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Deteccion de las infecciones latentes de Spilocaea oleagina en

hojas de olivo
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INTRODUCCION

El Repilo causado por Spilocaea oleagina es una enfermedad extendida por toda el
irea de cultivo del olivo, originando defoliaciones de los drboles afectados que dan lugar
a una disminucién de la produccién. El largo periodo de incubacién de la enfermedad
hace necesaria la deteccién precoz de las infecciones, a fin de establecer una eficaz estra-
tegia de control. En el presente trabajo se ha optimizado el denominado método de la
sosa para la deteccion de infecciones latentes, usado en la mayorfa de estudios sobre la
biologia y epidemiologia de este patégeno, y se ha comparado su eficacia con otros
métodos de deteccion. Se utilizaron hojas separadas de olivos del cultivar ‘Picual’ pro-
cedentes de campos con alta y baja incidencia de la enfermedad y plantones sanos. La
inoculaci6n artificial de hojas y plantones se llevé a cabo mediante deposicién de gotas
o pulverizacién con una suspensién conidial del patégeno. Los resultados obtenidos
mostraron la concentracién del 5% de la solucién de hidréxido sédico como la més ade-
cuada para la deteccion de infecciones latentes. No se observé influencia de la tempera-
tura entre 10y 30 °C, aunque temperaturas iguales o superiores a 60 °C redujeron signi-
ficativamente el nimero de infecciones al disminuir el contraste de las lesiones. El tiem-
po de inmersién de las hojas para la deteccién del 95% de las lesiones fue de 20.7 min.
El tiempo minimo para la deteccién desde que se produce la infeccion se establecié en
10 dfas, resultando las hojas jévenes procedentes de olivos y las procedentes de planto-
nes m4s susceptibles a la infeccién en inoculacién artificial. Ninguno de los demds méto-
dos evaluados mejor6é sensiblemente la detecci6én de infecciones latentes respecto al
método del hidréxido sédico.
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Repilo (ANDRES, 1991; TRAPERO y BLANCO,
2004). Esta defoliacidén origina una escasa

El Repilo o caida de las hojas de olivo,
causado por el hongo Hifomiceto Spilocaea
oleagina, es una de las enfermedades mads
importantes del olivar espafiol, siendo bien
conocida por los olivicultores. La principal
consecuencia de la enfermedad es la caida
anticipada de las hojas infectadas, quedando
en ocasiones las ramas totalmente defolia-
das, lo que hace referencia al nombre de

floracién y fructificacién. El sintoma més
caracteristico de la enfermedad se presenta
en el haz de las hojas, donde se aprecian
manchas, frecuentemente circulares, de
tamafio variable y de coloracién desde
marrén oscuro a negro, a veces con un halo
amarillo caracteristico, aunque también pue-
den aparecer lesiones en el peciolo y en el
nervio central del envés de las hojas, en el
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Figura |. Manchas foliares tipicas causadas por Spilocaea oleagina en hojas de olivo.

pedinculo, en el fruto y en ramos jovenes
(Figura 1) (ANDRES, 1991; GraniTI, 1993;
MODUGNO, 1957, TRAPERO y BLANCO, 2004).
Spilocaea oleagina es un patégeno especifi-
co del olivo y su nombre hace referencia
exclusivamente al estado asexual del hongo.
Los dnicos propdgulos del patégeno para la
dispersién e infeccién son las esporas ase-
xuales o conidios. Estos se dispersan casi
exclusivamente por la lluvia, aunque tam-
bién se ha determinado su dispersién por
viento e insectos (TiAMOS et al., 1993). El
establecimiento de la infeccion se produce
entre 8 y 24 °C, con el 6ptimo en torno a 15
°C, y requiere agua libre o alta humedad
durante al menos 12 horas (VIRUEGA y TRA-
PERO, 2002). El periodo de incubacién o
latencia, desde la infeccién hasta la aparicion
de sintomas o signos, tiene una gran impor-
tancia epidemiolégica. Su duracién es muy
variable, pudiendo oscilar entre 1 y 10
meses, en funcién de la temperatura, hume-
dad relativa, variedad de olivo, edad de la

hoja, etc. (TRAPERO et al., 2001). La larga
duracién de este periodo pone de manifiesto
la importancia de su deteccidn temprana, que
es fundamental para la oportuna aplicacién
de las intervenciones fitosanitarias contra Ja
enfermedad (LOPRIENO y TENERINI, 1959).
Un momento critico para la infeccién es la
primavera, si se presentan periodos frescos y
[luviosos y existe abundancia de indculo.
Las infecciones de hojas jovenes, que son
extremadamente susceptibles, permanecen
latentes hasta el otoflo-invierno siguiente,
constituyendo la principal fuente de inéculo
(VIRUEGA y TRAPERO, 1999; TRAPERO y
Roca, 2004). Para la deteccidn de infeccio-
nes latentes por hongos causantes de rofas
en frutales u otras enfermedades foliares que
presentan cierta similitud con el Repilo, hay
publicados gran nimero de métodos (BRUZ-
zeSE y HAsAN, 1983; CERKAUSKAS y SIN-
CLAIR, 1980; GESSLER y STumMm, 1984;
MYERS y Fry, 1978; PREECE, 1959, SaHA et
al., 1988; SHIPTON y BrROwN, 1962; TUITE,
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1969; WHITE y BAKER, 1954). Estos métodos
utilizan aclarado y/o tincidén integral de las
hojas o sustancias que aceleran la senescen-
cia de los tejidos vegetales y la manifesta-
cién de sintomas y signos de la infeccidn.
Para S. oleagina en olivo, el método de
detecciéon mayormente utilizado en los estu-
dios sobre la biologia y epidemiologia del
patégeno, fue desarrollado por LOPRIENO y
TENERINI (1959) y se basa en la oxidacién de
los compuestos fendlicos que se acumulan
en las zonas afectadas como respuesta al
patbégeno, al sumergir las hojas en una solu-
cién acuosa de hidréxido sédico (NaOH) o
hidréxido potasico (KOH) al 5% y 50-60 °C
durante 2-3 min. Este método conocido
como el “método de la sosa” fue modificado
por LABORDA (1964), haciéndolo aplicable a
temperatura ambiente. ALVARADO y BENITO
(1975) utilizaron una nueva modificacién del
método, prolongando el tiempo de inmersion
hasta 25-35 min, manteniendo la concentra-
cién del 5% de NaOH.

Salvo en contadas ocasiones (ANTON,
1988; GrANITI, 1962; 1965; MILLER, 1949;
SAAD y MASRI, 1978; TENERINI y LOPRIENO,
1960), no se han utilizado métodos alternati-
vos al de la sosa para revelar infecciones
latentes de S. oleagina en olivo.

Debido a las importantes implicaciones
epidemiolégicas y al limitado conocimiento
existente sobre las infecciones latentes de S.
oleagina en hojas de olivo, el objetivo del
presente trabajo ha sido la optimizacién del
método del hidréxido sédico y la evaluacién
de la eficacia de otros métodos en la detec-
cion de las infecciones de S. oleagina.

MATERIAL Y METODOS

1.- Material vegetal

Se utilizaron hojas de olivo del cultivar
‘Picual’ recogidas en la finca “Alameda del
Obispo” del C.I.LF.A. de Cérdoba; las hojas
procedian de parcelas con un ataque severo
de Repilo (incidencia de hojas con lesiones
visibles del 25-45%) y de parcelas con bajo
ataque (incidencia de lesiones latentes o
visibles <0,5%). También se utilizaron

plantones del mismo cultivar, de 4-6 meses
de edad, cultivados en invernadero y libres
de Repilo, asi como hojas separadas de
éstos.

2.- Inoculacién

La inoculacién de las hojas o plantones
con S. oleagina se llevd a cabo siguiendo el
método desarrollado por LOPEZ DONCEL et
al. (2000). Dos formas de inoculacién fueron
utilizadas, en la primera se colocaron en el
haz foliar, tres gotas de una suspensién coni-
dial obtenida sumergiendo en agua hojas
intensamente esporuladas, ajustandose la
suspensién a 1-1,5 x 103 conidios /ml. En el
segundo caso se pulverizaron las hojas o los
plantones con dicha suspensién conidial.
Tras la inoculacién se incubaron las hojas o
los plantones durante 48 horas en oscuridad
a 12-20°C y 100% HR. Las hojas separadas
se mantuvieron en cdmaras himedas para
evitar la desecacién durante el transcurso del
ensayo.

3.- Optimizacion del método de detec-
cion del hidréxido sédico

Para optimizar el método de deteccion
de las infecciones latentes con hidréxido
sodico se evaluaron los siguientes factores:
concentracién de NaOH (10 a 300 g/I),
temperatura (10 a 100 °C), tiempo de
inmersiéon (2 a 60 min), edad de la hoja
(joven, intermedia, vieja) y procedencia de
la hoja (plantén en invernadero, olivo en
campo). Debido al gran nimero de facto-
res, su efecto se determind en experimentos
secuenciales, en los que se evaluaron por
separado cada uno de ellos fijando los res-
tantes, a excepcion del caso de la tempera-
tura, donde se incluyeron tres tiempos de
inmersion (5, 15 y 30 min). Los valores de
los factores fijos en cada uno de los experi-
mentos, ordenados cronolégicamente, fue-
ron: 20 °C y 30 min de inmersién para estu-
diar el efecto de la concentracién de
NaOH; 50 g/l y 5, 15 y 30 min para la tem-
peratura; 50 g/l y 20£2 °C para el tiempo
de inmersién y 50 g/l, 20£2 °C y 30 min
para la edad y procedencia de las hojas.
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4.- Comparacién con otros métodos de
deteccion

Utilizando como referencia el método de
la sosa, se evaluaron 10 métodos de tincién
integral (con o sin clarificado previo de las
hojas), tincién con azul algodén en lactofe-
nol (WHITE y BAKER, 1954), DIENER (1955),
PREECE (1959), TENERINI y LOPRIENO (1960),
SHIPTON y Brown (1962), Enochs (TUITE,
1969), MYERS y Fry (1978), BRUZZESE y
HAsAN (1983), GESSLER y STUMM (1984) y
el método de tincién con rosa de bengala
(SAHA, 1988); tres métodos basados en la
reaccién con los grupos fendlicos acumula-
dos en las zonas infectadas (métodos del
hidréxido potdsico (LOPRIENO y TENERINI,
1959), agua oxigenada y de] cloruro férrico)
y un ultimo método basado en acelerar la
senescencia de las hojas (método del “Para-
quat”) (CERKAUSKAS y SINCLAIR, 1980).

5.- Evaluaciones realizadas y analisis
de los datos

Las determinaciones realizadas tras la
aplicacién de estos métodos para la detec-
cién de infecciones latentes de S. oleagina
fueron: incidencia de hojas con infecciones
latentes, nimero de lesiones latentes por
hoja (distinguiendo tres tamaifios: pequenas
(<1 mm), medianas (1-3 mm) y grandes (>3
mm) y didmetro medio de las lesiones.

Los datos se analizaron mediante el pro-
grama “‘Statistix” (ANALYTICAL SOFTWARE,
2003). A partir de los datos de incidencia de
hojas con sintomas visibles (evaluada en
campo) y de hojas con lesiones latentes (eva-
luada en laboratorio), se determind la inci-
dencia total segtin la expresion:

Totales = Visibles + (100 - Visibles) x
(Latentes/100)

en la que todos los valores se expresan como
porcentaje. Se realizaron andlisis de la
varianza para el efecto de los factores estu-
diados. La comparacién de medias se hizo
segiin el test DMS (Diferencia Minima Sig-
nificativa), protegido de Fisher al nivel de
probabilidad del 5% (STEEL y TORRIE, 1985).

Para analizar el efecto del tiempo de inmer-
sion de las hojas en la deteccién de infeccio-
nes latentes, se ajustaron los datos a la distri-
bucién de Weibull (WEIBULL, 1951), definida
por la ecuacién:

Y=1- e((l-a)/b)(

en la que Y = proporcién acumulada de
lesiones detectadas; t= tiempo en minutos;
a= parametro de localizacién o tiempo de
comienzo de la deteccion (en este caso a =
0); b y ¢ son los pardmetros de escala y
forma, respectivamente. El ajuste estadistico
de los datos se realiz6 sobre la forma lineari-
zada de dicha ecuacion:

Ln (Ln (1/(1-y)))=cLnt-cLnb

en la que Ln es el logaritmo natural. Este
modelo de regresion fue elegido en base a la
significacién de los pardmetros estimados
(P<0.05), coeficiente de correlacién (R2),
coeficiente de correlacién ajustado por los
grados de libertad (R?a), estadistico Durbin-
Watson de autocorrelacién y la distribucion
de residuos (CAMPBELL y MADDEN, 1990;
ANALYTICAL SOFTWARE, 2003). Para el ajuste
se utilizaron los valores medios ponderados
por la inversa del coeficiente de variacion de
la proporcién de lesiones detectadas sin acu-
mular (1/CV = media/desviacién estdndar).

RESULTADOS

1.- Efecto de la concentraciéon de NaOH

La concentracién de la soluci6én de hidré-
xido sédico ejerci6 una influencia significati-
va sobre la deteccién de infecciones latentes
de S. oleagina, tanto en el nimero de lesiones
aparecidas y el tamafio de éstas, como en la
incidencia de hojas con infecciones latentes
(Cuadro 1; Figura 2). En las concentraciones
superiores a 100 g/, el contraste entre las
lesiones y los tejidos de la hoja se hizo pau-
latinamente menor. Al aumentar la concen-
tracion, la superficie de las manchas tendié a
hacerse mayor, disminuyendo sin embargo su
color. Asi, se encontré6 que el nimero de
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Cuadro |. Efecto de la concentracion de la solucién de hidréxido sédico en la deteccién de infecciones latentes
de Spilocaea oleagina en hojas de olivo infectadas en campo¥

FECHA INCIDENCIA NUMERO DE LESIONES LATENTES®
CONC* DE HOJAS
MUESTREO INFECTADAS (%) PEQ. MED. GRA. TOT.
MARZO 12.5 10.42 a 25.7 a 13.0 2 I.8a 40.5a
25 12.3 ab 25.0a 18.5a l.la 44,6 a
50 147 ¢ 54.1b 36.7b 7.1b 97.9b
100 13.8 be 34.1 ab 209 a 54b 60.4 a
NOVIEMBRE 10 6.8a 28.1a 285a 32a 60.8 a
25 89b 260a 325a 32ab  61.7a
50 10.5 be 309b 21.6a 33ab 5584
100 11.7 cd 40.3 be 399b 63bc  865b
150 13.1d 493 ¢ 438b 88c 1019b
DICIEMBRE 10 12.1 a 88.0 ab 7.8a 09a 96.7 ab
25 11.5a 71.8a 80a 20a 81.8a
50 159b 126.7 cd 11.0a 28a  1405¢
100 16.2b 136.4d 10.1a 26a 1491 ¢
150 17.0b 97.5 be [I.la 80b  116.6bc
200 15.7b 96.6 abc 129 a 100b  119.5bc
250 162b 88.8 ab 24.7b 205¢  1340c¢
300 157b 80.5 ab 32.1b 232¢  1448¢

v Hojas asintomdticas procedentes de una parcela experimental de la finca “Alameda del Obispo™ (CIFA, Coérdoba)

que presentaba un severo atague de Repilo.

N«

Concentracién de la solucién de hidréxido sédico en g/l.
Pequeiias (PEQ.,< 1mm), Medianas (MED., 1-3mm), Grandes (GRA., > 3mm)], Totales =PEQ+MED+GRA.
Cada valor es media de 10 repeticiones de 20 hojas. Para cada columna y fecha, valores seguidos de una letra comiin

no difieren significativamente (P=0.05), seguin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE. 1985). Para el
andlisis de la varianza se realizaron las transformaciones Arcoseno (x/20)%3 para la incidencia y (x+0.5)03 para los

conteos de los diferentes tipos de lesiones.

lesiones pequefas detectadas iba disminu-
yendo conforme aumentaba la concentracion
de la solucidn a partir de los 100 g/1, mientras
que aumenté el niimero de lesiones medianas
y grandes, hasta los 300 g/l. En el total de
lesiones, ambas tendencias se contrarresta-
ron, tendiendo su niimero a permanecer esta-
ble a partir de los 50 g/l. La incidencia de
hojas con infecciones latentes de Repilo, fue
significativamente superior para concentra-
ciones de hidréxido sédico iguales o superio-
res a 50 g/l, no existiendo en general, dife-
rencias significativas entre estas ultimas con-
centraciones. En las hojas inoculadas, el
efecto de la concentracién sobre el didmetro
de las lesiones no result6 significativo. Para
el nimero de lesiones detectadas si hubo un

efecto significativo de la concentracion,
detectdndose mayor nimero de lesiones con
concentraciones iguales o superiores a 25 g/l
y no existiendo diferencias entre las dltimas
concentraciones (Cuadro 2).

2.- Efecto de la temperatura

La temperatura, entre 10 y 30 °C, no mos-
tré6 una influencia significativa sobre la
deteccién de las infecciones latentes de
Repilo (Cuadro 3). No obstante, se observé
una disminucién del contraste de las lesiones
al aumentar la temperatura, por lo que el
nimero de lesiones disminuy6 al emplear la
temperatura de 60 °C. A 100 °C no se detec-
té ninguna infeccion. En este experimento se
emplearon tres tiempos de inmersién de las
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Figura 2. Sintomas latentes en hojas inoculadas
sometidas al método de la sosa. A) hojas procedentes
de plantones tras 10 minutos de mmersién en solucién

de NaOH. B) hojas inoculadas mediante gota.

hojas (5, 15 y 30 min), observiandose un
aumento significativo de la incidencia de
hojas infectadas y del nimero de lesiones
latentes, especialmente las lesiones media-
nas y grandes, al aumentar el tiempo de
inmersién (Cuadro 4). Sin embargo, no se
observd interaccién entre temperatura y
tiempo de inmersion.

3.- Efecto del tiempo de inmersién

La evaluacién de la deteccién de infeccio-
nes latentes en funcién del tiempo de inmer-
sion de las hojas se representa en la Figura 3.
Como puede apreciarse, la gran mayoria de
lesiones latentes de S. oleagina se detectaron
a los pocos minutos (< 5 min) de la inmer-
sién en hidréxido sédico, pero continuaron
apareciendo algunas hasta los 60 min (Figu-
ra 3). No obstante, a partir de los 45 minutos,
el contraste de las manchas disminuyé mar-
cadamente. El modelo de Weibull present6
un buen ajuste a los datos experimentales.
Los dos pardmetros fueron significativos
(p=0.05), los valores de R? y RZ, fueron
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Figura 3. Evolucioén de la deteccidon de infecciones latentes de Spilocaea oleagina en hojas de olivo en funcién del
tiempo de inmersion de las hojas en NaOH. Curva de valores ajustados por el modelo de Weibull frente a los valores
observados (rombos).



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 33. 2007

Cuadro 2. Efecto de la concentracion de la solucién de hidroxido sédico en la deteccion de infecciones latentes de
Spilocaea oleagina en hojas de olivo inoculadas¥

CONCENTRACION NUMERO DE LESIONES DIAMETRO DE
(g/l NaOH) LATENTES POR HOJA LAS LESIONES (mm)

10 0.6 a 0.83

25 1.0 abe 1.20

50 0.7 ab 0.82
100 1.3 abc 1.09
150 1.5 abe 1.14
200 19¢ 1.86
250 19¢ 1.53
300 1.6 be 1.61

y Hojas sanas del cultivar *Picual” se inocularon mediante deposicion de gotas de una suspension de conidios de

S. oleagina (3 gotasthoja).

z Cada valor es media de 10 repeticiones de | hoja. Para cada columna, valores seguidos de una letra comin, o sin letra,
no difieren significativamente. segtin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE. 1985). Para el andlisis de
la varianza se realiz6 la transformacién Arcoseno (x/3)0-% para el nimero de lesiones.

Cuadro 3. Efecto de la temperatura de la solucién de hidroxido sédico en la deteccién de infecciones latentes de
Spilocaea oleagina en hojas de olivo infectadas en campo®

INCIDENCIA DE

NUMERO DE LESIONES LATENTESY

TEMP
o HOJAS INFECTADAS
O %) PEQ. MED. GRA. TOT.
10 14.67 ab 46.6 b 26.5 ab 394 770 b
20 133 a 54.1b 29.5ab 424 87.8b
30 152b 53.5b 37.7b 47a 959 b
60 13.6a 164 a 22.7a 35a 42.6a
x Hojas asintomdticas procedentes de una parcela experimental de la finca "Alameda del Obispo™ (CIFA, Cordoba)
gue presentaba un severo ataque de Repilo.
y Pequefias (PEQ.. < Imm). Medianas (MED.. -3 mm). Grandes (GRA.. > 3mm). Totales = PEQ + MED + GRA.
7 Cada valor es media de 5 repeticiones de 100 hojas. Para cada columna. valores seguidos de una letra comiin, no difie-

ren significativamente (P=0.05). scgiin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE. 1985). Para el andlisis de
la varianza se realizaron las transformaciones Arcoseno (X/100)0-5 para la incidencia y (X+0.5)%% para los conteos de

los diferentes tipos de lesiones.

0.980 y 0.977 respectivamente, no existio
autocorrelacion y no se observo un patron
claro en la distribucién de los residuos estan-
darizados sobre los valores ajustados ni
sobre la variable independiente (Ln t). Las
predicciones del modelo para el tiempo
necesario para detectar el 50, 95 y 99% de
las infecciones latentes fueron 1.1, 20.7 y
49.3 min, respectivamente. El intervalo de
confianza y el intervalo de prediccion para el
tiempo necesario para la deteccién del 95%
de las infecciones latentes fueron 18.5-23.2
y 14.4-29.9 min, respectivamente.

4.- Efecto de la edad y procedencia de
la hoja

La edad y el tipo de hoja tuvieron una
marcada influencia en la deteccién de infec-
ciones latentes de S. oleagina. En los experi-
mentos con plantones inoculados artificial-
mente (Experimentos | y 2; Figura 4A) las
lesiones comenzaron a detectarse a partir de
los 10 dias de la inoculacién. Entre los 10y
14 dias se produjo un aumento drdstico en la
deteccidn, que continud hasta estabilizarse
en torno al 85%, a partir de la 4* semana de
la inoculacién. El valor T (tiempo en el
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Hojas infectadas (%)

Lesiones (%)
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B) hojas separadas inoculadas mediante gota, obtenidas de plantones en invernadero y de 4rboles en campo

Figura 4. Variaci6én temporal en la deteccién de infecciones latentes de Spilocaea oleagina.

A) plantones de 6 meses inoculados por pulverizacién.

(hoja joven, intermedia y vieja).
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Cuadro 4. Efecto de tres tiempos de inmersién en la solucién de hidréxido sédico en la deteccién de infecciones
latentes de Spilocaea oleagina en hojas de olivo infectadas en campo*

INCIDENCIA DE NUMERO DE LESIONES LATENTESY

TIEMPO
(min) INFE?’(F);ADiS(%) PEQ. MED. GRA. TOT.
5 12.5%a 438a 223a 21a 68.2a
15 14.2b 427a 30.1b 38a 76.6 a
30 15.8 ¢ 413a 34.8b 62b 823a

x Hojas asintomdticas procedentes de una parcela experimental de la finca “Alameda del Obispo” (CIFA, Cérdoba)
que presentaba un severo ataque de Repilo.

y Pequefias (PEQ., < Imm), Medianas (MED., 1-3 mm), Grandes (GRA., > 3mm), Totales = PEQ + MED + GRA.

Cada valor es media de S repeticiones de 100 hojas. Para cada columna, valores seguidos de una letra comin, no difie-

ren significativamente (P=0.05), segin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE, 1985). Para el andlisis de

la varianza se realizaron las transformaciones Arcoseno (X/100)0- para la incidencia y (X+0.5)0-5 para Jos conteos de

los diferentes tipos de lesiones.

~N

Cuadro 5. Efecto de la edad y del tipo de hoja en la deteccién secuencial de infecciones latentes de
Spilocaea oleaginat

Material . Incidenciax Didmetroy
vegetal® Tso infecciones (%) mancha
(mm)
Plantén (Exp. 1) 15.92 86.0 -
Plant6n (Exp. 2) 13.8 84.0 1.1
Hoja (plantén) (Exp. 3) 9.9a 100a S.4a
Hoja (4rbol-A) (Exp.3) 9.7a 100a 4.6a
Hoja (arbol-M) (Exp. 3) 12.8b 93.3b 2.9b
Hoja (4arbol-B) 15.6¢ 66.7¢c 0.9¢

t Plantones completos u hojas separadas de olivo del cultivar ‘Picual’ se inocularon con una suspensién de conidios de
S. oleagina, mediante pulverizacién o gota (3 gotas/hoja), respectivamente. Cada 3.5 dias durante 4 semanas, se toma-
ron muestras de hojas que fueron evaluadas con el método del hidréxido sédico.

u Se utilizaron plantones completos (Exp. | y Exp. 2) cultivados en invernadero durante 6 meses, hojas separadas de los
plantones y hojas de tres edades (A = jovenes, zona apical del ramo; M = edad intermedia; B = viejas, zona basal del

ramo) procedentes de olivos que no presentaban ataques de Repilo.

N x <

Tiempo en dias en que se detectaron el 50% de las infecciones.

Porcentaje medio de infecciones detectadas a las 4 semanas de la inoculacién.

Didmetro medio de las manchas detectadas a las 4 semanas de la inoculacién.

Para cada columna, los valores de los distintos tipos de hojas seguidos de una letra comin no difieren significativa-

mente (P = 0.05), segin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE, 1985).

que se detectaron el 50% de las lesiones) fue
de 15.9 dias para el primer experimento y
13.8 para el segundo (Cuadro 5). Las infec-
ciones latentes se hicieron visibles, convir-
tiéndose en lesiones con abundante esporula-
cién, a partir de los 60 dias de la inoculacién.
En el tercer experimento, con hojas separa-
das procedentes de plantones y olivos, la
evolucién temporal de la deteccién de infec-
ciones latentes fue similar a lo indicado ante-
riormente, aunque mds rdpida (Figura 4B).
Las hojas de plantones y las hojas jévenes de
olivo de campo presentaron un 60-63% de

incidencia a los 10 dias, alcanzando el méxi-
mo (préximo al 100%) a partir de los 14-17
dias; mientras que las hojas viejas del campo
mostraron una incidencia del 5,5% a los 10
dias, alcanzando el méximo (aproximada-
mente 70%) a partir de los 28 dias de la ino-
culacién. Las hojas de edad intermedia mos-
traron tiempos de deteccién intermedios. Las
lesiones latentes se hicieron visibles a partir
de los 30 dias de la inoculacién. El didmetro
medio de las lesiones también mostré un
incremento gradual con el tiempo; si bien,
los didmetros de las lesiones de las hojas
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Figura S. Lesiones latentes de Spilocaed oleaging en hojas infectadas en campo, tras la aplicacion de varios métodos
de deteccion. |) Método de Enochs (1969), 2) Método de Tenerini y Loprieno (1960},
3) Método de Myers y Fry (1978), 4) Método del cloruro férrico, 5) Método del agua oxigenada.
6) Método del “Paraquat”. 7) Método de tincidn con rosa de bengala, 8) Método de Preece {1959).
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procedentes de plantones o de hojas jévenes
del campo fueron similares y difirieron a su
vez de los de las hojas intermedias y viejas
procedentes del campo (Cuadro 5).

5.- Comparacion entre métodos de
deteccion

En la valoracién cualitativa de los métodos
de deteccion de infecciones latentes de S. ole-
agina, la mayorfa de los métodos ensayados
lograron una buena clarificacién de las hojas
a excepcion de la tincién con azul algoddn en
lactofenol, la tincién con rosa de bengala, y
los métodos del Paraquat, del agua oxigenada
y del cloruro férrico. En algunos de los méto-
dos la tincion logré poner de manifiesto clara-
mente las infecciones latentes de S. oleagina,
(Preece, Enochs, Bruzzese, agua oxigenada)
aunque en ciertos casos, también aparecian
manchas similares en zonas danadas mecani-
camente o por el propio procedimiento (Pree-
ce, cloruro férrico) e incluso en hojas no
infectadas (Gessler), o bien el nimero de
lesiones detectadas era inferior al de otros
métodos (Shipton y Brown). En otros casos,
el contraste entre la zona de infeccién y el

resto de la hoja no era fécilmente apreciable
(tincién con azul algodén, Diener, Tenerini y
Loprieno, Myers, y tincion con rosa de ben-
gala). El método del hidréxido potdsico mos-
tré resultados similares al del hidréxido sédi-
co. El método del Paraquat origind manchas
en las hojas infectadas pero también en las
sanas, que derivaban hacia una necrosis de las
zonas afectadas.

Ninguno de los métodos evaluados cuan-
titativamente en hojas de campo resulté
superior al del hidréxido sédico en la detec-
cién de infecciones latentes (Figura 5). Los
mds destacados en la deteccién de la inci-
dencia de hojas infectadas y nimero de
lesiones fueron los métodos del hidréxido
sodico, Tenerini y Loprieno, agua oxigena-
da, Preece, hidroxido potdsico y Shipton y
Brown, aunque existid solapamiento con
otros métodos (Cuadro 6). En las hojas ino-
culadas sélo se evaluaron los métodos de
mejor resultado (hidréxido sédico, Tenerini
y Loprieno, agua oxigenada, Preece vy
Enochs), pero no hubo diferencias significa-
tivas ni sobre el nimero de lesiones detecta-
das ni sobre el tamafio de éstas (Cuadro 7).

Cuadro 6. Comparacion de métodos de deteccion de infecciones latentes de Spilocaea oleagina en hojas infecta-
das en campo¥

NUMERO DE LESIONES LATENTES*

METODO INCy. PEQ. MED. GRA. TOT,
BRUZESSE & H. 6.4% ab 19.8 a 10.4 bed 5.4 abc 35.6 ab
CLORURO-FE 7.0 abe 32.0ab 14.2 cd 8.2 be 54.4 bed
TENERINI & L. 9.0d 59.0 be 19.0d 104 ¢ 88.4 cde
H,0, 7.2 abed 1158 ¢ 7.0 abc 4.4 ab 1272 ¢
KOH 6.6 abc 94.6¢ 5.4 ab 1.8 a 101.8 de
NaOH 7.8 bed 1138 ¢ 10.0 bed 3.0 ab 126.8 ¢
PREECE 8.4 cd 34.2 ab 13.2 bed 2.8 ab 50.2 abe
SHIPTON & B. 58a 68.0 be 16.4 d 2.6 ab 87.0 cde
ENOCHS 5.84 a 40.4 ab 9.2 bed 2.2 ab 51.8 bed
WHITE & B. 5.6a 10.4 a 24a 3.4 ab 16.2 a

v Hojas asintométicas procedentes de una parcela experimental de la finca “Alameda del Obispo” (CIDA, Cérdoba) que

presentaba un severo ataque de Repilo.

x Pequerias (PEQ., < | mm), Medianas (MED., |-3 mm), Grandes (GRA., > 3 mm)]. Totales =PEQ+MED+GRA.

N <

Incidencia de hojas con infecciones latentes de Repilo (%).
Cada valor es media de S repeticiones de 20 hojas. Para cada columna, valores seguidos de letra comiin no difieren

significativamente (P=0.05) segin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE, 1985). Para el andlisis de la
varianza se realizaron las transformaciones Arcoseno (X/20)0-5 para la incidencia y (X+0.5)%5 para los conteos de

lesiones.
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Cuadro 7. Comparacion de métodos de deteccion de infecciones latentes de Spilocaea oleagina en hojas de olivo

inoculadas*

DIAS DESDE , NUMERO DE DIAMETRO DE
INOCULACION METODO LESIONES/HOJA LESIONES (mm)
13 NaOH 0.7y 0.07~

PREECE 0.4 0.04

TENERINI & L. 0.7 0.04

34 ENOCHS 2.9 3.66
NaOH 1.9 2.17

H,0, 2.1 3.21

X Hojas sanas del cultivar ‘Picual’ se inocularon mediante deposicién de gotas de una suspension de conidios de

S. oleagina (3 gotas/hoja).

y Cada valor es media de 10 repeticiones de | hoja. Para cada columna y cada tiempo, valores seguidos de una letra
comdn, o sin letra, no difieren significativamente, segin el test DMS protegido de Fisher (STEEL y TORRIE, 1985).
Para el andlisis de la varianza se realizé la transformacion Arcoseno (x/3)0-° para el ndmero de lesiones.

z Media de la suma de los didmetros de las lesiones de 10 hojas.

DISCUSION

El método del hidréxido sédico (LOPRIE-
NO y TENERINI, 1959) ha sido usado en la
mayoria de los estudios sobre biologia y epi-
demiologia del Repilo del olivo causado por
S. oleagina (D"ARMINI y RAGGI, 1966; GRA-
NITI, 1993; LavioLa, 1968; Ramos, 1968;
RENAUD, 1968; SAAD y MASRI, 1978; SALER-
NO, 1960). Debido a su sencillez y facilidad
de manejo sigue siendo ampliamente utiliza-
do entre los técnicos de la Proteccion Vege-
tal (CIVANTOS y SANCHEZ, 1994), investiga-
dores e incluso agricultores. A pesar de la
enorme difusién del método, practicamente
no existen estudios sobre aspectos esenciales
del mismo, como son la concentracion, tem-
peratura y tiempo de inmersién Sptimo para
la deteccién de las infecciones latentes de S.
oleagina, asi como la influencia de factores
como la edad de la hoja o el estado de desa-
rrollo de la infeccién sobre la eficacia del
método. LOPRIENO y TENERINI (1959) reco-
mendaron usar una solucién de NaOH (6
KOH) al 5% y 50-60 °C, manteniendo las
hojas sumergidas durante 2-3 min. LABORDA
(1964) modificé ligeramente el método,
usando una concentracién del 4% de NaOH
y aplicacién a temperatura ambiente. ALVA-
RADO y BENITO (1975) establecieron una
correlacién entre el tiempo de inmersién de
las hojas y el estado de desarrollo de la infec-
cién, senalando que si se prolonga dicho

tiempo hasta 25-35 min, se pueden detectar
lesiones en las fases iniciales de desarrollo.
Segtin los resultados del presente estudio,
parece que la concentracion del 5% es la ade-
cuada ya que concentraciones menores han
sido menos eficaces y las superiores no se han
mostrado significativamente mas eficientes en
la deteccién de hojas infectadas ni en el
nimero de lesiones reveladas. Ademas, con-
centraciones mayores disminuyen el contras-
te de las lesiones sobre los tejidos de la hoja.
No se obtuvo variacién significativa de la
deteccién en el intervalo de temperatura de
10-30 °C, aunque a 60 °C la deteccién fue sig-
nificativamente peor. Este resultado concuer-
da con el uso de la solucién a temperatura
ambiente propuesto por LABORDA (1964).
Los resultados del seguimiento de la apa-
ricién de manchas en las hojas durante 60
min, indican que a los pocos minutos (< 5
min) se detecta la gran mayoria de las infec-
ciones latentes de S. oleagina. A partir de 45
min e] contraste disminuy6 considerable-
mente. En nuestro trabajo el tiempo estima-
do por el modelo para detectar el 95% de las
lesiones fue de 20.7 min, con un intervalo de
prediccién de 15-30 mun, por lo que se eligié
el tiempo de inmersién de 30 min para el
resto de evaluaciones. No se ha encontrado
relacién entre la temperatura de la solucién y
el tiempo de inmersién de las hojas. Aunque
no ha sido objeto de este trabajo estudiar la
relacién entre la deteccion y el estado de
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desarrollo de las infecciones, nuestros resul-
tados parecen indicar que no existe relacion
directa entre el estado de desarrollo de las
colonias de S. oleagina en las hojas y la rapi-
dez de aparicién de las manchas correspon-
dientes. La disponibilidad de un método de
inoculacién (LOPEZ DONCEL et al., 2000) ha
permitido evaluar el tiempo minimo necesa-
rio para la deteccién de infecciones latentes,
estableciéndose en |0 dias desde la infec-
cién, aunque tanto el momento de aparicin
como la incidencia de las infecciones y el
tamafio de las Jesiones dependieron de la
edad y tipo de hoja. Las hojas mas jovenes
procedentes de olivos, asi como las hojas de
plantones resultaron mas susceptibles.

Son pocos los casos en que se han usado
métodos alternativos al de la sosa para la
deteccion de infecciones latentes de Repilo
(ANTON, 1988; GRANITI, 1962; 1965; TENERI-
NI y LOPRIENO, 1960; MILLER, 1949; SAAD y

ABSTRACT

Masri, 1978). En este trabajo se han evalua-
do varios métodos usados en la deteccién de
infecciones latentes de otras enfermedades.
Ninguno de los métodos evaluados ha mejo-
rado sensiblemente los resultados respecto al
método del hidréxido sédico. No obstante,
algunos de ellos (Preece, Enochs, agua oxige-
nada) pueden servir para contrastar resultados
dudosos obtenidos con dicho método.
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ZARCO A., J. R. VIRUEGA, L. F. Roca, A. TRAPERO. 2007. Detection of latent infections
caused by Spilocaea oleagina in olive leaves. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 235-248.

Olive leaf spot caused by Spilocaea oleagina is widespread in olive growing regions
around the world, causing premature leaf fall and yield decrease. Early detection of latent
infections is necessary to achieve an effective control, because of the long incubation
period of the disease. In this research work, the NaOH method for detecting latent infec-
tions, used in many studies about the biology and epidemiology of this pathogen, has
been optimized and compared with other detection methods. Detached leaves from olive
orchards of cultivar ‘Picual’ showing high and low disease incidence, and healthy potted
olive plants of the same cultivar were used. Inoculation of leaves and olive plants was
carried out by dripping or spraying them with a conidial suspension of the pathogen.
Results showed that 5% NaOH solution was the best concentration to detect latent infec-
tions. No influence of the temperature was observed on detection from 10 to 30 °C, alt-
hough temperatures of 60 °C or above caused a decrease in the number of latent infec-
tions due to the lack of contrast of the lesions. Immersion time of the leaves for detecting
95% of the lesions was 20,7 min. The period of time form infection up to detection of
50% latent infections (Ts5q) was 10 days. Maximum values for detection were reached at
28 days. Young leaves were more susceptible and showed a shorter incubation period
than older ones. None of the assayed detection methods enhanced the detection of latent

infections when compared with the NaOH method.

Key words: Cycloconium oleaginum, Olea europaea, sodium hydroxide.
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