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Aislamiento e identificación en la provincia de Pontevedra 
de Phytophthora cinnamomi Rands. como patógeno de viña 

En el presente trabajo se identifica al hongo Phytophthora cinnamomi Rands. como 
el agente causal de una serie de síntomas (decaimiento general de la planta, crecimien­
to menor, hojas cloróticas...) encontrados en viñedos de la variedad albariño, aislados o 
en pequeños grupos, en los Ayuntamientos de El Rosal y La Cañiza pertenecientes a la 
provincia de Pontevedra. Para ello se ponen a punto las técnicas que permiten el aisla­
miento idóneo del patógeno, utilizándose, para la inoculación, plantas de viña obteni­
das por cultivo «in vitro» para favorecer la aceleración del proceso. 
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INTRODUCCIÓN 

Phytophthora cinnamomi fue descrito ori­
ginariamente por RANDS en 1922. Posterior­
mente, ha sido aislado como patógeno de 
viña en una serie de países como Sudáfrica, 
India, Australia, Nueva Zelanda y Estados 
Unidos (California); sin embargo, según 
nuestras referencias, su aislamiento en Es­
paña sobre este cultivo no había dado resul­
tados positivos hasta la fecha. 

El hecho de observar en viñas de la va­
riedad albariño síntomas coincidentes con 
los de este patógeno nos ha movido a poner 
a punto las técnicas idóneas que permitan 
su aislamiento e identificación, proponien­
do para la realización de las inoculaciones 
la utilización de plantas de viña de dicha 
variedad obtenidas por cultivo «in vitro», 
las cuales permiten comprobar el poder pa­
tógeno del hongo de una forma mucho más 
rápida que las plantas utilizadas habitual­
mente. 

SÍNTOMAS 

Las viñas afectadas poseen un crecimien­
to menor que las plantas sanas, apareciendo 
entre el follaje hojas cloróticas, llegando a 
secar totalmente la planta si la infección se 
ha producido en fases tempranas del desa­
rrollo de la misma. 

La infección primaria puede producirse 
a través de las pequeñas raíces absorbentes 
que toman entonces un color marrón ne­
gruzco, extendiéndose posteriormente, a 
medida que avanza la invasión, a la raíz 
principal. En otros casos, ataca en primer 
lugar la base del tallo a nivel del cuello de 
la raíz, para extenderse a continuación, va­
rios centímetros por encima y por debajo 
del terreno, hacia el sistema radicular. 
(Fig. 1) 

Si eliminamos con un cuchillo parte de la 
corteza alrededor del cuello, observamos 
áreas de tejido necrótico que denotan la pre­
sencia de la enfermedad. 



Fig. l.-Raíz afectada por P. cinnamomi.

Se observó que la presencia del hongo era
más manifiesta en viñas aisladas o en peque-
ños grupos (principalmente de zonas que pre-
sentan un drenaje insuficiente y consecuente-
mente se encharcan con relativa facilidad),
siendo más frecuente entre jóvenes viñedos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Toma de muestras

Para el aislamiento del patógeno se reco-
gieron muestras de suelo y de plantas con
síntomas de la enfermedad.

Las muestras de suelo se tomaron en las
zonas próximas a las raíces absorbentes, que
suelen situarse a bastante profundidad.

Las plantas con síntomas de la enferme-
dad se trasladaron al laboratorio donde se
tomaron las raíces.

Aislamiento del hongo

A partir de muestras de suelo

Se siguieron varios procedimientos basa-
dos en la utilización de trampas vegetales o
cebos (DHINGRA & SINCLAIR, 1985) que
permiten «atrapar» el hongo, el cual se aisla
posteriormente en medios selectivos para
identificar la especie de Phytophthora de
que se trate.

Las trampas vegetales a base de pétalos
inmaduros de clavel u hojas jóvenes de
aguacate troceadas son las más frecuente-
mente utilizadas en la determinación de la
existencia de esporangios del hongo.

Para la preparación de las capturas se pe-
saron 125 gr de suelo que se suspendieron
en 500 ce de agua destilada estéril; se agitó
esta suspensión y, antes de que decante, se
vertió en placas Petri estériles a razón de 20
a 25 ce por placa, añadiéndose en la superfi-



cié 4 ó 5 pétalos inmaduros de clavel y dis-
poniéndose 10 placas por cada muestra de
suelo. El mismo método se utilizó con tro-
zos de hojas jóvenes de aguacate o, en su
defecto, hojas adultas que hayan sido desin-
fectadas previamente con alcohol.

Las placas se incubaron en condiciones de
laboratorio de 4 a 10 días, observándose pe-
riódicamente al microscopio a partir del se-
gundo o tercer día para determinar así la pre-
sencia o ausencia de esporangios del hongo.

A partir de los pétalos de clavel u hojas
jóvenes de aguacate que capturaron espo-
rangios se determinó la especie de Phy-
tophthora aislada sembrando dichos pétalos
(después de eliminar el exceso de agua con
un papel de filtro) en medios selectivos; a
los 3-4 días se observa el micelio caracterís-
tico de Phytophthora cinnamomi si esta es-
pecie está presente.

En nuestro caso la utilización de hojas jó-
venes de aguacate resultó muy efectiva para
determinar la presencia de esporangios de
Phytophthora cinnamomi.

También empleamos frutos de aguacate
como trampa vegetal, siendo estos efica-
ces para el aislamiento de esta especie
(ZENTMYER, et al, 1967). La técnica se-
guida se detalla a continuación:

Se eligen frutos de aguacate de piel lisa
que se encuentren lo más lejos posible de su
punto de maduración y que no hayan tocado
el suelo. Se disponen tales frutos en cajas
pequeñas de plástico donde se introduce el
suelo problema, enrasándose con agua hasta
superar ligeramente el punto de saturación.
Se incuba el fruto en el suelo durante 4 ó 5
días a 24-27° C, después de los cuales se re-
tira, se lava con agua destilada y se deja 3 ó
4 días a temperatura ambiente, observándo-
se sobre los frutos manchas de color marrón
púrpura en la zona de contacto con el suelo
(Fig. 2). Se toman trozos de pulpa de la
zona de avance y se siembran en medios se-
lectivos, V8, apareciendo a los 3-4 días un
crecimiento miceliar típico en roseta o ca-
melia que presenta las características del
micelio de Phytophthora cinnamomi: mice-
lio coraloide, «hyphal swellings», etc.

Fig. 2.-Trampa vegetal utilizando frutos
de aguacate.

A partir de muestras de raíces
y raicillas

Las raicillas finas sospechosas de estar
afectadas por el hongo se lavaron con agua
estéril, se cortaron posteriormente en trozos
de 1-2 cm y se sembraron en placas Petri en
medios selectivos, V8 modificado o PON-
CHET(1972).

Las raíces más gruesas se desinfectaron
por inmersión en lejía al 2 % durante unos
minutos, se lavaron con agua estéril y se se-
leccionaron trozos de la zona límite interior
de la corteza para sembrar en medios selec-
tivos.

Una vez que se observó el crecimiento
del micelio, se transfirió a medios de cul-
tivo generales (PDA, agar malta, etc.)
para el estudio de sus características mor-
fológicas.



Obtención de esporangios y liberación
de zoosporas

La presencia de esporangios de Phytoph-
thora cinnamomi sólo se produce en medio
líquido, ya sea en las capturas, como se de-
talló anteriormente, o induciendo la produc-
ción de los mismos con soluciones de ex-
tractos de suelo no estériles, como describió
primeramente MEHRILCH en 1935: para ello,
partiendo de cultivos del hongo en PDA, se
tomaron trozos de micelio con medio de
cultivo que se introdujeron en placas Petri
vacías a las que se añadió 1 ce de una sus-
pensión de suelo y agua estéril, aportando
posteriormente esta última hasta cubrir lige-
ramente el medio.

También, como variante de esta técnica,
puede añadirse 1 ce de una solución de agua
estéril y nitrato calcico al 3 %, la cual pare-
ce inducir la producción de esporangios. En
nuestro caso, sin embargo, resultaron mucho
más efectivos los extractos de suelo no esté-
riles.

A continuación se colocaron las placas
bajo luz continua y al cabo de 5-7 días se
apreció la inducción de esporangios de Phy-
tophthora cinnamomi. Posteriormente, las
tiras de medio sobre las que se han formado
los esporangios, se pasaron a placas Petri
que contenían agua estéril, y se introdujeron
en la nevera durante 1-2 horas; pasado ese
tiempo, se mantuvieron durante 2 ó 3 horas
más a temperatura ambiente, observándose,
una vez transcurrido ese período, una libera-
ción máxima de zoosporas debida al choque
térmico.

La obtención de la suspensión de zoos-
poras que se utilizó para realizar las inocu-
laciones sobre las viñas obtenidas por cul-
tivo «in vitro», se llevó a cabo de la si-
guiente forma: el sobrenadante de las pla-
cas mantenidas a temperatura ambiente se
filtró por papel Watman n.° 1 que deja
pasar solamente las zoosporas, titulándose
posteriormente en una célula Thoma o Ma-
lassez, obteniéndose de esta manera la sus-
pensión necesaria para inocular (TELLO,

1985).

Obtención de material vegetal
para la realización de las inoculaciones

La obtención de plantas de viña para las
pruebas de patogenicidad se realizó por culti-
vo "in vitro". Para ello se sembraron en
medio MS (MURASHIGE y SKOOG 1962) seg-
mentos nodales desinfectados previamente en
hipoclorito sódico al 10 % y lavados poste-
riormente tres veces en agua destilada estéril.
A partir de estos segmentos se desarrollaron,
al cabo de 25-35 días, dos pequeños brotes
que se fragmentaron para obtener varios ex-
plantos nodales; de ellos -sembrados nueva-
mente en medio MS sin adición de hormo-
nas-, se desarrollaron, al cabo de un mes,
brotes de más de 2 cm que se trasplantaron
sin fragmentar (después de ser tratados basal-
mente durante 10 segundos con una solución
hidroalcohólica de ácido indolbutírico a
razón de 2 mg/1) al mismo medio de cultivo
líquido (sin gelificante), sosteniéndolos sobre
bandas de papel de filtro.

En estos tubos de ensayo las plantitas for-
maron sus raíces, obteniéndose al cabo de
25 días plantas de viña con un abundante
sistema radicular formado en el seno del
medio líquido.

IDENTIFICACIÓN

El género Phytophthora, creado por de
BARY en 1876, pertenece al orden Peronos-
porales, familia Peronosporaceae, subfami-
lia Phythiae. La especie Phytophthora cin-
namomi pertenece al grupo VI de la clave de
Waterhouse y se caracteriza por la presencia
de esporangios no papilados con un ligero
espesamiento apical, persistentes, de forma y
tamaño bastante variables dependiendo de
las condiciones nutricionales aunque suelen
ser ovoides-elipsoides, con un tamaño com-
prendido entre 25-100 x 18-43 ji, y con
abundante proliferación interna. (Fig. 3)

El micelio es generalmente no tabicado y
de aspecto muy ramificado, pudiendo apare-
cer algún tabique o septo en hifas viejas o
delimitando los órganos sexuales. La apari-



I
Fig. 3.-Esporangios de P. cinnamomi. Fig. 4.-Hifas coraloides.

Fig. 5.-«HyphaI swelling».

ción de este micelio en PDA o V8 es muy
característica, por la presencia de hifas cora-
loides (Fig. 4) y de hinchamientos hifales tí-
picamente esféricos denominados «hyphal
swellings» que son determinantes de esta
especie. (Fig. 5)

La presencia de clamidosporas es abun-
dante en V8, aplicando el término clamidos-
pora, como lo utiliza ZENTMYER, a las espo-
ras globosas de pared gruesa que a menudo
aparecen en racimos y que suelen tener su
origen en «hyphal swellings» esféricas.

Tanto las características de los esporan-
gios de nuestros aislamientos como el mice-

lio típico se corresponden con Phytophthora
cinnamomi.

Al ser una especie heterotálica, la pre-
sencia de órganos sexuales se produce en
cruzamientos interespecíficos cruzándola
con Phytophthora cryptogea, o intraespecí-
ficos cruzando cepas de dos tipos de com-
patibilidad distintos (A! y A2), con la cepa
que queremos estudiar, como demostró en
1960 GALINDO y GALLEGLY y en años pos-
teriores otros autores: GALINDO y ZENTME-

YER (1964); ERWIN, et al, (1967); SAVA-
GE, et al., (1968); GALLEGLY (1968,
1970)..., que completaron los estudios

Fig. 6.-Oogonio con anteridio anfígino.



sobre la sexualidad de este género. Sin em-
bargo, los estudios realizados han permiti-
do constatar que la inducción de órganos
sexuales de P. cinnamomi, puede producir-
se de forma homotálica bajo determinadas
condiciones, entre las que se incluyen: esti-
mulación química provocada por un ex-
tracto de raíz de aguacate (ZENTMEYER,
1952), por la acción de Trichoderma viri-
dae (BRASSIER, 1971), o en presencia de
ciertas condiciones nutricionales. A pesar
de ello, este comportamiento homotálico
sólo ha sido constatado, hasta la fecha,
para el tipo de compatibilidad A2, que es el
más frecuente.

El cruzamiento de la cepa aislada por
nosotros, con cepas conocidas A, y A2 y
(suministradas por el Laboratorio de
Rhóne-Poulenc, Torre de la Reina [Sevi-
lla]) nos llevó a determinar, como esperá-
bamos, que nuestra cepa era A2 obtenién-
dose oosporas que llenan casi completa-
mente el oogonio, oogonios esféricos,
lisos y con pie estrecho y anteridios siem-
pre anfiginos (Fig. 6).

Por todas estas características se determi-
nó que el hongo aislado sobre cepas de la
variedad albariño era Phytophthora cinna-
momi Rands cepa tipo A2.

PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Para determinar que el hongo aislado era
el causante de los síntomas observados, se
realizaron pruebas de patogenicidad que re-
sultaron complejas debido a la obligatoria
presencia de agua líquida en el medio, sus-
trato de la planta, necesaria para posibilitar
la formación de esporangios y la posterior
liberación de zoosporas.

Las pruebas de patogenicidad se reali-
zaron sobre las plantitas de viña (varie-
dad albariño) enraizadas y en crecimiento
activo en medio líquido en el interior de
tubos de ensayo: se inoculó en ellos una
suspensión de zoosporas en agua estéril,
obtenida como se detalló anteriormente,
añadiendo a cada tubo 0'5 mi de dicha

Fig. 7.-Planta de cultivo «in vitro» inoculada. Al lado
planta sana.

suspensión (en su defecto puede añadirse
un pequeño trozo de micelio que conten-
ga esporangios del hongo, de los cuales
se liberan, posteriormente, las zoosporas
en el interior de los tubos de cultivo "in
vitro"). A los dos días de la inoculación
se observó que las raicillas laterales to-
maban un color negruzco comenzando
por la punta, e invadiendo en días sucesi-
vos toda la raíz incluida la principal (Fig.
7), posteriormente las hojas comenzaban
a amarillear y las plantitas se secaban to-
talmente.

Una vez extraídas y sembradas estas raí-
ces en medios selectivos se reaisló P. cinna-
momi, con lo cual se demostraba que este
hongo era el causante de los síntomas des-
critos (Fig. 8).



Fig. 8.-Plantas sanas junto a plantas inoculadas una vez extraídas del tubo.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los aislamientos realizados a partir de
las muestras de viña de la variedad albari-
ño recibidas en la Estación Fitopatológica
«Do Areeiro», así como de los muéstreos
realizados por nosotros mismos, han dado
como resultado la presencia del género
Phytophthora en los ayuntamientos de la
provincia de Pontevedra que se muestran
en el mapa de localización (Fig. 9), aislán-
dose Phytophthora cinnamomi Rands cepa
tipo A2 en los Ayuntamientos de El Rosal y
La Cañiza.

La puesta a punto de las diferentes técni-
cas expuestas en este trabajo han permitido
obtener un aislamiento positivo del patóge-
no. Entre estas técnicas cabe destacar por
su novedad, la utilización de plantas de

viña de la variedad albariño obtenidas por
cultivo "in vitro" para la realización de las
inoculaciones. Las plantas así obtenidas
permiten subsanar el problema de la nece-
saria presencia de agua líquida, ya que el
medio utilizado es líquido, y acelerar en
gran medida el proceso (la plantas mani-
fiestan los síntomas a los dos días de la
inoculación) con respecto a las utilizadas
habitualmente para inocular que proceden
de estaquillas de viña enraizadas y ofrecen
resultados bastante variables al cabo de 2-3
meses o incluso 1 año.

Estudios posteriores permitirán obtener
resultados sobre la resistencia de los patro-
nes más comúnmente utilizados a la pene-
tración del hongo, realizándose también
ensayos de control del patógeno en labora-
torio con distintas materias activas.



Fig. 9.-Mapa de localization de Phytophthora sp. y P. cinnamomi en la provincia de Pontevedra.
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ABSTRACT

Mansilla, J. P.; Pintos, C. y Salinero, M.a C. (1993): Aislamiento e identificación en
la provincia de Pontevedra de Ph\tophthora cinnamomi Rands. como patógeno de
viña. Bol. San. Veg. Plagas, 19(4): 541-549.

In this work the fungus Phytophthora cinnamomi Rands, is identified as the causal
agent of some symptons (general weakening of the plant low growing, chlorotic lea-
ves,...) these symptons were found in isolated vineyards or in small groups of the va-
riety «Albariño» in El Rosal and in La Cañiza (villages belonging to the province of
Pontevedra). The technics that get a better isolation of the patogen are developed, and
vineyards plants obtained by «in vitro» culture are used for the inoculation, what
makes the process faster.

Key words: Phytophthora cinnamomi, vineyard, «in vitro» culture, Pontevedra,
Galicia, Spain.
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