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Presencia de Diaporthe actinidiae afectando al Kiwi (Actinidia
deliciosa) en el noroeste de la peninsula ibérica

C. PINTOS VARELA, J. GARCIA-JIMENEZ, J. P. MANSILLA, N. CIURANA, R. SALES y J. ARMENGOL

En plantaciones de actinidia del Noroeste de Espafia y Portugal se han observado
una serie de sintomatologias no descritas anteriormente en la bibliografia: coloraciones
violdceas oscuras en ramas que interiormente van asociadas a pardeamiento de la made-
ra, podredumbre de pétalos, caida de flores, necrosis del pedunculo que provoca una
disminucion sustancial del tamafio del fruto y pardeamiento del envés de las hojas
acompaifiados de necrosis de los nervios en esa zona que provoca un curvamiento del
limbo hacia el haz. De las zonas afectadas se ha aislado consistentemente un hongo del
género Phomopsis con el que se han completado los postulados de Koch. El teleomor-
fo se ha detectado en ramas afectadas dejadas en el suelo tras la poda. Las caracteristi-
cas del hongo coinciden con las descritas para Diaporthe actinidiae Sommer et Beraha.
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INTRODUCCION

Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang
et A. R. Ferguson (anteriormente 4. chinen-
sis Planch) es una planta originaria de
China, perteneciente a la familia Actinidia-
ceae.

En Europa se conoce desde 1847, pero su
verdadera introduccion se realizé a princi-
pios de este siglo, primero en Inglaterra y
posteriormente en Francia. En Espafia, las
primeras plantaciones se establecieron en el
afio 1969 al sur de la provincia de Ponteve-
dra. En 1973 la extension ocupada era de 80
ha llegando a 1000 ha en el momento actual
de las cuales un 50 % se encuentran al sur de
Galicia (Salinero y Martifio, 1997).

Desde la introduccion de este cultivo en
Espaiia se han realizado diversos estudios en
la Estacion Fitopatologica «Do Areeiro»
(Pontevedra) detectandose la presencia de
diversas enfermedades causadas por nema-
todos (principalmente Meloidogyne hapla),
hongos (drmillaria spp, Phytophthora spp)
y bacterias (Agrobacterium tumefaciens,
Pseudomonas marginalis, P viridiflava)
(Mansilla et al., 1988; 1999).

El conocimiento exhaustivo del cultivo
nos permitio observar desde el afio 1995 una
sintomatologia diferencial sobre el mismo
que no coincidia con ningun patégeno des-
crito anteriormente en Espaiia siendo la
identificacion del agente causal el objeto de
este trabajo.
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MATERIAL Y METODOS
Aislamiento del agente causal

A lo largo de varios afios se realizd un
seguimiento de diversas parcelas caracteri-
zando los diversos sintomas observados Yy,
siguiendo las técnicas habituales, se realiza-
ron aislamientos de las zonas afectadas en
medio de cultivo de patata dextrosa agar
(PDA) al que se habia adicionado 500 ppm
de sulfato de estreptomicina a fin de limitar
el crecimiento de bacterias. Las placas se
incubaban en estufa en oscuridad a 25-27 °C
durante 3-4 dias al cabo de los cuales las
colonias obtenidas se repicaron a PDA
dejandose crecer hasta su identificacion bajo
ciclos alternativos de 12 horas oscuridad: 12
horas de luz dia (Philips TLD) + ultravioleta
cercana (Sylvania F40-BLB).

Paralelamente al proceso de aislamiento
las distintas partes afectadas se ponian en
camara humeda estudiando la evolucion de
los sintomas y la aparicién de cuerpos fruc-
tiferos.

Induccion de la esporulacion e identifica-
cién

A fin de inducir la esporulacion, aislados
representativos de diversos origenes y sinto-
matologias (Tabla 1) se hicieron crecer en
placas de medio patata-zanahoria agar
(PCA) al que se afiadian sobre su superficie
diversos tipos de materiales vegetales esteri-
lizados en autoclave: peciolos y limbos de
actinidia, ramitas de olivo y de naranjo y
semillas de trigo.

Las placas asi sembradas se incubaban de
la manera descrita anteriormente durante
treinta dias tras los cuales se evaluaba la
capacidad de formacion de cuerpos fructife-
ros (picnidios) en los diversos materiales
vegetales (en una escala de 0, ausencia de
picnidios, a 3, produccion abundante), el
tipo de esporas producidas en dichos picni-
dios y las dimensiones de dichas esporas.
Eventualmente se hicieron cortes al microto-
mo de algunos picnidios estudiando su
estructura interna con la ayuda de un
microscopio Optico.

Tabla 1. Origen de los aislados fiingicos estudiados.

AISLADO ANO DEL LOCALIDAD ORIGEN DEL AISLADO
AISLAMIENTO
K1 1995 Tuy Podredumbre en rama
K5 1995 Tuy Médula interior de rama
K8 1995 Tuy Manchas pardas en rama
K11 1995 Tuy Chancro en rama
K12 1995 Tuy Micelio blanquecino en rama
K13 1997 Salceda de Caselas Necrosis hoja
K16 1997 Salceda de Caselas Necrosis de pedinculo de fruto
K18 1997 Tomifio Necrosis hoja
K20 1997 Tomifio Hoja
K23 1997 Tomifio Necrosis hoja
K24 1997 Tomifio Necrosis de pedinculo de fruto
K25 1997 Tomifio Necrosis hoja
K29 1997 Tuy Necrosis de pedinculo de fruto
K31 1997 Valenga (Portugal) Necrosis hoja
K32 1997 Valenga (Portugal) Necrosis de pedinculo de fruto
PF7 1998 Tomifio Necrosis de pedunculo de fruto
BF22 1998 Tomifio Botén floral necrosado
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Ensayos de patogenicidad

Se llevaron a cabo tanto en frutos como en
partes vegetativas.

Para los ensayos en fruto se utilizaron los
aislados K1, K5, K8, K16, K25, K31 (Tabla
1) y el aislado de Diaporthe actinidiae Som-
mer et Beraha n° 28096 procedente de la
American Type Culture Collection. La ino-
culacion se hizo en frutos sanos de la varie-
dad Hayward previamente desinfectados
superficialmente con alcohol, con o sin heri-
da. En el primer caso se tomaban cuatro fru-
tos, provocando con un sacabocados dos
heridas circulares de unos 8 mm de didmetro
y poco profundas, lo suficiente para eliminar
la piel, depositindose sobre estas heridas
fragmentos de PCA en los que habian creci-
do los diversos aislados. En la inoculacion
sin herida, tras eliminar cuidadosamente los
pelos del fruto con una cuchilla de afeitar, se
depositaba sobre dicha zona fragmentos de
cultivo fiingico de las mismas caracteristicas
anteriores. En ambos casos la zona inocula-
da se sellaba con parafilm y los frutos ino-
culados se conservaban a temperatura
ambiente realizdindose las observaciones a
los 10 dias de la inoculacion. Paralelamente
se disponian los correspondientes controles
con medio de cultivo PCA no sembrado con
el hongo.

Para los ensayos de inoculacidn sobre par-
tes vegetativas se partié de aislados crecidos
en placa sobre medio PCA obtenidos de
pedinculo necrosado de fruto (aislado PF7)
y de botdén floral afectado (aislado BF22).
La inoculacion se realizé sobre brotes, limbo
y peciolo de hoja de plantas de kiwi var.
Hayward en el estado de 8-10 hojas verda-
deras. La inoculacion se llevo a cabo deposi-
tando una gota de una suspensién delx 106
conidios/ml sobre el material vegetal en el
que previamente se habian realizado peque-
fias heridas con una aguja hipodérmica del-
gada. Se inocularon diez brotes, diez limbos
y diez peciolos con cada uno de los aislados.
Los controles se inocularon con una gota de
agua destilada estéril siguiendo la metodolo-
gia anteriormente descrita. Las plantas se

mantuvieron durante una semana en camara
climatizada a 20 °C y con una humedad del
95%, trasladdndose posteriormente a una
zona sombreada.

Estos mismos aislados se inocularon en
condiciones de campo y mediante la misma
técnica sobre diez pedinculos florales en
una plantacion ya establecida de kiwi var.
Hayward.

Tanto en las inoculaciones de frutos como
en las de partes vegetativas se realizaron
reaislamientos de las zonas inoculadas
siguiendo la metodologia descrita previa-
mente.

RESULTADOS
Sintomatologia

Se observaron daifios en ramas, hojas, flo-
res y pedinculo de frutos. En ramas se apre-
ciaban coloraciones violaceas oscuras que
mostraban una coloracion parda de los teji-
dos internos al descortezarlas (Fig.1) y man-
chas necrdticas con abultamientos (perite-
cios), principalmente en las ramas dejadas
en el suelo tras la poda. En las hojas apare-
cian pardeamientos en el envés acompaifia-
dos de la necrosis de los nervios en esa zona
(Fig.2), lo que provocaba un curvamiento
del limbo hacia el haz (Fig.3), pudiéndose
observar en algunos casos, con la ayuda de
la lupa, unos puntos negros (picnidios) sobre
las zonas necrosadas. Era frecuente observar
podredumbre de pétalos y caida de flores y
necrosis longitudinales del pedinculo de los
frutos. No se apreciaba en campo ningun
dafio concreto al fruto aunque la caida de
flor y las necrosis observadas en el pedincu-
lo provocaban, de un lado una disminucién
clara de la produccion y, de otro, una reduc-
cion del tamario de los frutos quedando éstos
por debajo del umbral comercial (Fig.4)

Esporulacion e identificacién

De las distintas sintomatologias se aisla-
ban esporadicamente diversos hongos como
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Fig. 1. Coloracion parda de los tejidos internos de las ramas afectadas
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Fig. 2. Necrosis inicial de los nervios de la hoja. Fig. 3. Caracteristico abarquillamiento del limbo.
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Fig. 4. Necrosis y adelgazamiento del pedinculo del fruto

Alternaria spp, Cladosporium spp, Penici-
llium spp, etc., usualmente saprofitos. Junto
a éstos, se obtenia en todos los casos y de
forma consistente un hongo con micelio
blanquecino ralo que raramente esporulaba
en PDA y que se sembré en PCA con los
vegetales descritos anteriormente.

Los resultados de este ensayo de induc-
cién de la fructificacion aparecen en la tabla
2. Con la excepcion de los aislados K18 y
K23, en el resto se obtuvo en, mayor o
menor proporcién, estructuras fructiferas
sobre el material vegetal. Estas estructuras
fructiferas eran picnidios uni- o multilocula-
res. En el momento de la observacién (30
dias después de la siembra) algunos de estos
picnidios exudaban cirros mucosos (Fig.5)
con uno o dos tipos de conidios: unos (tipo
«) de tamafio 5,0 — 8,0 x 2,2 — 4,0 pum, hia-
linos, aseptados, fusiformes, rectos, frecuen-
temente con una gutula en cada extremo y
otros (f3) de tamafio 17,8 — 30,6 x 1,5 pum,
hialinos, aseptados, fusiformes, frecuente-
mente curvados en forma de «S» o gancho y
sin gutulas (Fig.6).

La mayor produccion de picnidios se
obtenia sobre las semillas de trigo predomi-
nando, en el momento de la observacion los
picnidios con tinicamente conidios . Por el
contrario, la menor presencia de picnidios se
daba sobre limbos de actinidia presentando,
en contrapartida la mayor produccion de
conidios o. En el resto de materiales (rami-
tas de naranjo, de olivo y peciolos de actini-
dia) se obtenian resultados intermedios entre
los dos anteriores. En lo que respecta al
tamario de conidios, no parecia influir el tipo
de material (datos no mostrados).

Este mismo tipo de estructuras y conidios
se obtuvieron de diversas muestras dispues-
tas en camara humeda a temperatura
ambiente: al cabo de 15-20 dias se observa-
ba sobre las hojas necrosadas, pétalos y
pedinculos de frutos una gran produccién
de picnidios que exudaban una mucosidad
blanquecina-amarillenta constituida, en
general, por una mezcla de conidios oL y B.

Sobre las ramas afectadas dejadas en el
suelo tras la poda y posteriormente coloca-
das en camara humeda a temperatura
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ambiente, al cabo de 20 dias se formaban,
incrustados en un estroma negro, peritecios
cuyo diametro oscilaba entre 190-450 um y
que presentaban un cuello recto de color
marrén y extremo redondeado de 400-650
um de longitud y 80-110 pm de grosor
(Fig.7) . Con el paso del tiempo se observa-
ba una elongacion de los cuellos que, para-
lelamente se volvian sinuosos y filiformes
pudiendo alcanzar una longitud de hasta
2000 pm. Los peritecios contenian ascas
unitunicadas de 39-50 x 6,9-7,1 um, y un
caracteristico anillo apical refractario muy
evidente siendo las ascosporas hialinas,

Fig. 5. Cirro de Phomopsis sp.

bicelulares, estrechindose en el tabique, de
forma fusoide a elipsoide y con unas dimen-
siones de 8,5-10,0 x 3,0 pm.(Fig 8). Un
corte transversal con un escalpelo bajo la
corteza de las ramas afectadas, revelaba una
delgada linea negra demarcando los bordes
del entostroma con varios peritecios embebi-
dos en éL.

Cultivos monoascospéricos y otros obte-
nidos a partir del estroma de ramas presen-
taron las mismas caracteristicas culturales y
morfolégicas que los aislados conidiales
descritos anteriormente.
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Fig. 6. Conidios o y P tipicos de Phomaopsis sp. Fig. 7. Cﬁellos de los peritecios de
Diaporthe actinidiae.

Fig. 8. Ascas y ascosporas de D. actinidiae.
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Ensayos de patogenicidad

En las inoculaciones a fruto con herida se
obtenia en todos los casos una podredumbre
de la pulpa, que tomaba ademas un aspecto
mas oscuro. Estos dafios eran significativa-
mente mayores que en los frutos sin herida.
En este ultimo caso algunos aislados eran
incapaces de provocar podredumbres, siendo
las excepciones D. actinidiae n°® 28096, K1,
K5, K8 y K25, en los que aparecian, en con-
tadas ocasiones, algunas podredumbres en
los frutos inoculados. En las inoculaciones
de frutos con herida no se observaron dife-
rencias significativas en la agresividad, pro-
vocando todos ellos una superficie podrida
semejante.

En las inoculaciones sobre partes vegeta-
tivas, ambos aislados (PF7 y BF22), provo-
caron necrosis y pequefios chancros sobre
brotes, peciolo de hoja y pedunculo floral al
cabo de 15 dias, reaislandose el hongo ino-
culado y no presentdndose ningin tipo de
dafio en los controles.

En las inoculaciones sobre limbo foliar
solamente se observaron pequefias lesiones
que podian ser debidas a los pinchazos de la
aguja hipodérmica.

DISCUSION

De los diversos estudios realizados se
puede concluir que un hongo del género
Diaporthe Nietschke es el agente causal de
las diversas sintomatologias encontradas: el
anamorfo, Phomopsis (Sacc.) Sacc., se ha
localizado asociado a dafios en hojas, flores
y pedinculo de frutos y el teleomorfo en
ramas afectadas dejadas en el suelo tras la
poda. Cultivos fungicos procedentes de
ambos origenes presentan idénticas caracte-
risticas culturales y morfologicas

Existe una cita sobre Phomopsis actini-
diae (Henn.) Died de 1912 (Uecker, 1988)
aunque en ella sdlo se hace referencia a
conidios o. La primera referencia clara de
un Phomopsis sp. afectando a actinidia es de
Beraha (1970), que describe una podredum-

bre de frutos procedentes de Nueva Zelanda
y que tras la obtencion del teleomorfo, Som-
mer y Beraha (1975) describen como una
nueva especie, Diaporthe actinidiae Som-
mer et Beraha. Posteriormente han sido
numerosas las referencias a este hongo pro-
vocando podredumbre en frutos en almace-
namiento (Hawthorne ef al., 1982; Pennyco-
ok, 1985; Snowdon, 1990; Brook, 1991; Ieki
y Yamanaka, 1991; Ieki, 1992; 1994; Prate-
lla, 1995). En general, para todos estos auto-
res, la pudricién comienza por el extremo
del fruto.

En algunos casos se han descrito necrosis
foliares en actinidia asociadas a Phomopsis,
comportandose generalmente este hongo
como invasor de tejidos dafiados previamen-
te por el viento y/o la lluvia y afectando
principalmente a hojas viejas (Hawthorne y
Otto, 1986). Por su parte, Ushiyama et al.
(1996) sefialan a un Phomopsis sp. como
agente causal de una mancha angular en
hoja.

Aunque los distintos aislados ensayados
han sido capaces de infectar los frutos, pre-
ferentemente cuando la infeccion iba acom-
pafiada de herida, en nuestras observaciones
no hemos detectado dicho ataque ni en con-
diciones de campo ni en almacenamiento.
No obstante, durante el afio 1999 se aislo
Phomopsis de frutos durante el periodo de
recoleccion, fundamentalmente de aquéllos
que aparecian con un tamafio mas pequefio
del normal. Por el contrario, se han detecta-
do una serie de sintomas no descritos ante-
riormente en la bibliografia, como ataques a
ramas que provocaban colores violaceos
oscuros en el exterior y coloraciones pardas
de los tejidos internos, manchas necroticas
con abultamientos que daban lugar a perite-
cios en las ramas dejadas en el suelo tras la
poda, podredumbres de pétalos, caida de flo-
res y necrosis del pedunculo de frutos. En el
caso de hojas el abarquillamiento hacia el
haz asociado a la necrosis de los nervios era
un sintoma bastante frecuente y aparecia en
hojas intactas, a diferencia de lo descrito por
Hawthorne et al. (1982). Estos mismos auto-
res sefialan que los dafios encontrados en
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hojas no estaban asociados a ningun hongo
en concreto siendo frecuente aislar de las
zonas afectadas diversos hongos como
Colletotrichum, Alternaria y Phoma junto
con Diaporthe. En nuestro casos éste ultimo
hongo era el tnico que se aislaba consisten-
temente de las necrosis foliares.

En medio PDA la esporulacion de los dis-
tintos aislados fue practicamente nula, con-
siguiendo una buena produccién de picni-
dios sobre PCA con diversos materiales
vegetales. No se observé una influencia del
tipo de material vegetal sobre el tamafio de
los conidios; pequeiias oscilaciones en su
longitud y anchura parecian ser exclusiva-
mente una caracteristica particular del aisla-
do concreto. El tamaiio de conidios de nues-
tros aislados (5,0-8,0 x 2,2-4,0 pm para los
conidios o y 17,8-30,6 x 1,5 um para los
conidios ) engloba los tamafios medios
descritos por Sommer y Beraha (1975) para
D. actinidiae (6,9 x 2,4 um y 20,5 x 1,6 pm
respectivamente), que son los unicos que
aparecen en la descripcion original de este
hongo.

En lo que respecta al teleomorfo, éste no
se detectd en ninguno de los medios artifi-
ciales ensayados: aparecia a finales de
invierno, fundamentalmente sobre las ramas
dejadas en el suelo tras de la poda y tanto sus

ABSTRACT

caracteristicas morfol6gicas como las medi-
das de sus diferentes estructuras coinciden
también con las dadas por Sommer y Beraha
(1975) para D. actinidiae, salvo pequefias
variaciones, fundamentalmente en el tamafio
de las ascas, que podrian ser debidas a la
variabilidad natural o al distinto origen del
material vegetal, frutos en un caso y ramas
de poda en el otro.

De todo lo expuesto se puede concluir que
las distintas sintomatologias observadas son
causadas por Diaporthe actinidiae que en
nuestras condiciones climaticas y culturales
aparece provocando dafios no descritos ante-
riormente en la bibliografia. Se trata de una
enfermedad importante que en prospeccio-
nes recientes se ha detectado también en
diversas parcelas de Cantabria y Asturias,
provocando en ésta ultima, dafios considera-
bles.

En la actualidad, por parte de la Estacion
Fitopatologica “Do Areeiro”, se estan reali-
zando estudios sobre la biologia y epidemio-
logia del hongo, determinando el impacto de
diversas condiciones climaticas sobre el
desarrollo de la enfermedad y conjugandolo
con las medidas de control adecuadas a fin
de minimizar el impacto que esta enferme-
dad, potencialmente grave, pueda acarrear
en la produccién de actinidia.

C. PINTOS VARELA, J. GARCIA-JIMENEZ, J. P. MANSILLA, N. CIURANA, R. SALES y J.
ARMENGOL., 2000. Presence of Diaporthe actinidiae affecting kiwi (Actinidia deli-

ciosa) in Northwest of Iberian peninsula.

Several symptoms not described before in bibliography have been observed in acti-
nidia plantations in Northwest of Spain and Portugal: dark violaceous colorations in
branchs with necrosis inside the wood, petal rots, falling of flowers, necrosis of pedun-
cle that originates a reduction of the size of the fruit and the reverse side of the leaves
turning brown, followed by necrosis in the nerves of that zone that causes limb curving
towards the right side of the leaf. One fungus of Phomopsis genus, with which Koch
postulates have been completed, has been consistently isolated from the affected areas.
Telemorph has been detected in diseased branches left on the floor after pruning. The
characteristics of the fungus match to those described for Diaporthe actinidiae Sommer

et Beraha.

Key words: Phomopsis, rot, pathogenicity, storage, induction sporulation.
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