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PATOLOGIA

Variabilidad morfoldgica y cultural de Pseudocercospora clados-
porioides, agente del emplomado del olivo

A. AviLA DE LA CALLE, A. BENALI, A. TRAPERO CASAS

INTRODUCCION

El Emplomado del olivo causado por el hongo Pseudocercospora cladosporioides,
es una enfermedad importante y ampliamente distribuida en todas las regiones olivare-
ras del mundo, pero muy poco conocida. La escasa informacién disponible sobre esta
enfermedad ha motivado que se inicie una linea de investigacién sobre su etiologia, epi-
demiologia y control, en la que se enmarca el presente trabajo cuyo objetivo general es
caracterizar aislados del patdgeno por su morfologia y estudiar el efecto de diferentes
medios de cultivo y de la temperatura sobre el crecimiento in vitro de diversos aislados.

El método mds répido, facil y efectivo para la obtencién de aislados a partir de teji-
dos infectados y de cultivarlos in vitro result6 ser mediante transferencia directa de coni-
dias a placas del medio de cultivo Patata-Dextrosa-Agar; sin embargo, la consecucién de
colonias se ve restringida por determinadas causas que impiden o dificultan su aisla-
miento en periodos distintos a los de invierno u otofio. En ningtin caso las colonias obte-
nidas produjeron conidias, por lo que la caracterizacién morfoldgica se ha realizado
sobre las conidias formadas en las lesiones de las hojas afectadas. Se han estudiado un
total de 59 aislados de olivo, obtenidos de zonas olivareras de Espafia y Marruecos, asi
como 4 aislados de P. ceratoniae procedentes de algarrobo (Ceratonia siliqua L.) para
la comparacién con los anteriores. Los resultados muestran diferencias significativas
entre los aislados para cada uno de los pardmetros evaluados y mostraron una clara sepa-
racién entre las dos especies.

Los estudios de crecimiento sobre distintos medios de cultivo han puesto de mani-
fiesto que el PDA diluido resulta valido para realizar estudios sobre el efecto de distin-
tos factores en el crecimiento micelial del hongo. Ademds estos estudios han demostra-
do que la luz no influye significativamente sobre el crecimiento del hongo. El patrén de
crecimiento in vitro de 5 aislados de P. cladosporioides a distintas temperaturas puso de
manifiesto una temperatura minima algo inferior a 5°C, la Gptima alrededor de los 21-
22.5°C y la maxima cercana a los 30°C. Asimismo, estos estudios han demostrado que
existen claras diferencias para la tasa de crecimiento entre los diferentes aislados estu-
diados.
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donde se cultivan las variedades de olivo
susceptibles, especialmente en aiios de pri-

El Emplomado, “cercosporiosis” o Repilo
plomizo, causado por el hongo Pseudocer-
cospora cladosporioides (Sacc.) U. Braun,
se encuentra ampliamente difundido en
todas regiones de la Cuenca Mediterrdnea

maveras y otofios lluviosos y con temperatu-
ras relativamente suaves.

El nombre de “emplomado” o “plomizo”
hace referencia al color grisiceo o plomizo
que presenta el envés de las hojas afectadas
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por la enfermedad y que constituye el sinto-
ma mds caracteristico de la misma. La deno-
minacién de “repilo” hace referencia a otra
caracteristica importante de la enfermedad:
la caida de la hoja. El nombre de cercospo-
rioisis deriva del agente causal, que inicial-
mente fue descrito como el hongo Cercospo-
ra cladosporioides Sacc. (BENALL, 2001). En
Espaiia, la enfermedad se ha confundido tra-
dicionalmente con el repilo (Spilocaea olea-
gina (Cast.) Hughes) y, en algunas comarcas
olivareras, con la antracnosis o aceituna
jabonosa (Colletotrichum spp.). Por ello, en
varias zonas de Andalucia se utiliza la deno-
minacién de “vivo” o “vivillo” del olivo para
referirse a los ataques de estas tres enferme-
dades sin distincién entre ellas (TRAPERO et
al., 1998; TrAPERO, 2003). Debido a este
hecho los dafios causados por P. cladospo-
rioides son poco conocidos.

La principal consecuencia de la enferme-
dad es la caida anticipada de las hojas, por

ello, la reduccién de la superficie foliar genera
una disminucién de los rendimientos (PAPPAS,
1993). Al producir una intensa defoliacién,
fundamentalmente en los aflos mds favorables
para su desarrollo, causa una serie de efectos
secundarios de gran importancia, entre ellos,
se produce una deficiente actividad fotosintéti-
ca, disminuyendo asi la acumulacién de reser-
vas y afectando a la produccién en afios suce-
sivos (DEL MORAL y MEDINA, 1985) y a la
capacidad de resistencia del olivo a otros agen-
tes patogenos (GARCIA-FIGUERES, 1991).
Desde 1941 se conoce la importancia del ata-
que al fruto (HANSEN y RAWLINS, 1944). Sin
embargo, la infeccién directa sobre las aceitu-
nas no suele observarse todos los afos (PROTA,
1995). Aunque, en afios de fuertes ataques del
patdgeno, se suelen encontrar algunas parcelas
que presentan casi el 100% de las aceitunas
afectadas (DEL MORAL y MEDINA, 1985), lo
que conlleva a una deficiente calidad del acei-
te aumentando marcadamente su acidez.

Figura 1: Sintomas del Empomado causado por Pseudocercospora cladosporioides en hojas de olivo (A y B) y en
aceitunas (C).
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La enfermedad en Europa afecta general-
mente a las hojas, aunque en algunos paises
ha sido encontrada sobre frutos, peciolos de
hojas y pediinculos de frutos (GRANITI y
LavioLa, 1981). Los sintomas en el haz de
las hojas consisten en manchas cloréticas
irregulares poco aparentes, algunas de las
cuales posteriormente se necrosan (Figura
1A). En el envés, aparecen manchas irregu-
lares en forma y tamaiio, de color plomizo
debido a las fructificaciones del hongo
(Figura 1A) (DEL MoRrRAL y MEDINA, 1985;
TRAPERO y BLANCO, 2001). Los sintomas
generalmente son detectados sobre las hojas
viejas de las ramas situadas en la parte baja
del 4rbol (Figura 1B) (PaPpAs, 1993) y en
ocasiones en hojas jovenes de 4 6 5 meses
de edad (NIGRO et al., 2000). En el fruto
todavia verde se observan lesiones mds o
menos circulares, deprimidas de color varia-
ble segun la variedad y el momento de su
aparicion que oscilan entre 3 y 7 mm de
didmetro (Figura 1C) (HANSEN y RAWLINS,
1944; BotTALICO y CORDA, 1995; TRAPERO
y BLANCO, 2001).

En las lesiones de las hojas y frutos se
producen las esporas asexuales o conidias,
las cuales son cilindricas, alargadas, con
varias septas e irregularmente curvadas.
Estas son formadas sobre conidiéforos rec-
tos o ligeramente curvados, que emergen de
un estroma basal (Figura 2). En algunas oca-
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siones se han observado clamidosporas
bicelulares, denominadas cuerpos diplodi-
formes, que parecen ser estructuras de resis-
tencia frente a condiciones adversas (Goi-
DANICH, 1964; GARCIA-FIGUERES, 1991).

El nombre de P. cladosporioides hace
referencia exclusivamente al estado asexual
del hongo (BRAUN, 1993). El estado sexual
no se conoce, pero en algunas ocasiones se
ha observado, tanto en el medio de cultivo
como en hojas afectadas, la presencia de
cuerpos fructiferos que podrian ser espermo-
gonios productores de espermacias. Dichos
espermogonios forman parte de la reproduc-
cién sexual de numerosos hongos, aunque en
el caso de este patdgeno no se ha detectado
la fase ascégena correspondiente a la repro-
duccién sexual (TRAPERO et al., 1998). Por
tanto, se trata de un hongo imperfecto encua-
drado en la familia Dematiaceae del orden
Hyphomycetales, clase Hyphomycetes
segin la clasificacion tradicional (KIRK et
al., 2001). La forma, tamafio y septacion de
las conidias, asi como la forma y tamafio de
los conidiéforos son los caracteres mds
importantes para la identificacién de las
especies de Cercospora y géneros afines,
como Mycocentrospora y Pseudocercospora
(DEIGHTON, 1983; CrOUS,1998).

En cuanto a la especializacién patogénica,
la bibliografia coincide en que se trata de un
patégeno cuyo vinico huésped es Olea euro-

Figura 2: Conidias (A) y conidioma estromdtico de Pseudocercospora cladosporioides (B).
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paea, existiendo grandes diferencias de sus-
ceptibilidad entre cultivares de olivo (GRANI-
TI y LAVIOLA, 1981; TRAPERO et al., 1998).

En Espana, la enfermedad fue diagnosti-
cada en 1895, pero es poco conocida entre
los agricultores, que suelen atribuir sus ata-
ques a otros agentes, sobre todo al Repilo
causado por S. oleagina (PAUL y AROZAME-
NA, 1895; DEL MoRAL y MEDINA, 1985).
Debido fundamentalmente a la escasez de
trabajos sobre el ciclo bioldgico y la epide-
miologia del Emplomado del olivo, poco se
sabe acerca del control especifico de este
patégeno. Por ello, el objetivo general de
este trabajo fue caracterizar aislados del
patégeno por su morfologia y estudiar el
efecto de diferentes medios de cultivo y de
temperatura sobre €l crecimiento in vitro de
diversos aislados del patdgeno.

MATERIALES Y METODOS
1. Origen de los aislados

Se seleccionaron al azar y de la parte infe-
rior del drbol hojas de olivo con sintomas del

Emplomado caracterizadas por la presencia
de manchas de color grisdceo verdoso en el
envés, signo de una abundante esporulacién.
Las muestras procedieron de diversas locali-
zaciones y de distintas variedades de olivo
segun se representa en el Cuadro 1.

Con el fin de observar posibles diferen-
cias con hongos afines se recogieron hojas
de algarrobo (Ceratonia siliqua L.) proce-
dentes del Jardin Bot4nico de Cérdoba y de
la Sierra de Cérdoba con sintomas de la cer-
cosporiosis causada por Pseudocercospora
ceratoniae (Pat & Trab.) Deighton (VARO y
TrAPERO, 2001).

2. Procesado de las muestras

En un primer momento todas las mues-
tras recogidas fueron observadas al micros-
copio estereoscépico y dptico con el fin de
confirmar la presencia del hongo. Para la
realizacién de las medidas de los caracteres
morfolégicos se elaboraron una serie de
suspensiones conidiales de cada una de las
muestras. Para ello, en un tubo de vidrio
estéril se afiadié cierta cantidad de agua

Cuadro 1. Origen de las muestras de Pseudocercospora estudiadas

Referencia Huésped/Variedad Procedencia Fecha de recogida
PM-01 Picholine marocaine Nador, Marruecos Octubre 98
LS-02 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Patrones) Marzo 96
LS-03 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Rio) Marzo 95
CI-04 Cipresino Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Noviembre 00
LS-05 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Noviembre 00
MC-06 Manzanillo Cordobés La Palomera, Sierra de Cérdoba Noviembre 00
AC-07 Acebuche Arroyo Pedroche, Cérdoba Noviembre 00
MO-08 Morisca Montijo (Mérida) Noviembre 00
PI-09 Picudo Montijo (Mérida) Noviembre 00
AC-10 Acebuche Sierra de Cérdoba Diciembre 00
1.S-11 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba Diciembre 00
LS-12 Lechin de Sevilla La Palomera, Sierra de Cérdoba Diciembre 00
DE-13 Desconocida Valdejetas, Sierra de Cérdoba Diciembre 00
LS-14 Lechin de Sevilla El Patriarca, Sierra de Cérdoba Diciembre 00
MA-15 Manzanilla de Sevilla Caza liebre, Sevilla Diciembre 00
MA-16 Manzanilla de Sevilla Mataliebres, Ecija Diciembre 00
HO-17 Hojiblanca Antequera, Mélaga Diciembre 00
PM-18 Picholine marocaine Ahfir, Marruecos Enero 01
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Referencia Huésped/Variedad Procedencia Fecha de recogida
PM-19 Picholine marocaine Dechra, Ahfir, Marruecos Enero 01
PM-20 Picholine marocaine Zeganagan, Marruecos Enero 01
PM-21 Picholine marocaine Beni sidel, Marruecos Enero 01
AC-22 Acebuche Dechra, Marruecos Diciembre 00
PM-23 Picholine marocaine Oumassine, Marruecos Enero 01
PM-24 Picholine marocaine Reggada, Marruecos Diciembre 01
PM-25 Picholine marocaine Berkane, Marruecos Diciembre 01
PM-26 Picholine marocaine Driouch, Marruecos Enero 01
PM-27 Picholine marocaine Hj Khadir, Marruecos Enero 01
LS-28 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Enero 01
LS-29 Lechin de Sevilla Arroyo Pedroche, Co Enero 01
MA-30 Manzanilla de Sevilla Marchena, Sevilla Febrero 01
CI-31 Cipresino Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Enero 01
FR-32 Frantoio Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Enero 01
BE-33 Blanqueta de Elvas Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Enero 01
AL-34 Algarrobol Jardin Boténico, Cérdoba Mayo 98
AR-35 Arbequina El Rebato, Barcelona Mayo 01
LS-36 Lechin de Sevilla Umbrdculo (plantones inoculados) Mayo 01
AC-37 Acebuche Alosno, Huelva Julio 01
GO-38 Gordal Trigueros, Huelva Julio 01
DE-39 Desconocida Sierra de Cérdoba Julio 01
AL-40 Algarrobo1 Jardin Botanico, Cérdoba Mayo 98
AL-41 Algarrobo1 Trassierra, Cérdoba Febrero 99
PI-42 Picudo Cabra (Cérdoba) Octubre 01
AL-43 Algarrobo1 Desconocida Octubre 01
LE-44 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Octubre 01
LE-45 Lechin de Sevilla Parcela Naranjo, Cérdoba Octubre 01
CI-46 Cipresino Campo Mundial, Cérdoba Noviembre 01
0C-47 Ocal Campo Mundial, Cérdoba Noviembre 01
ME-48 Memecik Campo Mundial, Cérdoba Noviembre 01
CO-49 Corralones de Andijar Campo Mundial, Cérdoba Noviembre 01
PI-50 Picudo LLano Mesto (Montilla) Noviembre 01
LE-51 Lechin de Sevilla El Patriarca ( Cérdoba) Noviembre 01
CH-52 Chalkidiki Campo Mundial Noviembre 01
CO-53 Coratina Alameda del Obispo, Cérdoba (Triangulo) Diciembre 01
CO-54 Coratina Alameda del Obispo, Cérdoba. (Tridngulo) Diciembre 01
LE-55 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Enero 02
PI-56 Picudo Campo Mundial, Cérdoba Enero 02
PH-57 Picholine Campo Mundial, Cérdoba Enero 02
PI-58 Picudo Campo Mundial, Cérdoba Febrero 02
LE-59 Lechin de Sevilla Campo Mundial, Cérdoba Febrero 02
VE-60 Verdial de Huevar Campo Mundial, Cérdoba Abril 02
P1-61 Picholine Campo Mundial, Cérdoba Abril 02
FR-62 Frantoio A. Cornisi Campo Mundial, Cérdoba Mayo 02
FR-63 Frantoio A. Cornisi Campo Mundial, Cérdoba Mayo 02

! Corresponde a la especie Ceratonia siliqua.

El resto se corresponde con diferentes variedades de la especie Olea europaea.
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Cuadro 2. Aislados de Pseudocercospora cladosporioides en cultivo puro

CODIGO HUESPED! PROCEDENCIA FECHA?
PI101 Picual Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Octubre 01
LEMY2 Lechin de Sevilla Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Noviembre 97
LES01 Lechin de Sevilla Parcela Naranjo, Cérdoba Octubre 01
LE701 Lechin de Sevilla El Patriarca, Cérdoba Noviembre 01
BL1201 Blanqueta de Elvas Alameda del Obispo, Cérdoba (Tridngulo) Diciembre 01

1 Variedades de la especie Olea europaea.

2 La fecha corresponde a la época de aislamiento a partir de los conidiomas de las hojas.

(dependiendo de la intensidad de la esporu-
lacién) y sobre ésta se rasparon con una
aguja enmangada las lesiones de Emploma-
do presentes sobre la superficie de al menos
4 hojas. Sobre un portaobjetos se colocé
una gota de la suspensién y sobre ésta se
dispers6 una gota del colorante Fuchsina
4cida con lactoglicerol y se situé un cubre-
objetos. Se elaboraron cuatro preparaciones
por cada muestra.

Ademds de los montajes para la observa-
cién al microscopio, se realizaron siembras
en placas de Petri con medio Patata-Dextro-
sa~Agar (PDA), con el objetivo de obtener
cultivos puros de P. cladosporioides. Con la
ayuda de un microscopio estereoscopico se
localizaron los conidiomas y por medio de
un capilar de vidrio humedecido en el medio
de cultivo, se rozé suavemente y se introdu-
jo su extremo en el medio de cultivo. Las
placas previamente selladas con Parafilm®,
fueron incubadas a 24°C con fotoperiodo de
12 h de luz blanca y pré6ximaa UV y 12 h de
oscuridad en un laboratorio de incubacidn.
Al cabo de una semana cuando la colonia
presenté un tamafio adecuado, se procedi6 a
realizar su transferencia a un medio nuevo de
PDA para la obtencién de cultivos puros del
hongo patégeno (Cuadro 2).

3. Caracterizacion morfologica

Para la caracterizacién morfolégica, se
utiliz6 el microscopio convencional con el
objetivo 40X. Se determiné el tamaiio de las
conidias con una microrregla graduada (lon-
gitud y anchura) y se cont6 el nimero de
septas de la conidia.

Por cada muestra se tomaron datos de 30
conidias, elegidas al azar y generalmente
aquéllas que estuvieran libres. Dichas espo-
ras se diferenciaron de los conidi6foros por
el color y el tamafio, y de la hifa vegetativa
por su mayor grosor, extremo redondeado y
presencia de microcicatrices.

4. Crecimiento en medios de cultivo

Para el estudio del crecimiento en distin-
tos medios de cultivo se seleccioné un aisla-
do puro conservado en el laboratorio de
Patologia Agroforestal del Departamento de
Agronomia (ETSIAM) de la Universidad de
Cérdoba, designado con el cédigo LEMY2,
procedente de la variedad ‘Lechin de Sevi-
lla’ de la parcela “Tridngulo” del Centro de
Investigacién y Formacién Agraria (C.IF.A))
de Cérdoba.

Fueron elaborados doce medios de culti-
vo, algunos de los cuales basados en extrac-
tos vegetales tales como hojas de olivo, de
avena y de zanahoria y otros artificiales
(Cuadro 3).

De las colonias del hongo se realiz6 una
suspensién micelial mediante macerado de
trozos de micelio en agua destilada estéril y
tras su agitacién en un Vortex® durante 30
seg se extendié con un asa de siembra sobre
toda la superficie de placas de Petri de 9 cm
de didmetro con medio de cultivo PDA. Tras
15 dias de incubacién a 22°C con un fotope-
riodo de 12h luz blanca y préxima a UV/12h
oscuridad se tomaron una serie de discos de
5 mm de didmetro con un sacabocados y se
colocé uno en el centro de la placa de Petri
de 6 cm de didmetro con alguno de los
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Cuadro 3. Medios de cultivo utilizados para la evaluacion del crecimiento in vitro de Pseudocercospora

cladosporioides

Medio Composicién Concentracién (g/) Referencia®
EHO 300* Extracto de hojas de olivo-Agar (300-20) 1
EHO 100* Extracto de hojas de olivo -Agar (100-20) 1
EHO 30* Extracto de hojas de olivo-Agar (30-20) 1
EHO100 + es Extracto de hojas de olivo-Agar (100-20) 1
EHO + av. Extracto de hoja de olivo-avena (100-100) 1
A2 Jugo de 8 Vegetales-CaCO3 (200-3) 2
ELDA-ASP Medio completo de Aspergillus:

Extracto de levadura + Dextrosa + Agar (1-10-20) 3
PDA Patata-Dextrosa-Agar (250-20-20) 2
PDAD Patata-Dextrosa-Agar Diluido (40-7,5-20) 2
CA Zanahoria Agar (200-15) 2
CDA Czapek Dox Agar 454 4
MA Extracto de malta-Agar (20-20) 2

a
1: Sparapano y Graniti, 1978.

2: Dhingra y Sinclair, 1985,

3: Karaoglanidis et al., 2000.

4: Concentraci6n recomendada del producto comercial.

* Medios de cultivos preparados a presién atmosférica en un bafio a 100°C durante una hora. El resto fueron esteriliza-

dos en un autoclave a 120°C durante 20 min.

medios indicados anteriormente. Una vez
finalizada la siembra, las placas se sellaron
con cinta adhesiva de Parafilm® y se pusie-
ron bajo dos tratamientos de condiciones
Opticas (luz blanca y préxima a UV y oscu-
ridad) a 22°C.

La evaluacion del crecimiento in vitro de
P.cladosporioides en distintos medios de
cultivo se realizé a los 15 y a los 30 dias,
mediante el didmetro de las colonias del
hongo en el medio.

5. Efecto de la temperatura sobre el
crecimiento micelial

La metodologia aplicada en los ensayos
sobre el crecimiento de los distintos aislados
a diferentes temperaturas fue idéntica a la
especificada en el apartado anterior en cuan-
to a la siembra del aislado (Figura 3). El
medio de cultivo elegido para este experi-
mento fue el PDA diluido, ya que los resul-
tados del experimento anterior lo destacaban
entre los mejores.

Figura 3: Colonias del aislado LE701 en el medio PDAD a los 60 dias de crecimiento a distintas temperaturas.
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El desarrollo de cinco aislados (Cuadro 2)
se evalud para una gama de temperaturas de
5° a 35°C a intervalos de cinco grados centi-
grados y en condiciones de oscuridad. Cada
10 dias y hasta 2 meses después de la siem-
bra directa se midié el didmetro de creci-
miento de las colonias. De estas medidas se
calculé la tasa mensual mdxima de creci-
miento (mm/mes) para cada aislado y tem-
peratura.

6. Anilisis de los datos

Los datos fueron analizados utilizando el
programa estadistico "Statistix 7" (Analyti-
cal Software, 2000). La comparacién de
medias se realiz6 segin el test DMS (Dife-
rencia Minima Significativa) protegido de
Fisher, al nivel de probabilidad del 5%
(STEEL y TORRIE, 1985).

Con los datos obtenidos en la caracteriza-
cién morfolégica se realiz6 un anélisis de la
varianza para cada una de las variables
dependientes: longitud, anchura, relacién
longitud/anchura y niimero de septas de la
conidia. Por otro lado, se elaboré una matriz
de correlacién entre todas las variables
dependientes.

En la evaluacién del crecimiento en dis-
tintos medios de cultivo se analizaron como
variables dependientes el didmetro de la
colonia a los 15 y 30 dias. Las variables
independientes consideradas fueron el medio
de cultivo y la presencia o ausencia de luz.

La unidad experimental para el estudio
del crecimiento de los distintos aislados fue
una placa Petri, existiendo cinco repeticiones
para cada una de las temperaturas y aislados
evaluados. Asi mismo, el ensayo se realizé
en dos momentos distintos, considerdndolos
como dos bloques. Se realizé un andlisis de
la varianza global, siendo la variable depen-
diente la tasa mensual maxima y las inde-
pendientes, la temperatura y los aislados.
Ademds se realizé un andlisis de varianza
por cada aislado y por cada temperatura
ensayada. Para la estimacion de la curva de
crecimiento de cada aislado entre las tem-
peraturas de 5°C a 30°C se realiz6 un ajuste
de regresion lineal.

RESULTADOS

1. Obtencion de los aislados

A partir de las hojas con sintomas del
Emplomado se consiguieron por transferen-
cia directa de conidias a medio de cultivo
PDA 5 aislados de P. cladosporioides (Cua-
dro 2). Las colonias de todos ellos presenta-
ron un aspecto morfolégico semejante. El
micelio se desarrollé fundamentalmente
sobre la superficie del medio de cultivo
adquiriendo un aspecto de algodonoso a
verrugoso de color blanco y con el borde
marrén olivdceo oscuro mds patente en el
envés de la placa.

2. Caracterizacion morfolégica

En las observaciones microscépicas,
todas las conidias presentaron un aspecto
morfolégico idéntico: septas, la base trunca-
da y el extremo apical redondeado, tal como
estdn descritas para P. cladosporioides en la
bibliografia (DEIHTON, 1983 ;BRAUN, 1993)
(Figura 2A).

El andlisis estadistico mostrd la existencia
de diferencias significativas entre aislados
respecto a todas las variables dependientes:
longitud, anchura, relacién longitud/anchura
y nimero de septas. Sin embargo, para estos
parametros, no se pudo establecer ninguna
relacion entre aislados segtin su origen geo-
grifico o varietal (Cuadro 4).

La longitud media de las conidias resultd
ser muy variable, los valores medios oscila-
ron en el intervalo de 63,8 um a 37,1 um. La
mayor longitud de las esporas se dio en el
aislado procedente de la variedad ‘Blanque-
ta de Elvas’ y la menor para el aislado pro-
cedente de ‘Coratina’.

En el caso de la anchura, los valores fueron
un poco mis homogéneos. En general, las
conidias del agente del Emplomado tuvieron
una anchura media de 4,3 um a 3,1 um. Cabe
destacar que todos los aislados de la especie P.
ceratoniae tuvieron una menor anchura, entre
con 2,5 a 2,1 um, mostrando marcadas dife-
rencias con las conidias de los aislados de P.
cladosporioides. Dentro de las muestras de
esta dltima especie, las esporas con mayor y
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Cuadro 4. Caracteristicas de las conidias de Pseudocercospora spp de diversos origenes

Muestra Longitud (um) Anchura (um) Long/Anch Septas (n°)
PM-01 45880 3107 152+ 39 48+ 1.6
LS-02 54197 3709 155+39 4715
LS-03 483+ 104 36+0.8 140+42 4714
CI-04 477+ 124 33+05 145+38 3514
LS-05 436165 37+06 12117 48+1.1
DE-06 480130 3605 13.7+4.6 42+13
AC-07 506 £ 10.5 41x£07 12.7+3.8 4512
DE-08 495+ 11.7 36+0.7 14.5+47 4411
PI-09 634 +0.1 4205 158+30 54+10
AC-10 571 x10.7 3906 150+33 55+10
LS-11 582 +8.1 3606 163+24 55+£09
LS-12 576+82 3605 16.1 +25 51x10
DE-13 568 +9.3 3404 169+33 52+06
LS-14 528+86 33+04 16.1 2.1 47+0.7
MA-15 620+95 36+05 17.7+3.7 5207
MA-16 554+73 36+05 158+32 4407
HO-17 583+99 3604 . 163+28 49+10
PM-18 533+83 35+03 154+33 46+0.8
PM-19 556+13.5 35+04 16345 50+1.1
PM-20 550+6.7 36x04 154+26 49+07
PM-21 55877 3202 17723 4710
AC-22 521x7.7 33+02 16.1+2.6 42+06
PM-23 55.1+8.1 36+03 155+23 52+1.1
PM-24 548 £ 6.0 31+£02 17625 49+0.6
PM-25 567+ 115 34+£02 16.7+39 5510
PM-26 618 +6.7 31+£02 20.1+24 58+08
PM-27 579x85 36+£02 16.1+£29 50+£09
LS-28 62.1+93 36+02 172+29 55+£08
LS-29 630%938 38+03 16626 58+10
MA-30 512+68 33+£02 154+19 44+08
CI-31 60.8 + 108 3702 165+33 59+1.1
FR-32 577+738 35+04 16.7+£30 54+09
BE-33 63889 34+03 187+28 59+07
AL-34(1) 682+ 150 21+02 321 +81 6.7+2.1
AR-35 474+84 35+03 137+24 36+06
LS-36 558+79 37+£03 15.1+£22 48 +05
AC-37 548+93 36+03 153+£25 43+10
GO-38 46077 4004 11.7+£20 3207
DE-39 56.7+£9.1 30+£03 18.7+2.9 48+0.6
AL-40(1) 640+ 112 23+02 288+58 67+12
AL-41(1) 49476 25+04 205+4.7 5411
DE-42 48.1+85 38109 134 +4.1 45+12

AL-43(1) 534+93 2502 214+42 43+10
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Muestra Longitud (um) Anchura (um) Long/Anch Septas (n°)
LS-44 554+94 421038 139x37 42+09
LS-45 56.5+6.0 39+08 151+36 51+07
CI-46 57590 3807 15740 4810
0C-47 46054 37+0.7 128+26 43%05
ME-48 468 + 7.8 39+05 12.1+£2.7 40+07
CO-49 488 +7.7 37106 13736 43+06
PI-50 51967 43+05 124+22 46+07
LS-51 497 +82 42+06 123+30 44+09
CH-52 488 £9.0 41+0.7 123+4.1 44+0.7
CO-53 371+48 38+06 10022 35+07
CO-54 441+54 38+0.7 118+24 44+52
LE-55 463 £ 6.7 3908 122+29 46038
PI-56 538+6.3 39+06 144+36 49+0.7
PM-57 59.1+79 4107 15.1£3.7 51+06
PI-58 540x68 41+206 136+32 45+0.7
LE-59 538+7.1 39+05 14127 48+0.7
VE-60 522+64 42+0.7 128+29 4607
PI-61 48465 39+£08 13.1+£32 47x07
FR-62 47 +58 38+06 12123 46+07
FR-63 465+ 64 39+0.7 122+2.7 48+08
LSD g5 4421 0273 1.713 0.582

(1): Obtenidas de Ceratonia siliqua. El resto corresponde con diferentes variedades de O. europaea.

Cuadro 5. Crecimiento del aislado LEMY2 de Pseudocercospora cladosporioides en distintos medios de cultivo

Medios de cultivo
15 dias 2 ) 30 dias

Luz Oscuridad Media Luz Oscuridad Media
EHO 300 g/l 69 7.7 7.3 g* 14.7 15.6 152 cde
EHO 100 g/l 8.1 7.7 79 efg 143 162 15.3 cde
EHO 30 g/l 82 78 8.0 efg 153 145 149 de
EHO100+es 7.6 75 75 fg 148 138 143e
EHO + Avena 85 84 8.4 def 16.1 163 16.2 bede
A& 9.0 8.7 8.8 cde 169 16.7 16.9 bed
ELDA 8.1 8.6 8.3 defg 152 162 15.7 bede
PDA normal 9.7 10.1 99 abc 158 184 17.1 bc
PDAD 10.6 10.7 107 a 17.6 17.8 17.8 ab
Zanahoria Agar 8.6 8.5 8.6de 169 168 16.8 bed
Czapek Dox Agar 10.0 99 9.9 ab 19.3 19.1 192a
Extracto de malta Agar 9.0 9.5 9.2 bed 17.6 17.8 17.7 ab
LSD (s 1.04 2.15

2 Didmetro medio en mm de las colonias incubadas a 22 — 24 °C bajo condiciones de iluminacién continua y en oscuridad.
* Medias seguidas de una letra comiin no difieren significativamente segtin el test LSD protegido de Fisher para P = 0.05.
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menor anchura correspondieron a aislados
procedentes de la variedad ‘Picudo’ y ‘Picho-
line marrocaine’, respectivamente.

La relacién longitud /anchura de las coni-
dias fue sensiblemente superior en las mues-
tras de la especie P. ceratoniae que en las de
P.cladosporioides. Por otro lado, el nimero
de septas vari6 entre 6 y 3 tabiques transver-
sales por espora, independientemente de la
especie de Pseudocercospora.

El anilisis de correlacion entre todas las
variables evaluadas no mostré ninguna rela-
cion entre el nimero de septas y la anchura o
la longitud de la conidia, asi como tampoco
entre la anchura y la longitud.

3. Crecimiento en medios de cultivo

El crecimiento micelial de las colonias en
los distintos medios de cultivo se evalud a

EHO 30

\

.

EHO 300

los 15 y 30 dias después de la siembra direc-
ta (Cuadro 5). A estos tiempos se realizé un
andlisis de la varianza global, el cual mostré
que en cada uno de los periodos no existian
diferencias significativas para la presencia o
ausencia de luz en los diferentes medios de
cultivo. Por el contrario, si se observaron
diferencias en cuanto al crecimiento radial
de las colonias en funcién del medio de cul-
tivo. Los medios que resultaron mds favora-
bles para el crecimiento del hongo en ambos
periodos fueron el medio PDA diluido
(PDAD) y Czapek Dox Agar (CDA). En
cambio, los valores mds bajos del didmetro
de las colonias se obtuvieron con los distin-
tos medios que contenian extracto de hojas
de olivo (Figura 4). En ningtin caso se obser-
v6 la formacién de conidias en el medio de
cultivo.

Figura 4: Colonias de Pseudocercospora cladosporioides en distintos medios de cultivo a los 30 dias de la siembra.
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Cuadro 6. Tasas de crecimiento maximo (mm/mes) de los aislados de Pseudocercospora cladosporioides en el
medio PDAD a diferentes temperaturas

Temperatura (°C)
Aislado 5 10 15 20 25 30 35
PI101 0.6+ 0.8b 32+2.0b 13.8+ 3.6b 17.0+ 3.0b 16.9+ 1.0bc 03+0.7a 0
LEMY2 124+ 1.8a 16.7+39a 332+ 1.6a 346+ 4.5a 30.1+2.3a 1.1+ 1.7a 0
LE601 1.8+ 0.5b 2.3+ 0.5b 16.0+ 3.1b 170+ 3.2b 199+ 2.5b 0.4+ 09a 0
LE701 1.7+ 09b 5.1£2.2b 144+ 2.6b 20.2+ 14b 17.6+ 2.2bc 05+ 14a 0
BL1201 3.6+ 1.5b 37+ 14b 11.6+23b 165+ 2.7b 12.1£ 5.0c 1.1+ 1.5a 0
LSD g5 2.73 536 455 7.00 6.71 1.63 0
0 so ;;mrrﬁu.:sm‘-ulunovms T 501 ¥ =.0,015737° + 0,64728T" - 5,51306T + 26,7782
] = g R =0,
E ° PI101 g wl " LEMY2
R gso
E E
g 2 g 20
8 10 _§ 10 4
3 3
'R N * . [ >3}
[} s 35 20 35
Temperatura (*C) Temperatura ("C)
B 1 veasonr e osmrst-arieasts teser T 7] e s sozurt amre mane
& R =038 g R'=095
E wl LE601 g a0 LE701
g = £
£ »] § 20
g 8
8 0 310
< <
i 8.l |
° I ° 30 35
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
@ » v--c.m‘n'o.wf-zam'ngm
£ R*=2083
E “ BL1201
E ] .
g 1 i
3 101 [ .
] . .
e o ! ' — !
[ 5 10 15 2 > 30 35
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Figura 5: Curvas de crecimiento de los aislados de Pseudocercospora cladosporioides.
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Cuadro 7. Curvas de regresién de los aislados de Pseudocercospora cladosporioides

Aislado Ajuste R2 Téptima® TCméaxP
PI1101 Y= 8.75305 — 3.19905T + 0.35976T2 - 0,00878T> 091 21.9a 19.2bc
LEMY2 Y= 26.7762 - 5.51366T + 0.61728T? — 0,01573T3 093 20.5a 37.8a
LE61001 Y= 11.597 - 3.71045T + 0.38751T2 - 0.00909T3 0,88 224a 21.1b
LE71101 Y= 10.2424 -3.41899T + 0.388T2 - 0,00961T3 095 21.4a 21.0b
BL121201 Y= 6.24987 — 2.30996T + 0.2899T2 - 0,0075T3 0383 21.0a 15.6¢
LSD g 05 425 278

2 Temperatura 6ptima (°C) estimada para la ecuacion ajustada.

b Tasa de crecimiento méxima (mm/mes) estimada por la ecuacién ajustada.

4. Crecimiento a distintas temperaturas

El andlisis de la tasa de crecimiento para
cada uno de los aislados mostrd diferencias
significativas entre ellos, entre las tempera-
turas ensayadas y para la interaccién entre
ambas variables. Segiin el test LSD se obtu-
vieron tres grupos que difieren significati-
vamente entre ellos. La mayor tasa de cre-
cimiento se obtuvo en el aislado LEMY2
procedente de la variedad ‘Lechin de Sevi-
1la’, seguidamente LE701 y LES01 también
de la variedad ‘Lechin de Sevilla’ y, por
dltimo, el menor crecimiento medio fue
para los aislados PI101 de ‘Picual’ y
BL1201 de ‘Blanqueta de Elvas’ respectiva-
mente.

Para el caso de las temperaturas también
se obtuvieron diferencias significativas
entre casi todos los intervalos ensayados. A
las temperaturas de 5° y 10°C, los distintos
aislados, presentaron un crecimiento muy
bajo. El aislado LEMY?2 fue el que tuvo un
mayor crecimiento alcanzando una tasa de
12,4 mm/mes a los 5°C y de 16,7 mm/mes a
los 10°C. Seguidamente fueron los aislados
LE501, LE701,BL1201 y PI101, pero con
un crecimiento mucho menor ya que la tasa
no fue superior a los 5 mm/mes.

La temperatura ptima para el crecimien-
to de P. cladosporioides estuvo en el interva-
lo de 15°C a 25°C y como en las temperatu-
ras anteriores, LEMY?2 fue el que consiguié
un mayor desarrollo en el medio de cultivo.
A los 30°C el crecimiento fue muy bajo, no
existiendo diferencias significativas entre las
tasas de crecimiento entre los distintos aisla-
dos. Cuando la temperatura fue de 35°C no

se obtuvo crecimiento en ninguno de los ais-
lados (Cuadro 6).

Una vez obtenida la tasa de crecimiento de
cada uno de los aislados se buscé la funcién
matematica que relacionase las variables tasa
de crecimiento y temperatura, ademds de
saber con qué precision se puede predecir el
valor que toma una variable y, para que valo-
res dados del resto de variables. Por ello, se
realizé un ajuste de regresion lineal, resultan-
do el modelo polinémico de la forma: Y=d +
cT + bT? + aT3, debido a que fue la que mejor
cumplia las condiciones de distribucién de
residuos, coeficientes de determinacién (R2) y
significacion de los coeficientes de regresi6n.
Y representa la tasa de crecimiento médxima
diaria, T la temperatura (°C) y a, b, ¢ son los
coeficientes de regresién y d es el término
independiente (Figura 5).

A partir de este modelo general se calcu-
16 la ecuacién de crecimiento de cada uno de
los aislados para las temperaturas del inter-
valo entre 5°C y 30°C (Cuadro 7). Una vez
conocida la ecuacién se obtuvo la temperatu-
ra 6ptima mediante la derivaci6n de los poli-
nomios y con este nuevo pardmetro se deter-
mind la tasa maxima de crecimiento por la
ecuacién. Los andlisis estadisticos realizados
no han mostrado diferencias significativas
entre los aislados para la temperatura Gpti-
ma, pero si para la tasa de crecimiento maxi-
ma (Cuadro 7).

DISCUSION

El Emplomado o repilo plomizo causado
por Pseudocercospora cladosporioides es
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una enfermedad del olivo conocida desde
finales del siglo XIX, pero escasamente estu-
diada. Por esta razén se ha realizado el pre-
sente trabajo que forma parte de un proyecto
mds amplio dirigido a caracterizar la etiolo-
gia y la epidemiologia de la enfermedad con
vistas a diseifiar estrategias de lucha més efi-
caces.

La falta de estudios etiolégicos y epide-
miolégicos ha impedido que se desarrollen
medidas de lucha especificas contra el
Emplomado; por ello, para el control de esta
enfermedad se recomiendan las medidas uti-
lizadas contra el Repilo (GRANITI y LAVIOLA,
1981; Pappas, 1993; TRAPERO y BLANCO,
2001).

Uno de los primeros aspectos que deben
ser investigados cuando se inicia la caracte-
rizacién de un patégeno es la posibilidad de
su cultivo in vitro y, por tanto, de la produc-
cién de in6culo (conidias) en condiciones
artificiales. Las Unicas referencias al respec-
to para P. cladosporioides, son los trabajos
de HANSEN y RAWLINS (1944), FAVALORO
(1970) y Pappas (1993), que destacan la difi-
cultad para aislarlo de las hojas y cultivarlo y
la nula 0 muy escasa esporulacién que pre-
sentan los cultivos. Nuestros resultados con-
firman dicha dificultad, ya que, las colonias
de los aislados obtenidos en los mejores
medios de cultivo ensayados crecen lenta-
mente sin llegar a formar conidias. Estos
resultados no son sorprendentes, ya que las
limitaciones sefialadas son habituales en
otras especies de Cercospora y géneros afi-
nes (DHINGRA y SINCLAIR, 1995; CALDWELL,
1994), pero subrayan la necesidad de conti-
nuar investigando en esta linea debido a su
importancia.

Debido a la dificultad para aislar y culti-
var el patégeno in vitro, la caracterizacion
morfolégica de los aislados se ha realizado
exclusivamente a partir de las observaciones
microscépicas de las conidias y conidiéforos
presentes en las lesiones del envés de las
hojas afectadas. Los resultados de las medi-
ciones efectuadas sefialan diferencias signi-
ficativas entre aislados para el tamafio de las
conidias; si bien, estas diferencias son

pequeiias si se comparan con los aislados de
otra especie de Pseudocercospora, P. cerato-
niae, que se utilizaron como comparacién.
Los valores medios del tamafio de las coni-
dias de los aislados de P. cladosporioides
estudiados concuerdan, en general, con los
indicados por la bibliografia aunque difieren
sensiblemente del gran tamafio de algunas
conidias indicado por GARCIA-FIGUERES en
Catalufia (1991). Las diferencias observadas
entre aislados de P.cladosporioides no guar-
daron relacién con su origen geogrifico o
varietal, pero podrian deberse al estado de
desarrollo (madurez) de las conidias en las
lesiones, el cual estd determinado, entre
otros factores, por el momento de recogida
de las muestras y por las condiciones
ambientales.

Una vez que se obtiene el cultivo puro, el
hongo es relativamente fécil de cultivar y el
método puesto a punto en este trabajo, utili-
zando alguno de los mejores medios de cul-
tivo ensayados, como el PDA diluido, resul-
ta valido para realizar estudios sobre el efec-
to de diferentes factores (temperatura, luz,
fungicidas, etc.) en el crecimiento micelial
del hongo. En este sentido, los ensayos lle-
vados a cabo en este trabajo, utilizando el
medio PDA diluido, han demostrado que la
luz no influye significativamente sobre el
crecimiento del hongo y que en ningin caso
se obtuvo la formacién de conidias en
medios de cultivo.

En la bibliograffa revisada no se ha
encontrado ninguna referencia sobre el efec-
to de la temperatura en el crecimiento del
hongo, por ello, fue un objetivo prioritario
considerado para este trabajo. PAPPAS (1993)
indica 22°C como temperatura favorable
para el crecimiento del hongo. Nuestros
resultados han permitido determinar el
patrén de crecimiento de 5 aislados de P. cla-
dosporioides en funcién de la temperatura,
siendo la 6ptima 21°C, la méxima cercana a
30°C y la minima algo inferior a 5°C. Un
aspecto destacado fue la lentitud del creci-
miento de la colonia, que para la temperatu-
ra optima se estima entre 15.6 y 37.8
mm/mes seguin el modelo de regresion ajus-
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tado. Esta tasa de crecimiento no difiere sen-
siblemente de los 30 mm alcanzados por las
colonias de P. cladosporioides a los 60 dias
seglin PAPPAS (1993).

El patrén de crecimiento micelial de P.
cladosporioides en funcién de la temperatu-
ra confirma la buena adaptacién de este pat6-
geno a las condiciones de clima mediterra-
neo del cultivo del olivo. Asf, el otoiio resul-
ta una época muy favorable para la infec-
cién, ya que las lluvias en esta época suelen
coincidir con valores moderados de la tem-
peratura (12 — 25°C) durante un perfodo rela-
tivamente largo de tiempo. Otro momento
favorable es el final del invierno y principio
de la primavera donde las lluvias vuelven a
coincidir con valores similares de temperatu-
ras durante otro largo periodo de tiempo.
Ambos periodos han sido considerados
importantes para el desarrollo del Emploma-
do en base a observaciones de campo
(MODUGNO PETTINARI, 1953; GRANITI y
LavioLa, 1981; Pappas, 1993). No obstante,

ABSTRACT

estos datos son todavia insuficientes para
desarrollar estrategias mds especificas en el
control de esta enfermedad, ya que no se
conocen suficientemente otros aspectos criti-
cos del ciclo de patogénesis, como el efecto
de la temperatura y de la humedad sobre la
infeccién, la duracién del periodo de latencia
de las infecciones, o la capacidad del paté-
geno para mantenerse activo en las hojas

. infectadas, tanto las que permanecen en el

arbol como las que caen al suelo (TRAPERO y
BLANCO, 2001).
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AviLa DE LA CALLE A, A. BENALL, A. TRAPERO CASAS. 2004. Morphological and
cultural variability of Pseudocercospora cladosporioides, causal agent of olive cercos-

poriose. Bol. San. Veg. Plagas, 30: 369-384.

Olive cercosporiose caused by Pseudocercospora cladosporioides is an important
fungal disease, widely distributed on most olive growing regions in the world, although
scarcely studied. The lack of information about this disease let us to begin a research line
on its etiology, epidemiology and control, so the objectives of the present work were to
study culture media and environmental conditions to growth the fungus in vitro and to
determine cultural and morphological variation among pathogen isolates from different

geographical origins and cultivars.

The direct transfer of conidia and/or conidiophores to a plate with PDA medium pro-
ved to be the quickest, easiest and most effective way to isolate the fungi from infected
leaves. However, we were not able to get isolates in season different to winter or fall.
Conidia were not produced on any culture media assayed. For this reason, the characte-
risation of pathogen was performed using conidia formed on the lesions naturally infec-
ted leaves. Out of 59 isolates were studied from varies olive growing areas or cultivars in
Spain and from Morocco. Additionally, 4 isolates of Pseudocercospora ceratoniae obtai-
ned from carob tree (Ceratonia siliqua L.) were used for comparison. Result showed sig-
nificant differences among isolates and greater differences between both fungal species.

The studies of culture media proved that diluted PDA resulted to be good to study the
effect of the different factors on the mycelial growth. In addition, the light did not affect
fungal growth. The growth pattern of an isolate of P. cladosporioides at different tempe-
ratures showed that the minimum temperature was slightly lower than 5°C, the optimum
temperature ranged 21-22,5°C and the maximum temperature near 30°C. These studies
also have demonstrated that there are significant differences between the growth rate of

the isolates.

Key words: Olea europaea, Pseudocercospora cladosporioides, Mycocentrospora,

Ceratonia siliqua.
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