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Enfermedades causadas por Phytophthora en viveros

de plantas ornamentales

A. PEREZ-SIERRA, B. MORA-SALA, M. LEON, J. GARCIA-JIMENEZ, P. ABAD-CAMPOS

Phytophthora es uno de los patogenos de plantas mas destructivos en todo el mun-
do y es responsable de graves pérdidas econdomicas en viveros de plantas ornamentales.
En los tltimos 10 afos, como consecuencia de la deteccion de Phytophthora ramorum,
agente causal de la “muerte subita del roble”, las inspecciones fitosanitarias en viveros
de plantas ornamentales se han intensificado en Europa para evitar la introduccion y
posterior propagacion de este patdgeno. Entre las medidas de emergencia adoptadas a
nivel europeo se incluyen las inspecciones de todos los viveros en los que se producen
hospedantes susceptibles. Estas prospecciones han revelado la presencia en los viveros
de otras especies de Phytophthora, diferentes de P. ramorum. El objetivo de este tra-
bajo fue estudiar las enfermedades causadas por dichas especies. Para ello se prospec-
taron 23 viveros de plantas ornamentales y se tomaron muestras de plantas con manchas
foliares, clorosis, defoliacion, muerte de brotes, chancros, gomosis, muerte regresiva y
podredumbre radicular. Se realizaron aislamientos directamente de los tejidos afectados
en el medio selectivo CMA-PARPBH. Phytophthora fue aislada consistentemente de
una amplia gama de plantas ornamentales en el 70% de los viveros prospectados. Se
detectd Phytophthora en 136 plantas pertenecientes a 22 o6rdenes, 29 familias y 41
géneros diferentes. Sobre la base de sus caracteristicas morfologicas y mediante la
secuenciacion directa de la region ITS del ADN ribosomal con los cebadores 1TS4-
ITS6, trece especies de Phytophthora fueron identificadas: P. cactorum, P. cinnamomi,
P. citrophthora, P. cryptogea, P. drechsleri, P. hibernalis, P. multivora, P. nicotianae,
P. palmivora, P. niederhauserii, P. plurivora, P. syringae y P. tentaculata. Los resul-
tados mostraron la alta incidencia de Phytophthora spp. en viveros, observandose las
mayores pérdidas econdmicas en plantas aromaticas afectadas por P. nicotianae, que
fue a su vez la especie que se aislo con mayor frecuencia en este estudio. En todos los
casos, se recomendaron medidas de control fitosanitarias, con el objetivo final de mi-
nimizar el dafo causado, reducir su propagacion dentro de las zonas de produccion, y
evitar su dispersion fuera de las mismas.
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INTRODUCCION

En los ultimos diez afios se han intensifi-
cado las inspecciones fitosanitarias en vive-
ros de plantas ornamentales debido a la de-
teccion de Phytophthora ramorum (WERRES
et al, 2001), agente causal de la “muerte
subita del roble”. Phytophthora ramorum es

uno de los organismos incluido en la lista de
alerta de la EPPO (EPPO, 2002) y la Union
Europea tomo6 medidas de emergencia para
evitar su entrada y diseminacion en Europa
(Decisiones 2002/757/EC, 2004/426/EC y
2007/201/EC). Estas medidas incluian ins-
pecciones anuales de material vegetal sus-
ceptible a P. ramorum en viveros, jardines y
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masas forestales. Aunque este organismo
puede afectar a un amplio rango de hos-
pedantes, las inspecciones se centraron prin-
cipalmente en viveros con Rhododendron,
Viburnum y Camellia. Al realizar estas ins-
pecciones, se detectaron otras especies de
Phytophthora, diferentes a P. ramorum,
afectando a otros hospedantes, y causando
pérdidas importantes. No hay estudios pre-
vios realizados en viveros de plantas orna-
mentales, excepto el realizado por TELLO et
al. (1995), en el que investigaron la presencia
de hongos fitopatdgenos en viveros de plan-
tas ornamentales de la Comunidad de Ma-
drid. En dicho estudio, se prospectaron siete
viveros de arboles y arbustos ornamentales
principalmente en contenedor, y se detecta-
ron organismos de la familia Pythiaceae
(Pythium spp. y Phytophthora spp.) en el
61% de las muestras estudiadas. Se identifi-
caron dos especies de Phytophthora, P. cac-
torum en Crataegus sp. y P. nicotianae en
Lavandula sp. Anterior a este estudio, PAEZ
et al. (1993) detectaron la presencia de P.
palmivora en plantas de Lavandula dentata,
Eleagnus angustifolia y Tecomaria capensis
en los jardines de la Exposicion Universal de
Sevilla (EXPO-92). En este estudio se remar-
caba la complejidad de la taxonomia de
Phytophthora y se planteaba la importancia
de temas como la introduccion de nuevos
patdégenos mediante las importaciones y los
posibles riesgos implicados. A partir del afio
2002, las detecciones de Phytophthora en
plantas ornamentales van amplidandose, y en
Espana se detectan: P. ramorum en Rhodo-
dendron en una intercepcion en Mallorca
(MORALEJO y WERRES, 2002) en Camellia
Jjaponica (PINTOS-VARELA et al., 2003) y en
Viburnum tinus (PINTOS-VARELA et al.,
2004); P. tentaculata en Verbena sp. (MO-
RALEJO et al., 2004); P. hedraiandra en V.
tinus (MORALEIJO et al., 2005); P. tentacula-
ta en Santolina chamaecyparissus (ALVAREZ
et al., 20006); P. hibernalis en Rhododendron
(ALVAREZ et al., 2007a); P. nicotianae en
Lavandula sp. y Rosmarinus sp. (ALVAREZ
et al., 2007b). Recientemente, MORALEJO et
al. (2009), detectaron 17 especies de Phyto-

phthora en 37 hospedantes diferentes. Cinco
de las especies encontradas eran especies de
descripcion reciente, incluso algunas de ellas
esta en proceso de descripcion, y se encontra-
ron 37 nuevas combinaciones hospedante-pa-
togeno. Este estudio pone de manifiesto que
la presencia de Phytophthora en viveros de
plantas ornamentales es un problema tanto
econdmico como fitosanitario para el sector
viverista, y que los riesgos implicados deben
estudiarse detenidamente. Por este motivo se
realiza el estudio aqui presentado cuyos ob-
jetivos fueron: investigar la presencia de
Phytophthora en viveros de plantas ornamen-
tales de la zona mediterranea y del norte de
Espafia, identificar las especies de Phyto-
phthora detectadas y caracterizar la sintoma-
tologia observada en las plantas afectadas.

MATERIAL Y METODOS

Prospeccion, toma de muestras
y procesado

Se realizaron prospecciones entre los aflos
2004 y 2011 en viveros de plantas ornamen-
tales de Valencia, Castellon y Asturias. Se
prospectaron plantas en alveolo, en contene-
dor o en campo, que presentaban alguno de
los siguientes sintomas: manchas foliares,
clorosis, defoliacion, muerte de brotes, exu-
dacion de goma, decaimiento, podredumbre
y muerte subita. Solamente se tomaron
muestras de plantas sintomaticas.

La toma de muestras se realizd siguiendo
la siguiente metodologia: en el caso de plan-
tulas y plantas pequefias, se tomaron las
plantas completas en sus bandejas o conte-
nedores. En el caso de plantas en contene-
dores grandes, si presentaban marchitez o
decaimiento y no presentaban manchas fo-
liares, se eliminaba la parte aérea y se toma-
ba la parte basal incluyendo el cuello, raices
y sustrato, y si presentaban lesiones foliares,
se tomaban también muestras de la parte
aérea. En las muestras de campo, se tomaron
muestras de las raices y del suelo en plantas
que mostraban decaimiento generalizado.
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Las muestras de suelo se tomaron cercanas
a las raices, seleccionando suelo de cuatro
puntos distintos alrededor de la planta y
mezclandolo en una unica bolsa por planta
prospectada. Se tomaron muestras foliares
de aquellas plantas que mostraban sintoma-
tologia foliar especifica (manchas foliares,
muerte de brotes, chancros en ramas, etc.).

Se realizaron aislamientos a partir de ma-
terial vegetal afectado; para ello, las mues-
tras se lavaron con agua del grifo para eli-
minar restos de materia organica o de suelo,
se secaron y se sembraron fragmentos de
unos tres mm del frente de avance de las
lesiones o fragmentos de raices en el medio
selectivo CMA-PARPBH, modificado del
PARP descrito por JEFFERS y MARTIN
(1986): 17 g de CMA (harina de maiz-agar),
0,4 g de pimaricina, 0,125 g de ampicilina,
0,01 g de rifampicina, 0,02 g de benomilo,
0,101 g de pentacloronitrobenceno, 0,069 g
de himexazol y 1 litro de agua destilada. Los
cultivos se incubaron en estufa a 25°C en
oscuridad durante 2-3 dias. De las colonias
obtenidas, se repicaron puntas de hifas a
PDA (39 g de patata-dextrosa-agar; 1 litro
de agua destilada) para su posterior identifi-
cacion.

En el caso de las muestras de suelo se
utilizaron manzanas Granny Smith o Golden
Delicious como trampas vegetales y se pro-
cesaron mediante la técnica de HENDRIX y
CAMPBELL (1970): las manzanas se lavaron
previamente con alcohol; en cada manzana
se realizaron 4 agujeros de 10 mm de dia-
metro y 15 mm de profundidad con la ayuda
de un sacabocados desinfectado previamente
con alcohol. Se rellen6 cada uno de los agu-
jeros con la muestra de suelo o sustrato co-
rrespondiente y se saturd con agua destilada,
cubriéndose cada uno de ellos con cinta ad-
hesiva. Las manzanas se incubaron a tempe-
ratura ambiente hasta la aparicion de lesio-
nes (4-7 dias). De las lesiones, se extrajeron
pequeiios fragmentos del frente de avance y
se sembraron en medio CMA-PARPBH. Se
repicaron puntas de hifas de las colonias
resultantes a medio PDA.

Caracterizacion morfoléogica, fisiologica
y cultural de los aislados

Los cultivos puros obtenidos se identifica-
ron a partir de sus caracteristicas morfologi-
cas, fisioldgicas y culturales utilizando como
referencia las claves de ERWIN y RIBEIRO
(1996) y las publicaciones mas recientes de
GALLEGLY y HONG (2008), JUNG y BUR-
GESS (2009) y SCOTT et al. (2009). Para la
observacion de estructuras asexuales, a par-
tir del margen de la colonia de cada aislado
crecido en medio agar jugoV8 (200 ml de
zumo V8; 2 g de CaCO;; 15 g de agar; 800
ml de agua destilada), se extrajeron discos
colonizados, que se colocaron en placas Pe-
tri con solucion de extracto de suelo estéril.
Tras 3 6 4 dias de incubacion a temperatura
ambiente, se observaron las caracteristicas
de los esporangios y otras estructuras asexua-
les inducidas. La solucion extracto de suelo
se obtuvo colocando en un erlenmeyer 100
g de suelo agricola y 900 ml de agua desti-
lada. La solucion se agitd y se dejo reposar
durante un periodo de 24 horas. A continua-
cion, se anadieron 50 ml del sobrenadante a
950 ml de agua destilada, esterilizdndose
posteriormente su contenido.

Se observo la presencia de estructuras
sexuales para confirmar su naturaleza homo-
talica o heterotalica. En los aislados hetero-
talicos se indujo la produccion de gametan-
gios mediante el método de los cultivos
duales (ERWIN y RIBEIRO, 1996). En una
placa Petri conteniendo medio agar jugo V8
se colocd un disco colonizado con el aislado
a identificar y a 3 cm de éste, un disco colo-
nizado con el aislado de referencia de los
grupos de apareamiento Al 6 A2. Se utiliza-
ron los aislados de referencia proporcionados
por Sabine Werres del JKI (Julius Kiihn -
Institut), Federal Research Centre for Culti-
vated Plants, Institute of Plant Protection in
Horticulture and Forests, Braunschweig
(Alemania), pertenecientes a los grupos Al
y A2 de Phytophthora cryptogea, aislados
respectivamente de Lewisia sp. y de Begonia
sp.. Las placas se incubaron en oscuridad a
25°C y se realizaron observaciones a los 15,



146 A. PEREZ-SIERRA, B. MORA-SALA, M. LEON, J. GARCIA-JIMENEZ, P. ABAD-CAMPOS

30 y 45 dias después de las siembras para
comprobar la formaciéon de oosporas. Los
aislados que produjeron gametos sexuales
con el aislado de referencia Al se considera-
ron del tipo de apareamiento A2, y los aisla-
dos que los formaron con el A2 se conside-
raron del tipo de apareamiento Al.

Conservacion de los cultivos

Los cultivos puros de todos los aislados
obtenidos a partir de puntas de hifa se con-
servaron en solucion extracto de suelo esté-
ril y en tubos de agar de harina de avena
(72,5 g/l de oatmeal agar, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) a 15°C en oscuridad
en la coleccion mantenida en el Instituto
Agroforestal Mediterraneo, Universitat Poli-
técnica de Valéncia (Espana).

Identificacion molecular

Para confirmar la identificaciéon morfolo-
gica, los cultivos se identificaron a nivel
molecular. Para ello, se procedio a la extrac-
cion del ADN con el kit comercial EZNA
Plant DNA Miniprep (Omega Biotek). El
ADN se visualizd en un sistema de docu-
mentacion de geles en un gel de agarosa de
0.7% mediante la tincion con bromuro de
etidio. E1 ADN se conservo a —20°C hasta
su utilizacion. Mediante la técnica PCR se
amplifico la region ITS del ADN ribosémico
con los cebadores ITS-4 (5° TCC TCC GCT
TAT TGA TATGC 3°) e ITS-6 (5 GAA
GGT GAA GTC GTA ACA AGG 3’) (WHI-
TE et al., 1990; COOKE et al., 2000). Cada
reaccion contenia 1x tampén PCR, 2.5
MgCl, mM, 200 uM de cada dNTP, 0.4 uM
de cada cebador, 1 U de ADN Tagq polime-
rasa (Dominion MBL, Cérdoba, Espafia), y
1 ul de ADN genoémico. El volumen final se
ajustd a 25 pl con agua (Chromasolv Plus,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). La
PCR se realizo en un termociclador progra-
mable (PTC 200, MJ Research) con las con-
diciones siguientes: un primer ciclo de 2 min

a 94°C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C,
30 sa55°Cy45sa72°C, seguidos de 10
min a 72°C de extension final. La purifica-
cion de los fragmentos amplificados por
PCR se realizo con el kit “High pure PCR
product purification” (Roche), siguiendo las
instrucciones sugeridas por el proveedor.
Los fragmentos purificados fueron secuen-
ciados, utilizando los cebadores ITS4 e ITS6
y el kit ABI PRISM, que utiliza terminado-
res marcados y como enzima se utilizo la
Amplitaq ADN polimerasa (Perkin Elmer).
La secuenciacion se realizd con el secuen-
ciador automatico ABI 373 ADN Sequencer
por el Servicio de Secuenciacion del IBMCP
(Instituto de Biologia Molecular y Celular
de Plantas) de la Universitat Politécnica de
Valéncia.

Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron dos metodologias, dependien-
do si se trataba de inoculacion de sustrato o
foliar. Las inoculaciones del sustrato se lle-
varon a cabo utilizando el método descrito
por BABADOOST e ISLAM (2003): matraces
que contenian 200 g de harina de avena, 120
ml de jugo V8 y 1 | de agua destilada se
autoclavaron dos veces, se inocularon con 5
discos de agar colonizados con Phytophthora
procedentes de colonias de 7 dias de edad en
V8 y se incubaron en oscuridad a 20°C du-
rante 4 semanas. El indculo de cada matraz
se mezcld con el sustrato de siembra a una
concentracion del 3% (p / v). Las inoculacio-
nes se realizaron en plantas de 6 a 8 meses
de edad en contenedor. Se utilizaron 10 plan-
tas por especie de Phytophthora inoculada y
10 plantas como control (inoculadas con me-
dio estéril). Las plantas se inundaron durante
48 horas y posteriormente fueron regadas dos
veces por semana manteniéndose en inverna-
dero a una temperatura de 24 + 5°C. En el
caso de inoculaciones foliares, se inocularon
5 hojas en el envés con una gota de 40 pul de
una suspension de zoosporas (10%ml). Las
hojas inoculadas se incubaron en camara hu-
meda a 20°C en oscuridad durante 8 dias, y
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se midi6 el area necrotica utilizando el soft-
ware Assess-APS. Las hojas control fueron
inoculadas con una gota de 40 pl de agua
destilada estéril. En ambos casos se realiza-
ron aislamientos para confirmar los postula-
dos de Koch.

RESULTADOS
Prospeccion y procesado de muestras

Se prospectaron un total de 23 viveros de
plantas ornamentales, 19 en Valencia, 2 en

Castellon y 2 en Asturias analizdndose un
total de 360 plantas pertenecientes a 56 gé-
neros diferentes. En general se observo una
sintomatologia muy variada predominando
los sintomas de seca parcial o total de la
parte aérea. Otros sintomas fueron manchas
foliares, clorosis, enrojecimiento de las ho-
jas, defoliacion, marchitez, pérdida de vi-
gor, exudaciones y muerte de la planta (Fi-
gura 1). En el sistema radicular de las
plantas afectadas se observo lesiones loca-
lizadas, escaso desarrollo y/o carencia de
raices secundarias y muerte de raices (Figu-
ra2).

Figura 1. Sintomas observados en viveros de plantas ornamentales: manchas foliares, clorosis, enrojecimiento de
hojas (fila superior, de izquierda a derecha), marchitez, muerte de brotes, muerte de ramas (fila central, de izquierda
a derecha), muerte de tallos, exudaciones o muerte de la planta (fila inferior, de izquierda a derecha)
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Se detectd la presencia de Phytophthora
en 16 de los viveros prospectados (70%),
en 12 de Valencia, 2 de Castellon y 2 de
Asturias. Se aislé Phytophthora de 136
plantas (37.8%) pertenecientes a 22 orde-
nes, 29 familias y 41 géneros (Tabla 1). Se
observaron principalmente infecciones sin-
gulares, aunque en el 13% de las muestras
se detectaron infecciones multiples (Ta-

Figura 2. Sintomas en el sistema radicular: lesiones
localizadas, escaso desarrollo y/o carencia de raices
secundarias y muerte de raices bla 1).

Tabla 1. Hospedantes, 6rdenes y familias en las que se han detectado infecciones causadas por
Phytophthora, especies identificadas y tipo de apareamiento de dichas especies (Ho: homotalica,
Al: tipo de apareamiento Al, A2: tipo de apareamiento A2)

Hospedantes Orden/Familia Phytophthora sp. Infeccion multiple
Abelia grandiflora Dipsacales/Caprifoliaceaec  P. plurivora (Ho)
Agave sp. Asparagales/Agavaceae P .cryptogea
Arbutus unedo Ericales/Ericaceae P. cryptogea (Al), P. nicotianae
Aucuba japonica Garryales/Garryaceae P. cactorum (Ho)
Azalea japénica var. Ericales/Ericaceae P. cinnamomi
“Snow”
Berberis sp. Ranunculales/Berberidaceae P. citrophthora (-)
Buxus sempervirens Buxales/Buxaceae P. cryptogea
Callistemon sp. Myrtales/Myrtaceae P. nicotianae (A1)
Ceanothus sp., C. Rosales/Rhamnaceae P. nicotianae (A2), P. plurivora (Ho)

thyrsiflorus var. repens

Chamaerops excelsa, C.  Arecales/Arecaceae P. nicotianae, P. palmivora (Al)

humilis

Cupressus sp. Pinales/Cupressaceae P. nicotianae (A2)

Dipladenia sp. Gentianales/Apocynaceae  P. nicotianae

Enkianthus sp. Ericales/Ericaceae P. cactorum (Ho)

Escallonia sp., E. rubra,  Escalloniales/Escalloniaceae P. drechsleri, P. nicotianae (A1) P. drechsleri/P.
E. rubra var. macrantha nicotianae

Euonymus sp., E. Luna’, Celastrales/Celastraceae P. citrophthora (A1), P. nicotianae P. citrophthora/P.

E. microphylla variegata, (A2), P. palmivora palmivora (en 3

E. pulchellus ocasiones distintas)

Genista sp. Fabales/Fabaceae P. multivora (Ho)

Hebe "Amy’, H. Lamiales/Scrophulariaceae  P. cactorum (Ho), P. multivora (Ho),

diosmifolia P. nicotianae (A1)

Hedera sp. Apiales/Araliaceae P. citrophthora (-), P. palmivora P. citrophthora/P.
(A1), P. niederhauserii (A1) palmivora

llex aquifolium Aquifoliales/Aquifoliaceae  P. cinnamomi (A2), P. nicotianae

Jasminum sp. Lamiales/Oleaceae P. citrophthora, P. cryptogea (A2), P. P. cryptogea/P.

niederhauserii (A1) niederhauserii
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Tabla 1. Hospedantes, 6rdenes y familias en las que se han detectado infecciones causadas por
Phytophthora, especies identificadas y tipo de apareamiento de dichas especies (Ho: homotalica,
Al: tipo de apareamiento Al, A2: tipo de apareamiento A2) (Continuacion)

Hospedantes Orden/Familia Phytophthora sp. Infecciéon multiple
Laurus nobilis Laurales/Lauraceae P. inundata, P. nicotianae, P.
palmivora,
Lavandula sp., L. dentata Lamiales/Lamiaceae P. cryptogea, P. nicotianae (Al, A2), P. nicotianae/P.
L. angustifolia P. palmivora (A1) palmivora
Myrtus sp., M communis ~ Myrtales/Myrtaceae P. nicotianae (A1), P. palmivora P. nicotianae/P.
palmivora
Photinia sp. Rosales/Rosaceae P. cactorum (Ho)
Pistacia lentiscus Sapindales/Anacardiaceae  P. cryptogea (Al), P. cryptogea/P.
P. nicotianae (Al), nicotianae/P.

P. palmivora (A1), P. plurivora (Ho)  palmivora,
P. citrophthora/P.

cryptogea/P.
nicotianae/P.
plurivora
Pittosporum tobira Apiales/Pittosporaceae P. citrophthora (-), P. inundata, P. citrophthora/P.
P. multivora (Ho), P. palmivora (A1) inundata/P.
multivora/P.
palmivora
Plumbago sp. Caryophyllales/Plumbagi-  P. nicotianae (A2)
naceae
Polygala myrtifolia Fabales/Polygalaceae P. nicotianae (Ho)
Punica granatum Myrtales/Punicaceae P. nicotianae, P. niederhauserii (A1), P. nicotianane/P.
P. palmivora (A1) niederhauserii/P.
palmivora
Pyracantha sp. Rosales/Rosaceae P. cactorum (Ho)
Rhododendron sp. Ericales/Ericaceae P. hibernalis (Ho), P. nicotianae
Rosa sp. Rosales/Rosaceae P. citrophthora (-)
Rosamarinus officinalis, ~ Lamiales/Lamiaceae P. citrophthora (-), P. cryptogea (A1), P. citrophthora/P.
R. officinalis ‘Postratus’ P. nicotianae (A1, A2), P. palmivora nicotianae
Salvia officinalis Lamiales/Lamiaceae P. citrophthora (-)
Santolina Asterales/Asteraceae P. cryptogea, P. nicotianae (Al), P. nicotianae/P.
chamaecyparissus P. tentaculata (Ho) tentaculata,
P. cryptogea/P.
nicotianae
Taxus baccata Pinales/Taxaceae P. cinnamomi, P.citrophthora (-), P. citrophthora/P.
P. nicotianae (A1) cinnamomi
P. cinnamomi/P.
nicotianae
Thymus vulgaris Lamiales/Lamiaceae P. nicotianae (A1)
Tiarella sp. Saxifragales/Saxifragaceae P. citrophthora (Al)
Trachycarpus sp Arecales/Arecaceae P. palmivora (Al)
Viburnum sp., V. tinus, Dipsacales/Caprifoliaceae  P. cactorum (Ho), P. cinnamomi,
V. lantana P. multivora (Ho)

Washingtonia robusta Arecales/Arecaceae P. palmivora (Al)
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Caracterizacion morfologica, cultural y
molecular de los aislados

Se obtuvieron 156 aislados de Phytophtho-
ra que se pudieron agrupar por su patréon de
crecimiento y por la morfologia de su colo-
nia en PDA en 13 grupos diferentes, 10 de
las cuales se muestran en la Figura 3. Estos
grupos se identificaron en base a las carac-
teristicas morfologicas de las estructuras
asexuales observadas tras la induccion en

solucion extracto de suelo. Se identificaron
las siguientes especies: P. cactorum, P. cin-
namomi, P. citrophthora, P. cryptogea, P.
drechsleri, P. hibernalis (Figura 4), P. inun-
data, P. multivora, P. niederhauserii (Fi-
gura4), P. nicotianae, P. palmivora, P.
plurivora y P. tentaculata (Figura4). La
identificacion de estas especies fue confir-
mada por la secuenciacion de su region ITS
y la comparacion de dichas secuencias con
las depositadas en GenBank.

Figura 3. Morfologia de colonias en medio PDA de diez de las Phytophthora spp. aisladas: P. cinnamomi,
P. citrophthora, P. cryptogea, P. drechsleri, P. multivora (fila superior, de izquierda a derecha), P. nicotianae,
P. niederhauserii, P. palmivora, P. syringae y P. tentaculata (fila inferior, de izquierda a derecha)

Figura 4. Morfologia de los esporangios de las especies de Phytophthora: P. hibernalis (a), P. niederhauserii (b),
P. tentaculata (c)
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Figura 5. Frecuencia de aislamiento de las diferentes especies de Phytophthora en los viveros de plantas
ornamentales prospectados

La frecuencia de aislamiento de cada una
de las especies de Phytophthora se muestra
en la Figura 5. Todas estas especies se de-
tectaron en suelo, en sustrato o en las rai-
ces de las plantas afectadas, excepto P.
hibernalis, que se aislo s6lamente de man-
chas foliares en plantas de Rhododendron
en Asturias. Algunas especies ademas de
detectarse en suelo o raices, también se
aislaron de la parte aérea: P. cactorum se
aislo de manchas foliares en Aucuba y
Photinia, y P. nicotianae se aislo de brotes
necréticos de Lavandula. La Ginica especie
que se aisléo de muestras de suelo en culti-
vos en campo fue P. cinnamomi.

El tipo de apareamiento se determind para
las especies heterotalicas (Tabla 1). Algunos
aislados de P. citrophthora resultaron esté-
riles y de algunos de los aislados no se pudo
identificar el tipo de apareamiento.

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron
para las siguientes combinaciones hospedan-
te-patogeno: Santolina chamaecyparissus-P.
tentaculata y Rhododendron-P. hibernalis.
En la primera combinacion, se realizaron
inoculaciones del sustrato y las plantas inocu-
ladas mostraron marchitez de la parte aérea,
correspondiéndose con necrosis en el sistema
radicular y muerte de la planta a los dos
meses de la inoculacion (Figura 6). En todos
los casos se reaisld la especie de Phy-
tophthora inoculada de las raices de las plan-
tas. Las plantas control no mostraron ninglin
sintoma de la enfermedad. En el caso de las
inoculaciones aéreas, se utilizaron hojas de
Rhododendron hibrido “Brigitte”. Todas las
hojas inoculadas con P. hibernalis desarro-
llaron lesiones necroticas que midieron desde
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Figura 6. Muerte de plantas de Santolina chamaecyparissus crecidas en sustrato inoculado con
Phytophthora tentaculata

0,25 hasta 1,5 cm?. P. hibernalis se reaislo
del tejido infectado en todos los casos. Las
hojas inoculadas con agua destilada estéril no
mostraron ningun tipo de lesion.

DISCUSION

Los estudios centrados en las enfermeda-
des causadas por Phytophthora en viveros
de plantas ornamentales en Espaifia son es-
casos, y los resultados obtenidos han cons-
tatado que las afecciones causadas por estos
patdgenos son frecuentes y que pueden afec-
tar a un amplio rango de hospedantes, cau-
sando una sintomatologia muy diversa. En
este trabajo se ha confirmado su presencia
en el 70% de los viveros prospectados con
pérdidas en ocasiones muy importantes. Este
ha sido el caso de la pérdida de toda la pro-
duccion de de plantas de Santolina chamae-
cyparissus causada por P. tentaculata (AL-
VAREZ et al., 2006) o la pérdida de toda la
produccion de Rosmarinus sp. o Lavandula
sp. causada por P. nicotianae (ALVAREZ et al.,
2007b) en uno de los viveros estudiados.

Las especies P. hibernalis, P. niederhau-
serii y P. tentaculata han constituido nuevas
citas en Espafia en sus hospedantes corres-
pondientes; P. multivora 'y P. plurivora son
especies de reciente descripcion, que se en-

contraban dentro del “complejo P. citricola”
y que han sido separadas como nuevas espe-
cies por JUNG y BURGESS (2009) y SCOTT et
al. (2009); y P. inundata fue descrita por
BRASIER ef al. (2003) como patdogena de
plantas lefiosas en vegetacion de ribera y en
ornamentales como Aesculus y Salix o plan-
tas cultivadas como Olea y Prunus en zonas
encharcadas o inundadas. Esta seria la pri-
mera cita de P. inundata en Laurus nobilis
y Pittosporum tobira.

Aunque en la mayoria de los casos se han
detectado infecciones singulares, también se
han detectado infecciones multiples. Este
hecho hace plantear una serie de preguntas
que necesitan ser estudiadas como pueden
ser entre otras, la posible predileccion entre
hospedante-patogeno, la competencia entre
dichas especies, la patogenicidad de las mis-
mas y las condiciones que favorecen dichas
infecciones.

Estudios similares destacando la impor-
tancia de Phytophthora en viveros de plantas
ornamentales se han llevado a cabo en otros
paises como Australia (HARDY y SIVASI-
THAMPARAM, 1988) y EEUU (DANAHOO y
LAMOUR, 2008; FERGUSON y JEFFERS, 1999;
LINDERMAN et al., 2006; SCHWINGLE et al.,
2007; SCHWINGLE y BLANCHETTE, 2008;
YAKABE et al., 2009). En Europa, no hay
estudios similares excepto el realizado en
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Espaiia por MORALEJO ef al. (2009), pero si
hay numerosas citas de especies de Phyto-
phthora especificas en hospedantes concre-
tos: P. nicotianae en Skimmia japonica en
Italia (GARIBALDI et al., 2004), P. syringae
en Pyracantha en el Reino Unido (HENRI-
COT et al., 2004), P. citricola en Laurus
nobilis en Bélgica (CREPEL et al., 2005), P.
cryptogea en Lantana en Italia (CACCIOLA
et al., 2005), P. cactorum en Photinia frase-
ri en Italia (VETTRAINO et al, 2005), P.
hedraiandra en Rhododendron en Eslovenia
(MUNDA et al., 2006), P. ramorum en Rho-
dodendron en Francia (HUSSON et al., 2007),
P. citricola en Rhododendron en la Republi-
ca Checa (MRAZKOVA et al., 2007), P. nie-
derhauserii en plantas de invernadero en
Noruega (HERRERO et al., 2008), P. citro-
phthora en Syringa vulgaris en Polonia (OR-
LIKOWSKI y PTASZEK, 2010), P. ramorum en
ornamentales en Serbia (BULAJIC et al.,
2010), P. nicotianae en Rhododendron en
Grecia (TSOPELAS et al., 2011), P. citro-
phthora en ornamentales lefiosas en Hungria
(JOzSA et al., 2011) y P. lateralis en Thuja
occidentalis en Escocia (SCHLENZIG et al.,
2011). El elevado nimero de publicaciones
de Phytophthora en plantas ornamentales a
partir del afio 2002 se debe, por un lado a la
descripcion de P. ramorum en Europa y a la
legislacion referente a este patogeno, a la
mayor especializacion del personal técnico
que trabaja con oomicetos y a las nuevas
técnicas de deteccion de los mismos.
Phytophthora puede ser introducida en los
viveros con material vegetal infectado, con
sustrato contaminado o con el agua de riego.
En algunas ocasiones los viveros se estable-
cen en antiguas zonas agricolas, y las plantas
estan en contacto directo con el suelo, que
podria estar contaminado con Phytophthora.
La reutilizacion de sustratos, bandejas o con-
tenedores pueden ser también foco de infec-
cion si no son desinfestados adecuadamente.
Una vez que Phytophthora se ha establecido
en el vivero, su diseminacion es principal-
mente por agua de riego y por las précticas
culturales, intensidad del cultivo, movimien-
to de plantas, manejo de restos vegetales,

incluso el propio personal o los vehiculos
utilizados (DANAHOO y LAMOUR, 2008; GHI-
MIRE et al., 2011; HONG et al., 2008; 2010;
LINDERMAN y DAVIS, 2006; MACDONALD et
al., 1994). Por ultimo, algunas de las espe-
cies de Phytophthora pueden representar un
riesgo para los ecosistemas semi-naturales y
naturales y hay que tener en cuenta que el
movimiento de material vegetal puede ser un
catalizador de estos problemas.

Durante este estudio solamente se pros-
pectaron plantas sintomaticas; por ello, no se
han detectado posibles infecciones latentes
que pueden afectar a otros hospedantes, y
que al no mostrar sintomas, pasan desaper-
cibidas durante las inspecciones. Es impor-
tante identificar estas infecciones asintoma-
ticas puesto que son fuente de indculo para
futuras infecciones. Otra de las dificultades
encontrada durante las inspecciones es la
aplicacion de fungicidas para enmascarar la
sintomatologia causada por Phytophthora.
De acuerdo con la decision de la Comision
Europea, el tratamiento con fungicidas en
viveros con hospedantes susceptibles a P.
ramorum esta prohibido. Sin embargo, en
numerosas ocasiones se ha observado la sin-
tomatologia caracteristica de Phytophthora
en plantas ornamentales y no ha sido posible
el aislamiento de dichos organismos.

La situacion detectada en Espafia parece
similar a la encontrada en otros paises; sin
embargo, es un tema muy delicado para el
sector viverista, al tratarse de plantas dedi-
cadas, en muchas ocasiones, a la exporta-
cion. Por ello, seria recomendable trabajar
de forma conjunta para intentar reducir las
afecciones causadas por Phytophthora en
los viveros y minimizar su diseminacion.
Para ello recomendamos establecer formas
de trabajo coordinadas, con el objetivo fi-
nal de producir planta libre de estos pato-
genos.
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ABSTRACT

PEREZ-SIERRA, A., B. MORA-SALA, M. LEON, J. GARCIA-JIMENEZ, P. ABAD-CAM-
POS. 2012. Diseases caused by Phytophthora in ornamental plant nurseries. Bol. San.
Veg. Plagas, 38: 143-156.

Phytophthora is one of the most destructive plant pathogens worldwide and it is
responsible for serious economical losses in woody ornamental nurseries. In the last
10 years, surveys in ornamental nurseries have intensified in Europe as a result of the
detection of Phytophthora ramorum, the causal agent of sudden oak death. European
emergency measures were taken to avoid further introductions and spread of this pa-
thogen and these included inspections of all nurseries where susceptible hosts were
grown. During these surveys it was revealed that other Phytophthora spp. were present
causing disease in almost all nurseries. Plants showing leaf spots, twig blight, chlorosis,
defoliation, stem cankers, gummosis, dieback or root rot symptoms were sampled.
Isolations were made directly from affected tissues onto CMA-PARPBH selective
media and PDAS. Phytophthora was isolated consistently from a wide range of orna-
mental plants in 70% of the nurseries surveyed. It was detected in 136 plants belonging
to 22 orders, 29 families and 41 different genera. Thirteen different Phytophthora
species were identified based on morphological features and by direct sequencing of
the ITS region of ribosomal DNA with the primers ITS4-ITS6: P. cactorum, P. cinna-
momi, P. citrophthora, P. cryptogea, P. drechsleri, P. hibernalis, P. multivora, P. ni-
cotianae, P. palmivora, P. niederhauserii, P. plurivora, P. syringae and P. tentaculata.
The results showed the high incidence of Phytophthora spp. in nurseries, with important
economical losses in aromatic plants caused by P. nicotianae that was also the most
frequently isolated species. Control measures were recommended to minimize the da-
mage caused by these pathogens and to avoid further problems with the ultimate goal

of reducing their spread in nurseries.

Key words: ITS, aromatic, oomycetes detection.
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