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Aislamiento e identificacion en la provincia de Pontevedra
de Phytophthora cinnamomi Rands. como patdogeno de vifia

J. P. MANSILLA, C. PINTOS Y M.? C. SALINERO

En el presente trabajo se identifica al hongo Phytophthora cinnamomi Rands. como
el agente causal de una serie de sintomas (decaimiento general de la planta, crecimien-
to menor, hojas clordticas...) encontrados en viiiedos de la variedad albarifio, aislados o
en pequefios grupos, en los Ayuntamientos de El Rosal y La Caiiiza pertenecientes a la
provincia de Pontevedra. Para ello se ponen a punto las técnicas que permiten el aisla-
miento idéneo del patgeno, utilizdndose, para la inoculacién, plantas de vifia obteni-
das por cultivo «in vitro» para favorecer la aceleracion del proceso.
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INTRODUCCION

Phytophthora cinnamomi fue descrito ori-
ginariamente por RANDS en 1922. Posterior-
mente, ha sido aislado como patdgeno de
vifia en una serie de paises como Sudaifrica,
India, Australia, Nueva Zelanda y Estados
Unidos (California); sin embargo, segin
nuestras referencias, su aislamiento en Es-
paiia sobre este cultivo no habia dado resul-
tados positivos hasta la fecha.

El hecho de observar en vifias de la va-
riedad albarifio sintomas coincidentes con
los de este patégeno nos ha movido a poner
a punto las técnicas idéneas que permitan
su aislamiento e identificacién, proponien-
do para la realizacién de las inoculaciones
la utilizacién de plantas de vifia de dicha
variedad obtenidas por cultivo «in vitro»,
las cuales permiten comprobar el poder pa-
togeno del hongo de una forma mucho mas
rdpida que las plantas utilizadas habitual-
mente.

SINTOMAS

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

La infeccién primaria puede producirse
a través de las pequeilas raices absorbentes
que toman entonccs un color marrén ne-
gruzco, extendiéndose posteriormente, a
medida que avanza la invasidn, a la raiz
principal. En otros casos, ataca en primer
lugar la base del tallo a nivel del cuello de
la raiz, para extenderse a continuacidn, va-
rios centimetros 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
areas de tejido necrético que denotan la pre-
sencia de la enfermedad.
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Fig. 1.-Raiz afectada por P. cinnamomi.

Se observé que la presencia del hongo era
més manifiesta en vifias aisladas o en peque-
flos grupos (principalmente de zonas que pre-
sentan un drenaje insuficiente y consecuente-
mente se encharcan con relativa facilidad),
siendo mds frecuentc entre jovenes vifiedos.

MATERIAL Y METODOS
Toma de muestras

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

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

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

Aislamiento del hongo
A partir de muestras de suelo

Se siguieron varios procedimientos basa-
dos en la utilizacién 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 jévenes de
aguacate troceadas son las mds frecuente-
mente utilizadas en la determinacién dc la
existencia de esporangios del hongo.

Para la preparacién de las capturas se pe-
saron 125 gr de suelo que se suspendieron
en 500 cc de agua destilada estéril; se agité
esta suspension y, antes de que decante, se
verti6 en placas Petri estériles a razén de 20
a 25 cc por placa, afiadiéndose en la superfi-
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cie 4 6 5 pétalos inmaduros de clavel y dis-
poniéndose 10 placas por cada muestra de
suelo. El mismo método se utilizé con tro-
zos de hojas jovenes 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 dias, observdndose pe-
riddicamente al microscopio a partir del se-
gundo o tercer dia para determinar asf la pre-
sencia o ausencia de esporangios del hongo.

A partir de los pétalos de clavel u hojas
jévenes de aguacate que capturaron espo-
rangios se determiné 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 dias se observa el micelio caracteris-
tico de Phytophthora cinnamomi si esta es-
pecie estd presente.

En nuestro caso la utilizacién de hojas jo-
venes de aguacate resultd 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 continuacién:

Se eligen frutos de aguacate de piel lisa
que se encuentren lo mds lejos posible de su
punto de maduracion y que no hayan tocado
el suelo. Se disponen tales frutos en cajas
pequeiias de pldstico donde se introduce el
suelo problema, enrasdndose con agua hasta
superar ligeramente el punto de saturacidn.
Se incuba el fruto en el suelo durante 4 6 5
dias a 24-27° C, después de los cuales se re-
tira, se lava con agua destilada y se deja 3 6
4 dias a temperatura ambiente, observando-
se sobre los frutos manchas de color marrén
purpura 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, Vg, apareciendo a los 3-4 dias un
crecimiento miceliar tipico en roseta o ca-
melia que presenta las caracteristicas del
micelio de Phytophthora cinnamomi: mice-
lio coraloide, «hyphal swellings», etc.

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

A partir de muestras de raices
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, V; modificado o PON-
CHET (1972).

Las rafces mds gruesas se desinfectaron
por inmersién en lejia al 2 % durante unos
minutos, se lavaron con agua estéril y se se-
leccionaron trozos de la zona limite interior
de la corteza para sembrar en medios selec-
tivos.

Una vez que se observo el crecimiento
del micelio, se transfirié a medios de cul-
tivo generales (PDA, agar malta, etc.)
para el estudio de sus caracteristicas mor-
foldgicas.
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Obtencion de esporangios y liberaciéon
de zoosporas

La presencia de esporangios de Phytoph-
thora cinnamomi sélo se produce en medio
liquido, ya sea en las capturas, como se de-
tall6 anteriormente, o induciendo la produc-
cién de los mismos con soluciones de ex-
tractos de suelo no estériles, como describié
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
vacias a las que se aiiadié 1 cc de una sus-
pension de suelo y agua estéril, aportando
posteriormente esta Gltima hasta cubrir lige-
ramente el medio.

También, como variante de esta técnica,
puede afiadirse 1 cc de una solucién de agua
estéril y nitrato cdlcico al 3 %, la cual pare-
ce inducir la produccién de esporangios. En
nuestro caso, sin embargo, resultaron mucho
mds efectivos los extractos de suelo no esté-
riles.

A continuacién se colocaron las placas
bajo luz continua y al cabo de 5-7 dias se
aprecio6 la induccién 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 contenian agua estéril, y se introdujeron
en la nevera durante 1-2 horas; pasado ese
tiempo, se mantuvieron durante 2 6 3 horas
més a temperatura ambiente, observdndose,
una vez transcurrido ese periodo, una libera-
cién médxima de zoosporas debida al choque
térmico.

La obtencién de la suspensién de zoos-
poras que se utilizé para realizar las inocu-
laciones sobre las viiias obtenidas por cul-
tivo «in vitro», se llevo a cabo de la si-
guiente forma: el sobrenadante de las pla-
cas mantenidas a temperatura ambiente se
filtré6 por papel Watman n.° 1 que deja
pasar solamente las zoosporas, titulandose
posteriormente en una célula Thoma o Ma-
lassez, obteniéndose de esta manera la sus-
pensién necesaria para inocular (TELLO,
1985).

Obtencion de material vegetal
para la realizacion de las inoculaciones

La obtencion de plantas de vifia para las
pruebas de patogenicidad se realizé por culti-
vo “in vitro”. Para ello se sembraron en
medio MS (MURASHIGE y SKOOG 1962) seg-
mentos nodales desinfectados previamente en
hipoclorito sédico al 10 % y lavados poste-
riormente tres veces en agua destilada estéril.
A partir de estos segmentos se desarrollaron,
al cabo de 25-35 dias, dos pequefios brotes
que se fragmentaron para obtener varios ex-
plantos nodales; de ellos —sembrados nueva-
mente en medio MS sin adicién de hormo-
nas—, se desarrollaron, al cabo de un mes,
brotes de mds de 2 cm que se trasplantaron
sin fragmentar (después de ser tratados basal-
mente durante 10 segundos con una solucién
hidroalcohélica de acido indolbutirico a
razén de 2 mg/l) al mismo medio de cultivo
liquido (sin gelificante), sosteniéndolos sobre
bandas de papel de filtro.

En estos tubos de ensayo las plantitas for-
maron sus raices, obteniéndose al cabo de
25 dias plantas de vifia con un abundante
sistema radicular formado en el seno del
medio liquido.

IDENTIFICACION

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
tamafio bastante variables dependiendo de
las condiciones nutricionales aunque suelen
ser ovoides-elipsoides, con un tamafio com-
prendido entre 25-100 x 18-43 u, y con
abundante proliferacion interna. (Fig. 3)

El micelio es generalmente no tabicado y
de aspecto muy ramificado, pudiendo apare-
cer algin tabique o septo en hifas viejas o
delimitando los érganos sexuales. La apari-
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Fig. 3.-Esporangios de P. cinnamomi.

Fig. 5.—«Hyphal swelling».

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

La presencia de clamidosporas es abun-
dante en Vg, 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 caracteristicas de los esporan-
gios de nuestros aislamientos como el mice-
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Fig. 6.-Oogonio con anteridio anfigino.

lio tipico se corresponden con Phytophthora
cinnamomi.

Al ser una especie heterotélica, la pre-
sencia de 6rganos sexuales se produce en
cruzamientos interespecificos cruzdndola
con Phytophthora cryptogea, o intraespeci-
ficos cruzando cepas de dos tipos de com-
patibilidad distintos (A, y A,), con la cepa
que queremos estudiar, como demostré en
1960 GALINDO y GALLEGLY y en afios 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
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sobre la sexualidad de este género. Sin em-
bargo, los estudios realizados han permiti-
do constatar que la induccién de érganos
sexuales de P. cinnamomi, puede producir-
se de forma homotilica bajo determinadas
condiciones, entre las que se incluyen: esti-
mulacion quimica provocada por un ex-
tracto de raiz de aguacate (ZENTMEYER,
1952), por la accién de Trichoderma viri-
dae (BRASSIER, 1971), o en presencia de
ciertas condiciones nutricionales. A pesar
de ello, este comportamiento homotilico
s6lo ha sido constatado, hasta la fecha,
para el tipo de compatibilidad A,, que es el
mds frecuente.

El cruzamiento de la cepa aislada por
nosotros, con cepas conocidas A, y A, y
(suministradas por el Laboratorio de
Rhone-Poulenc, Torre de la Reina [Sevi-
lla]) nos llevé a determinar, como espera-
bamos, que nuestra cepa era A, 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 caracteristicas se determi-
né que el hongo aislado sobre cepas de la
variedad albarifio era Phytophthora cinna-
momi Rands cepa tipo A,.

PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

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

Las pruebas de patogenicidad se reali-
zaron sobre las plantitas de viiia (varie-
dad albarifio) enraizadas y en crecimiento
activo en medio liquido en el interior de
tubos de ensayo: se inoculé en ellos una
suspensién de zoosporas en agua estéril,
obtenida como se detallé anteriormente,
afiadiendo a cada tubo 0’5 ml de dicha

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

suspension (en su defecto puede afiadirse
un pequeflo 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 dias de la inoculacion
se observé que las raicillas laterales to-
maban un color negruzco comenzando
por la punta, e invadiendo en dias sucesi-
vos toda la raiz incluida la principal (Fig.
7), posteriormente las hojas comenzaban
a amarillear y las plantitas se secaban to-
talmente.

Una vez extraidas y sembradas estas rai-
ces en medios selectivos se reaislé P. cinna-
momi, con lo cual se demostraba que este
hongo era el causante de los sintomas des-
critos (Fig. 8).
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Fig. 8.—Plantas sanas junto a plantas inoculadas una vez extraidas del tubo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislamientos realizados a partir de
las muestras de vifia de la variedad albari-
fio recibidas en la Estacién Fitopatoldgica
«Do Areeiro», asi como de los muestreos
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 localizacién (Fig. 9), aisldn-
dose Phytophthora cinnamomi Rands cepa
tipo A, en los Ayuntamientos de El Rosal y
La Caiiiza.

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

viiia de la variedad albarifio obtenidas por
cultivo “in vitro” para la realizacién de las
inoculaciones. Las plantas asi obtenidas
permiten subsanar el problema de la nece-
saria presencia de agua liquida, ya que el
medio utilizado es liquido, y acelerar en
gran medida el proceso (la plantas mani-
fiestan los sintomas a los dos dias de la
inoculacién) con respecto a las utilizadas
habitualmente para inocular que proceden
de estaquillas de vifia enraizadas y ofrecen
resultados bastante variables al cabo de 2-3
meses o incluso 1 afio.

Estudios posteriores permitirdn obtener
resultados sobre la resistencia de los patro-
nes mis cominmente utilizados a la pene-
tracién del hongo, realizdndose también
ensayos de control del patégeno en labora-
torio con distintas materias activas.
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Mansilla, J. P.; Pintos, C. y Salinero, M.* C. (1993): Aislamiento e identificacién en
la provincia de Pontevedra de Phytophthora cinnamomi Rands. como patégeno de

vina. 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 «Albarifio» in El Rosal and in La Caiiiza (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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