en la septacion ni en el aspecto general, siendo la mayoria uni-
septados, con la base truncada y el extremo apical agudo (Gutié-
rrez, 1998; Lépez-Doncel, 2003; Alsalimiya, 2004).

Las colonias obtenidas de S. oleagina in vitro crecen lenta-
mente y con escasa esporulacion. Los caracteres de las colonias
no han permitido establecer diferencias entre aislados monoco-
nidicos del hongo. Tan sélo se detectaron ligeras diferencias sig-
nificativas en el patron de crecimiento de seis aislados a diferen-
tes temperaturas (Alsalimiya, 2004). La utilizacion de marcado-
res moleculares (AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism)
tampoco ha permitido obtener diferencias importantes entre die-
ciocho aislados monoconidicos estudiados (Gonzéalez, et al.,
2002). La elevada homogeneidad de la muestra analizada y su
aislamiento genético parecen indicar ia ausencia de reproduccion
sexual en las poblaciones de S. oleagina.

Los estudios de la variabilidad patogénica de S. oleagina se
han llevado a cabo utilizando veinticuatro muestras (poblaciones)
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resistentes.

’7 Foto 1. Olivo muy afectado por los “repilos” (centro de la imagen) junto a olivos

de hojas infectadas debido a la escasa esporuiacion del hongo in
vitro. El indculo (conidios) obtenido presenté una germinacion
aceptable para las inoculaciones (entre el 45% y el 78%), que se
realizaron utilizando plantones y hojas separadas de diez cultiva-
res de olivo seleccionados. Los resultados de estas inoculacio-
nes han puesto de manifiesto la existencia de variabilidad pato-
génica entre distintas poblaciones del hongo, habiéndose identi-
ficado seis grupos de virulencia (razas) (Alsalimiya, 2004). En ge-
neral, no existié una correspondencia entre |a procedencia de la
poblacién del hongo (varietal o geografica) y el grupo de virulencia,
aunque tres de las cuatro poblaciones que resultaron mas viru-
lentas sobre Arbequina procedian de Cataluna, zona de origen de
este cultivar. Cabe destacar que los cultivares resistentes ensa-
yados {(Arbosana, Frantoio y Lechin de Sevilla) mostraron resis-
tencia a todas las poblaciones del patégeno. Estos resultados
confirman observaciones previas realizadas en el Banco de Ger-
moplasma del Olivo de Cérdoba, donde varios cultivares suscep-
tibles al Repilo en su zona de origen, como Frantoio, Dolce Agogia
0 Arbequina, han resultado resistentes o moderadamente resis-
tentes a la poblacién local de S. oleagina. Por el contrario, culti-
vares considerados resistentes en su zona de origen, como
Sant Agostino, Merhavia o Blangueta, son muy susceptibles enel
ensayo de Cordoba (Lopez-Doncel, 2003).

Caracterizacion de P. Cladosporioides

Para la caracterizacion de P. cladosporioides se han estudia-
do 59 muestras de olivo procedentes de Marruecos y Espana.
Los conidios observados han mostrado de cuatro a cinco septas,
la base truncada y el extremo apical redondeado. Las medidas
biométricas de los conidios han sido muy variables, presentando
una longitud entre 63,8 a 37,1 umyunaanchurade 4,3a 3,1 um.
La variabilidad observada en la morfologia de los conidios se de-
bia fundamentalmente al estado de desarrollo de éstos, determi-
nado, entre otros factores, por el momento de recogida de las
muestras y las condiciones ambientales. La caracterizacion cul-
tural de cinco aislados del patégeno ha demostrado que existen
escasas diferencias entre elios en la tasa de crecimiento a dis-
tintas temperaturas (Avila et al., 2004). Por ultimo, el estudio de
la variabilidad genética mediante amplificacién aleatoria del ADN
con nueve cebadores ISSR (Inter Simple Sequense Repeats), y
secuenciacion directa de los genes que codifican a las proteinas
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calmodulina y actina y de las regiones de ADN ribosomal (ITS1-
5.85ITS2), ha demostrado una escasa variabilidad entre aisla-
dos (Avila, 2005).

Caracterizacion de las poblaciones de Colletotrichum spp.

En la caracterizacion de las poblaciones de Colletotrichum
spp. que afectan al olivo se han utilizado 61 aistados de Andalu-
ciay Cataluna. En todos los casos los conidios han sido unicelu-
lares y, salvo excepciones, rectos. De las caracteristicas morfo-
logicas estudiadas, la forma de los extremos de los conidios fue
el caracter mas importante para su diferenciacion. Casitodos los
aislados de Colletotrichum de olivo (96%) tuvieron la mayoria de
los conidios con un extremo redondeado y el otro agudo, diferen-
ciandose de los conidios de C. gloeosporioides, con los dos ex-
tremos redondeados, y de los de C. acutatum, con los dos extre-
mos agudos. El tamano de los conidios oscilo entre 12,8-15,7 ym
de longitud y 3,5-5,5 um de anchura, sin que se hayan diferencia-
do grupos o poblaciones (Bouhmidi, 1999; Oliveira, 2003).

En la caracterizacion fisiologica de treinta aislados de Colleto-
trichum spp. se ha evaluando su capacidad para hidrolizar la ca-
seinay laresistencia al fungicida benomilo. Todos los aislados de
Colletotrichum spp. causantes de la Antracnosis del olivo en An-
dalucia, independientemente de la forma de sus conidios, han
mostrado capacidad de hidrolizar la caseina y cierta tolerancia a
benomilo. Estos resultados sugieren que se trata de una pobla-
cién homogénea y mas proxima a la especie C. acutatum. Por Ul-
timo, los resultados de las inoculaciones de aceitunas y otros
huéspedes (adelfa, almendro, fresa, manzanay naranjo) con ais-
lados de olivo, fresa y naranjo han indicado una notable especia-
lizacibn patogénica de los aislados de olivo sobre éste (Moral,
2004).
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Los mecanismos utilizados por el hongo para producir infec-
cion y enfermedad en la planta y los mecanismos, pasivos o acti-
vos, de resistencia utilizados por ésta condicionan el grado de
susceptibilidad/resistencia de la interaccion patégeno/huésped.
En nuestro caso, estos estudios se han centrado en el Repiloy se
ha podido comprobar que el proceso de infeccion de S. oleagina
(emision del tubo germinativo, formacion del apresorio, penetra-
cion y desarrollo del hongo en la cuticula foliar) se completa en un
cultivar susceptible (Picual) en siete dias; mientras que en Lechin
de Sevilla (resistente) la resistencia se expresa inmediatamente
después de la inoculacion, durante la germinacion de los conidios
y la formacion de los apresorios, reduciendo drasticamente el nd-
mero de infecciones. No obstante, también se ha observado una
reduccién de la esporulacion en las lesiones ya formadas, lo que
demuestra que en la misma variedad también operan otros meca-
nismos de resistencia al Repilo (L6pez-Doncel, 2003; Alsalimiya,
2004).

La activacion de mecanismos de defensa de la planta median-
te una infeccién localizada o por la aplicacion de diversos agentes
exdgenos (elicitores) bibticos o abibticos, conocida como Resis-
tencia Sistémica Adquirida (RSA), es, en la actualidad, ta estrate-
giamas utilizada en el control de enfermedades de los cultivos. En
nuestras evaluaciones sobre la eficacia de fungicidas contra S.
oleagina en inoculaciones artificiales, se ha comprobado un efec-
to de postinfeccion de varios productos clpricos que podria estar
relacionado con la induccion de RSA (Alsalimiya, 2004). Ademas,
las investigaciones que se desarrollan en colaboracion con el De-
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partamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad D Meijora varietal del olivo por resistencia a
de Cérdoba han permitido identificar varios genes implicados en la iy
resistencia del olivo al Repilo. Estos genes responden diferencial los repilos
mente a moléculas inductoras de diferentes vias de defensa (aci-
do salicilico, acido jasmonico, etileno y especies reactivas de oxi- La necesidad de obtener nuevas variedades de olivo mejor
geno), por lo que podrian utilizarse como marcadores moleculares adaptadas a las demandas que exige el sector olivarero del siglo
para evaluar de una forma rapida la capacidad inductora de diver- XXI, asi como la falta de investigaciones sobre la mejora genética
sas sustancias (Benitez, 2003). de este cultivo en el mundo, determinaron que en 1992 se inicia-
La capacidad de diversos productos para inducir resistencia al raen Cordoba, entre el Departamento de Agronomia de la Univer-
Repilo en olivo se ha evaluado utilizando hojas separadas y plan- sidad y el Departamento de Olivicultura del CIFA, un programa de
tones. En el primer caso, se hamedido el nivel de expresion de los mejora varietal, en el que se incluyd la resistencia al Repilo.
genes marcadores en hojas separadas tratadas con los produc- Para la obtencion de nuevas variedades se ha utilizado el pro-
tos; mientras que en el segundo caso, se ha determinado la inhi- cedimiento clasico de cruzamiento entre genitores y seleccion de
bicién de la severidad de las infecciones en las hojas superiores progenies que presentan alguna caracteristica buscada, entre
(ijovenes) de plantones, a los que se aplicaron los productos en la ellas laresistencia a S. oleagina. De esta forma se han evaluado
parte inferior y se inocularon posteriormente con el patégeno (Be- los nueve cruzamientos posibles entre tres genitores (Arbequina,
nitez, 2003; Alsalimiya, 2004). Frantoio y Picual), seleccionados por sus buenas caracteristicas
En un experimento preliminar se comprob6 que el cobre, en for- agronoémicas, y los cruzamientos reciprocos entre Lechin de Se-
ma de cloruro clprico, inducia varios de los genes marcadores y re- villa (resistente) y Picual (susceptible). Finalmente, se han inclui-
ducia significativamente la severidad de las infecciones. Poste- do diferentes cruzamientos entre los cultivares anteriores, asi
riormente, se utilizaron los genes marcadores para realizar una se- COMO Nuevos cruzamientos, utilizando el cultivar Koroneiki (resis-
leccion de los tratamientos mas efectivos que luego se evaluaban tente) y retrocruzamientos con alguna de las descendencias se-
en plantones (Benitez, 2003). Entre los productos evaluados, des- leccionadas.
tacan por su capacidad para inducir los genes marcadores y por la En todos los cruzamientos realizados se ha encontrado una
inhibicion de la infeccién diversas sales fosfopotasicas, compues- amplia respuesta a S. oleagina, obteniéndose desde individuos
tos cUpricos y varias sustancias organicas (Alsalimiya, 2004). muy resistentes hasta extremadamente susceptibles, sin que
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exista una estrecha correlacion entre los genitores. Asi, se han con vistas a su posible registro como nuevas variedades de olivo.
identificado individuos altamente susceptibles en el cruzamiento Por Qltimo, cabe destacar que entre los genitores utilizados se
entre dos genitores resistentes y viceversa. En general, dominan han incluido cultivares resistentes al Emplomado (Arbequinay Pi-
los individuos susceptibles, lo que junto a la distribucion de fre- cual), resistentes a la Antracnosis (Koroneiki y Picual), e incluso
cuencias observada, sugiere la hipétesis de la implicacion de va- con resistencia a la Verticilosis causada por Verticillium dahliae
rios genes cuantitativos en la resistencia a este patogeno (Lopez- (Frantoio), por lo que las progenies obtenidas presentan un ele-
Doncel, 2003; Alsalimiya, 2004). vado potencial de incluir algunos individuos resistentes a otras
Las evaluaciones agrondmicas de las descendencias han per- enfermedaes, ademas del Repilo, pero todavia no han sido eva-
mitido seleccionar veintisiete individuos (cabeza de clon), tres de luadas. B
ellos con resistencia al Repilo. Quince de estas selecciones es-
tan siendo evaluadas actualmente en parcelas experimentales Agradecimientos
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