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INTRODUCCION

Han sido muchos los investigadores, dentro del amplio campo
de la Fitopatologia, que han prestado una gran atencién a estos hon-
gos patégenos debido al gran interés que retinen no solamente des-
de el punto de vista econémico por los dafios que traen consigo, sino
también por brindar infinidad de atrayentes cuestiones dentro de la
ciencia pura.

A los primeros trabajos llevados a cabo por Smira (1900) y
SaLmon (1900, 1905, 1906) sobre generalidades de Erysiphaceae
hay que afadir la gran actividad desplegada por un grupo de in-
vestigadores japoneses, a la cabeza de los cuales tenemos que citar
a Hirara (1937, 1955, 1957, 1958, 1959, 1961, 1962), que ha ex-
puesto un profundo estudio histocitolégico de estos hongos.

WHITE y Baker (1954) han hecho observaciones histolégicas
sobre cebadas y otros cereales inoculados con E. graminis hordei.

En 1963, ExrricH, H,, y M. A. EarricH han realizado un es-
tudio comparativo al microscopio electrénico entre la vaina envol-
vente del haustorio de Erysiphe graminis y la cipsula que rodea al
haustorio de Puccinia graminis tritici.

Por ultimo, BRACKER (1964) ha observado la ultraestructura del
haustorio de Erysiphe graminis y sus relaciones con la célula epi-
dérmica de la cebada parasitada.

Como se puede observar, aunque si bien por un lado las inves-
tigaciones sobre estos hongos han sido numerosas en lo que a su
microscopia normal se refiere, no se ha empezado a investigar so-
bre estas infecciones a nivel de microscopia electrénica hasta hace
muy poco tiempo, por lo que las interpretaciones de los diversos
autores son variables y cualquier aportacién en este sentido puede
ser de gran interés,
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Nosotros hemos intentado en este trabajo una investigacién mas
a fondo acerca de las relaciones huésped-parasito en el oidium de
la cebada, enfociandolo bajo un punto de vista histologico y citolé-
gico.

MATERIAL Y METODOS

El hongo empleado ha sido el Erysiphe graminis DC. f. ssp.
hordei en su forma conidica: Oidium monilioides (Nees) Lk., en-
contrado espontineamente en el invernadero del C. 5. de 1. C. de
Madrid.

La cebada utilizada como huésped en todos los casos ha sido el
Hordeum vulgare var. «Spratt Archer».

Se han realizado inoculaciones consistentes en espolvorear coni-
dios frescos de E. graminis hordei sobre la planta de cebada una
vez que ésta alcanzé un desarrollo conveniente, manteniéndola asi
con suficiente humedad en el invernadero en condiciones normales de
temperatura.

Material de estas cebadas inoculadas fue fijado a distintos tiem-
pos después de la inoculacién. Los liquidos empleados como fija-
dores fueron soluciones de formol y cromoacético:

Sol. A: formol (80 p.), H,0 (70 p.), Sol. B: Ac. cromico (2 p.),
Ac. acético glacial (20 p.) y H,0 (130 p.).

Las hojas eran cortadas a intervalos diferentes e inmediatamen-
te después metidas en el liquido fijador y el aire tisular expulsado
mediante una bomba de vacio que comunicaba a través de un tubo
con el recipiente en cuestion. El tiempo de fijacion era de alrede-
dor de veinticuatro horas, manteniéndolo en la nevera durante todo
este intervalo.

Una vez conseguido esto el material fue lavado, deshidratade y,
finalmente, incluido en parafina de 45-50° C de P. de F.

Secciones del material incluido en parafina fueron hechas con
la ayuda de un microtomo E. Leitz Wetzlar a grosores distintos
de 8, 10 y 12 p. Los cortes fueron preparados por métodos usuales
y teilidos con diversos colorantes, tales como hematoxilina férrica,
verde brillante, Orange G., etc., mediante técnicas de contraste.

Mas tarde hicimos estudios complementarios en orden a la ob-
servacion de la entrada del hongo en los tejidos del huésped. Con
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auxilio de unas pinzas tomamos pequefias porciones de la epider-
mis para ver la actuacion del parssito en estas célullas epidérmicas,
Como colorante empleamos Floxina en una solucién al 1 per 100
en agua destilada, mostrando una gran afinidad por el micelio del
hongo, en especial por el haustorio y niicleos en general.

Las microfotografias obtenidas se han realizado mediante la uti-
lizacién de una maquina Leika, en aparato adaptable al microscopio
Zeiss de contraste de fases.

En la parte de microscopia electrénica tomamos trozos de hoja
entera de unos dos milimetros cibicos y los fijamos, bien en una
solucién de tetréxido de osmio al 1 por 100 tamponado a pH = 7,3
0 en permanganato potdsico al 2 por 100 tamponado a pH = 8,1.

El material asi fijado fue inmediatamente después lavade con
agua destilada. Seguidamente deshidratado utilizando una serie de
soluciones de alcohol etilico a concentraciones crecientes y, final-
mente, incluido en mezcla de metacrilato (dos partes de metilmeta-
crilato y ocho partes de butil-metacrilato).

Otras veces hemos empleado distinto método de deshidratacién
e inclusién, utilizando en lugar de aleohol etilico, como deshidra-
tante, acetona, y como liquido de contraste una solucién al 2 por 100
de acetato de uranilo en acetona del 70 por 100, para terminar la
deshidratacién con una acetona absoluta. En este método el material
empleado para la inclusion fue una epoxiresina llamada comercial-
mente «Araldite» o «Durcupanv, previo tratamiento del material a
incluir con éxido de propileno, que actia aqui como sustancia puen-
te entre la acetona y la resina en el proceso de inclusién.

Una vez el material fue incluido bien en metacrilato o bien en
la resina «Araldite», practicamos cortes con cuchillas de vidrio uti-
lizando un ultramicrotomo Reichert a grosores que oscilaron entre

los 400 y 900 A.

Después de esto, los cortes asi obtenides una vez colocados so-
bre las rejillas portaobjetos con membranas de «formwar» fueron
observados y estudiados en un microscopio electrénico modelo El-

miskop I Siemens del Servicio de Microscopia Electronica de la Di-
visién de Ciencias del C. S. de I. C.
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RESULTADOS
Caracteristicas macroscopicas de la infeccién

El Erysiphe graminis var. hordei se desarrolla estupendamente
sobre la cebada Spratt Archer, dando lugar a una sintomatologia
perfectamente definida en esta enfermedad, que se manifiesta prin-
cipalmente en las hojas.

Al cabo de los diez-doce dias de la inoculacién aparecen sobre
las hojas las primeras colonias polvorientas blanquecinas, que des-
pués se tornan rosadas, paulatinamente se van extendiendo por toda
la superficie de las hojas hasta invadirlas por compleo. Estas colo-
nias estin constituidas por filamentos externos de micelio monoca-
riético y tabicado, que se entrecruzan y esparcen por todas las ho-
jas y partes atacadas de las plantas. Este micelio externo se alimen-
ta mediante la emisién de hausterios al interior de las células epi-
dérmicas.

Llegado el momento determinado, de entre la marafia de hifas
emergen unos filamentos sencillos mas o menos verticalmente, que
se elevan, y posteriormente se tabican sucesivamente, dando lugar
a los conidios-oidios de nuevo. A los ireinta o cuarenta dias de la
inoculacién la clorosis y necrosis se apoderan de la planta, mostran-
do ésta palpables sintomas de marchitamiento (fig. 1).

" Caracteristicas microscépicas

Han sido realizados numerosos ensayos sobre la germinacién de
los conidios, tanto en portaobjetos humedecidos como sobre la pro-
pia planta huésped. Sobre un «porta» humedecido, y después man-
tenido en camara himeda en las condiciones del laboratorio, hemos
observado que es al cabo de las tres o cuatro horas de incubacién
cuando se empiezan a apreciar los primeros sintomas de la germina-
cién. Tiene lugar una absorcién de agua por parte del conidio que
produce un hinchamiento del mismo.

Mas tarde comienzan a hacerse visibles unas protuberancias en
la superficie del conidio. Normalmente éstas suelen aparecer en nu-
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mero de una o dos y mas raramente tres o cuatro. Pronto uno de es-
tos salientes destaca en su crecimiento y asi, al cabo de las seis u
ocho horas, ya sobrepasa su longitud a la que presenta el conidio,
mientras que las demas protuberancias, si es que las habia, cesan en
su desarrollo (figuras 2 y 3).

Este tubo germinativo continia creciendo hasta que se agotan
las reservas nutritivas del conidio. Después de transcurridas treinta
horas de incubacién a la temperatura ambiente estos filamentos se
vacuolizan, para seguidamente quedar totalmente desintegrados.

Una vez que los tubos germinativos han alcanzado un desarrollo
adecuado, y en condiciones normales, como consecuencia de la ne-
cesidad de buscarse alimento para la supervivencia por medio de la
colaboracién del apresorio tiene lugar la penetracién a través de la
cuticula, probablemente mediante la intervencién de ciertas sustan-
cias enzimaticas producidas por el hongo, y posterior formacion del
haustorio. Este apresorio emite un delgado filamento que atraviesa,
en primer término, la cuticula, y después la pared de la célula epi-
dérmica.

El desenvolvimiento del haustorio en la célula huésped varia
con el grado de resistencia o susceptibilidad del huésped.

las observaciones realizadas por nuestra parte en cebada Spratt
Archer, fuertemente susceptible, nos han revelado la existencia de
grandes haustorios en el interior de las células epidérmicas. Su nu-
mero no es constante ni se atiene a regla alguna; de esta manera
hemos visto células con un solo haustorio, con dos, con tres, y asi
sucesivamente hasta encontrarnos con algunas que aparecian total-
mente repletas de haustorios en toda su superficie visible al micros-
copio (fig. 4).

En cuanto a la morfologia de estos haustorios podemos decir que
es tipica e inconfundible. Cuando el haustorio es joven y esta en fase
de formacién mas o menos avanzada presenta forma globosa o elip-
tica. Una vez que el haustorio alcanza su madurez presenta, normal-
mente, un cuerpo central eliptico, y en los extremos de esta elipse
unas ramificaciones expansionadas que suelen estar en nimero de
cuatro a seis generalmente, aunque a veces hemos visto algunas con
ocho a diez ramificaciones en cada extremo o bien dos o tres (fi-

gura 5).
Todo el haustorio, incluidas sus ramificaciones laterales, se en-
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cuentra envuelto en una especie de vaina o capsula de apariencia
muy fina, similar a la membrana citoplasmica.

Su contenido interno presenta una estructura granulosa que fija
mas intensamente el colorante floxina; gracias a esto puede ser mas
facilmente observado por contraste sobre el fondo maés claro de la
célula huésped. Perfectamente se observa en medio de esta estructu-
ra granulosa una zona més intensamente teilida en forma de punto
mas oscuro que corresponde al nicleo. Sélo un nicleo por cada haus-
torio ha sido observado, en general (figs. 4 y 3).

Caracteristicas ultramicroscopicas

Trozos pequefios (un milimetro cibico) de las hojas objeto de
estudio fueron sometidos a los procesos de fijacion, deshidratacién
e inclusién, para después poder ser observadas secciones ultrafinas
de los mismos al microscopio electrénico, sacando las fotografias mas
significativas a partir del material observado.

A pesar de que el material observado era procedente de una zona
perfectamente infectada, sin embargo se vieron células en las que
no aparecia sintoma patologico alguno ni siquiera indicios de la
posible existencia del longo. De esta manera comprobamos y estu-
diamos los diversos componentes intracelulares tanto en células libres
del parasito como en otras en que aparecia de una forma bien mani-
fiesta. Y en estas iltimas, conjuntamente también, fue estudiada la
citologia propia del hongo.

Generalmente, las células de la hoja de cebada presentaron el
citoplasma contraide y como adherido a la pared celular en forma
de una estrecha faja dispuesta de forma circular mas o menos regu-
larmente. Los cloroplastos también aparecian dispuestos en la peri-
feria entre la banda citopldasmica. Ademas de estos compuestos un
nucleo y abundantes vacuolas y mitocondrias han sido observadas.

La estructura interna de los cloroplastos aparecié perfectamente
delimitada cuando el material fue fijado con permanganato poté-
sico (fig. 6), mostrandonos e¢on un detalle extraordinario la localiza-
cion y disposicion de los grana en paquetes o pilas, asi como los fi-
nisimos filamentos que actiian como puente de unién entre paquete

¥ paquete. 7
También en este caso hemos observado cémo dentro del cloro-
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plasto aparecen abundantes cuerpos de naturaleza lipidica con una
estructura muy peculiar y bastante diferente a la que presentan
cuando son fijados con acido 6smico (fig. 7).

Por otro lado, en células en las que se ha visto perfectamente la
presencia del parésito hemos observado cémo en ciertos casos una
terminacién haustorial del hongo (fig. 8) ha sido capaz de desinte-
grar directamente un cloroplasto, apareciendo éste destruido total-
mente, sin apenas residuos de su membrana, y con los grana repar-
tidos desordenadamente.

En cuanto a la zona de contacto parasito-huésped es digno ‘de
apuntar y resaltar las envolturas que aparecen rodeando al hongo (fi-
gura 9); asi, de fuera hacia adentro encontramos en primer lugar
la membrana citoplasmica de la célula huésped, que ha sufrido
una invaginacién por la entrada del hongo y se encuentra rodeando
a éste. Después encontramos la capsula o vaina envolvente, cuyo ori-
gen es discutido. A continuacién la pared celular del hongo, que si
bien presenta un menor grosor sin embargo el material que la forma
aparece mas condensado.

Finalmente, y como regla general en todas las células, encontra-
mos la membrana citoplastica del hongo. También es digno de resal-
tar el contraste que suele existir entre la célula huésped y la célula
del parasito; mientras aquélla se presenta extraordinariamente va-
cuolada y con sintomas degenerativos, la del parasito, por el con-
trario, muestra un contenido rico en mitocondrias, particulas lipidicas
y otros constituyentes no identificados en forma de masas méas o
menos densas de material vacuolado. .

Con respecto a la cdpsula o vaina envolvente hemos podido ver
a lo largo de nuestro estudio al microscopio electronico que unas ve-
ces esta cdpsula es individual para cada ramificacién del haustorio
(figura 10), mientras que otras veces, por el contrario, una misma
capsula aparece envolviendo a varias de estas ramificaciones (fi-
gura 11),

Al realizar el estudio ultramicroscépico de los componentes celu-
lares del haustorio de E. graminis hordei hemos podido darnos cuen-
ta de la gran complejidad que presentan en conjunto, muy por en-
cima de lo que aparece en la célula de la hoja de cebada., En la
célula haustorial del hongo abundan de forma extraordinaria las mi-
tocondrias; a continuacién, pero en seniido decreciente, aparecen



220 ANALES DEL INSTITUTO BOTANICO A. J. CAVANILLES

numerosas particulas de naturaleza lipidica y, finalmente, grandes
espacios vacuolados; unas veces estos espacios se presentan como va-
cios o con una sustancia homogénea que recuerda al almidén y otras
veces con diversas sustancias de aspecto heterogéneo. Repartidas des-
igualmente entre estos componentes aparecen también unas peque-
fias vesiculitas y orginulos (fig. 12) de naturaleza desconocida.

DISCUSION

En las observaciones llevadas a cabo al microscopio 6ptico hemos
estudiado detenidamente todo lo referente a la germinacién de los
conidios de E. graminis hordei, asi como el desenvolvimiento del
tubo germinativo tabicado, formacién del apresorio y desarrollo de
los haustorios. Los resultados conseguidos podemos decir que coin-
ciden, en lineas generales, con los dados por SmitH (1900) y por
Hirara (1937, 1955, 1957), aunque hemos encontrado pequeiias di-
ferencias, claro es, motivadas por las condiciones ambientales.

Durante el estudio de esta enfermedad de la cebada, producida
por Erysiphaceae, hemos puesto un gran empefio en la observaciéon
de las cubiertas que rodean al haustorio, sobre todo en la vaina en-
volvente, que es a modo de frontera entre el protoplasma huésped
y el haustorio propiamente dicho. En lo que a las ramificaciones
haustoriales se refiere, ocurre que unas veces existe una vaina en-
volvente para cada ramificacién, mientras que otras veces, dentro de
una vaina comiin, pueden encontrarse numerosas ramificaciones. La
causa de esta variacion no es todavia bien conocida, aunque han
sido muchos los trabajos realizados sobre este tema.

Esta vaina envolvente ya fue puesta en evidencia por SMITH
(1900) y por SaLmon (1900, 1905) y ha sido objeto de muchos tra-
bajos por parte de Hirata y colaboradores, a quienes se debe la ma-
yor parte de los conocimientos actuales sobre el oidium de la cebada.

En 1962 Hirata y KoJiMa han conseguido separar la vaina en-
volvente, incluyendo el haustorio, sin destruir su naturaleza semi-
permeable. Para estos autores el origen de esta cubierta o vaina en-
volvente esta en el huésped; habiéndose formado por residuos del
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metabolismo de éste acumulados alrededor del haustorio, «via os-
mosis», siendo considerada en todos los casos como una membrana
de plasma del huésped. Nosotros, a través, de las observaciones rea-
lizadas y de las microfotografias obtenidas, hemos podido ver cémo
esta cdpsula o vaina envolvente presenta una estructura muy similar
a la membrana citoplasmatica huésped, pero con ligeras diferencias
en cuanto al grosor y a algunas pequefias particulas contenidas en
su interior, que hacen que aquélla se muestre con un aspecto mas
compacto y heterogéneo, quiza debido a que los materiales que la
forman son de origen mixto.

La cubierta envolvente del haustorio de E. graminis es llamada
por CaporaALI (1960) «Pectic layer». HiraTa dice que esta vaina
en las fases iniciales del desarrollo del haustorio se adhiere a la su-
perficie de éste y no es visible, pudiéndose observar después en
haustorios maduros.

Segiin los trabajos del propio HiraTA, esta cubierta o vaina en-
volvente tiene un liquido intercalar que evita el contacto directo del
haustorio con el protoplasma huésped, actuando a manera de tam-
pén, y sin la cual el haustorio moriria. La semipermeabilidad de
esta cubierta se mantiene bastante tiempo después de la muerte del
haustorio.

Recientes trabajos al microscopio electrénico de EarricH (1963),
en los que hace un estudio comparativo entre la cipsula del haus-
torioc de P. graminis tritici y la vaina de E. graminis, han demos-
trado una gran semejanza entre ambas estructuras y afirma que son
producidas por el huésped en respuesta a la presencia del patégeno,
'presentando en su composicién materiales de origen mixto, es decir,
procedentes del hongo y del huésped.

Nosotros estamos de acuerdo con las teorias de ExnRLICH, pero
pensamos que esta vaina envolvente presenta mayor parecido con
la membrana citoplasmica huésped que con cualquier otra estructura
del parasito.

Con relacion a la posible accién del patégeno sobre los cloro-
plastos de la célula huésped, ALLeNn, R. F. (1923), vio cémo en los
tejidos de la hoja de trigo infectados por Puccinia graminis ocurria
una disminucién en el tamafio normal de los cloroplastos. Hecho
que ha sido posteriormente confirmado por WHITNEY, SHAW y Nav-
Lor (1962). Sin embargo, en las observaciones realizadas por nues-
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tra parte hemos podido ver, a través de algunas microfotografias
electrénicas, cémo el E. graminis hordei puede ser capaz de actuar
directamente sobre los cloroplastos de la célula de cebada y desinte-
grados. Fenomeno sobre el cual no hemos encontrado ninguna re-
ferencia en la literatura existente sobre esta infeccién.

RESUMEN

Durante el desarrollo de este trabajo hemos utilizado un Acomi-
ceto tipicamente representativo dentro de esta parte de la Fitopato-
gia: Erisiphe graminis var. hordei, que se caracteriza por su abso-
luto parasitismo obligado.

Como planta huésped se ha empleado la cebada Hordeum vulga-
re var. «Sprait Archer», sobre la que hemos practicado todos los ex-
perimentos.

Se han tratado problemas de tipo histocitolégico referentes al
complejo huésped-pardsito mediante técnicas de microscopia normal
y electronica. Es digno de resaltar el buen resultado obtenido en la
tinciéon de este hongo parasito con el colorante floxina.

Secciones ultrafinas de hojas de Hordeum vulgare «Spratt Ar-
cher» infectadas con el oidio han sido estudiadas al microscopio elec-
trénico, mostrando cémo el haustorio del hongo es capaz de actuar
directamente sobre los cloroplastos y desintegrarlos. También se han
estudiado con un gran detalle todas las envolturas que se encuentran
rodeando al haustorio y a sus ramificaciones, una de las cuales, la
capsula, presenta un origen que ha sido y continta siendo muy dis-
cutido.

SUMMARY

This work sets out to give some new knowledge on Phytopatho-
logical Mycology.

In the course of it we have used as typical representative of this
part of Phytopathology an Ascomycete, Erysiphe graminis var. hor-
dei, which presents a completely obligate parasitism.

The host plant in all our tests has been Hordeum vulgare var.
«Sprast Archer».
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We have studied cytological and histological problems on the
host-parasite relationships, both by normal and electron microscopy,
It is worthy of notice that floxine colouring provides excellent
results in the staining of this parasite fungus.

Ultrathin sections of infected leaves of «Spratt Archer» barley
have been studied by electron microscopy methods, showing us the,
possibility that the haustoria of the fungus can directly destroy
chloroplasts. We have observed the sheath surrounding the haus-
torium of E. graminis hordei whose origin is still much debated.
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Fie. l.—Detalles macroscopicos de la sintomatolegia del owlio de g cevadd. Lda

hoja de la izquierda es sana, la del centro es de treinta dias de inoculacién y la

de la derecha de cuarenta dias. Obsérvese como en estus iiltimas hay necrosis

casi total, conservindose todavia unus zonas circulares verdes con un punilo ne-
gro central.



Fic. 2.—Microfotografia optica mostrando la germinacion de los conidios a las
seis horas de incubacion. Véase cémo uno de ellos presenta dos protuberancias, una
de las cuales, lu de la parte inferior, ya empieza a destacar en su crecimiento.

Fic, 3.—Microfotografia dptica presentando un conidio en germinacion después
de quince horas de incubacién. El tubo germinativo ya ha alcanzadoe una gran
longitud.



Fie. 4. —Microfotografia déptica de una zona epidérmica de la hoja de cebada
infectada con oidio. Se aprecia claramente lu existencia de varios haustorios con

\

un solo micleo cada uno en lus células situadas a la derecha del estoma.

Fic. 5.—Microfotografia dptice similar a la anterior, pero aqui se pueden ver con
mayor claridad las ramificaciones de los haustorios, asi como los niicleos de éstos.
En general, aparecen mononucleados.
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Fic. 6.—Cloroplasto de la hoja de cebada fijado con permanganato potdsico:
g, granas formande paquetes, f, fibrillas de conexién entre paquete y pagquete,
¢, cuerpos lipidicos, e, estroma. X 40.000.



Fic. 7.—Cloroplastos de la hoja de cebada fijados con dcido ésmico: m ¢, mem-
brana del cloraplasto, g, agrupacién de los grana en pilas o blogues, ¢ o, cuerpos
osmiofilicos, m, mitocondria. X 12.000.



Fic, 8.—Zona terminal del haustorio de E. graminis hoidei: v, vaina envolvente
del haustorio, h, haustorio, cl, cloroplasto desintegrado. X 40.000,



Fi16. 9.—Corte longitudinal de una ramificacién del haustorio de E. graminis hor-

s

dei: me, membrana citopl
ph, pared del haustorio, mh, membrana citoplasmdtica del haustorio, mt, mito-
condrias, X 12.000.

del huésped, ep, cdpsula o vaina envolvente,

()




Fic. 10.—Algunos aspectos de la infeccién por E. graminis hordei: rh, ramifica-
ciones haustoriales, ¢, cdpsulas envolventes individuales para cada ramificacién,
m, milocondrias. X 12.000.



Fic. 11—Corte transversal de las ramificaciones de un haustorio: v, vacuolas con
sustancias de aspecto amildceo, rh, ramificacién haustorial, ¢, cdpsula envolvente,
m, mitocondrias, cl, cuerpos lipidicos. X 18.000.



Fic. 12.—Detalles a gran aumento de los componentes celulares del haustorio de
E. graminis hordei: m, mitocondria gigante, v, espacio vacuolar con inclusiones,
¢, cdpsula envolvente, p, pared celular del haustorio. X 42.000.



