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Deteccion de Phoma exigua var. heteromorpha en viveros de
adelfa (Nerium oleander L.) en Espaiia

L. A. ALVAREZ, J. ARMENGOL, A. PEREZ-SIERRA, M. LEON, P. ABAD-CAMPOS, A. VICENT,
C. BELTRAN, J. GARCIA-JIMENEZ

La adelfa (Nerium oleander L.) es un arbusto que se cultiva como especie ornamen-
tal. A finales del otoiio de 2003, una nueva afeccién fue detectada causando dafios seve-
ros en viveros de adelfa en la Comunidad Valenciana y Regién de Murcia. Los sintomas
observados fueron manchas foliares concéntricas, ovoides o elipsoides, defoliacién en
diferentes grados y necrosis de brotes. Dada la importancia del problema, el objetivo fue
determinar la etiologia de esta enfermedad. Se realizaron aislamientos en medio de cul-
tivo PDAS y las colonias obtenidas se hicieron crecer en medio PCA. Los cultivos for-
maron picnidios a los 8 dias de la siembra que fueron esféricos, a veces ostiolados, de
unas 200 um de didmetro. Las picnidiosporas eran cilindricas, unicelulares y, en menor
frecuencia, bicelulares, de 62 x 2,8 pym de media. La siembra de los cultivos en
PDA+NaOH dio positivo en la deteccién del antibiético E al virar el medio a un color
verdoso que evoluciona posteriormente a rojo-marrén. La secuenciacién de la regién ITS
del ADNr permiti6 la identificacién de los aislados como Phoma exigua Desmaz. Para
las pruebas de patogenicidad se utilizaron plantas de adelfa cv. Splendens Gigantium de
9 meses de edad. Se usaron dos metodologias de inoculacién: mediante la pulverizacién
de una suspensi6n de 1,5 x105 conidias por mililitro sobre el follaje, y mediante la ino-
culaci6n por herida de un fragmento de agar+micelio de 0,5 cm de didmetro del hongo
sobre los brotes de las plantas. Las plantas fueron embolsadas por 3 dias y los sintomas
de la enfermedad se manifestaron a partir de los 5 dias de la inoculacién. El hongo fue
reaislado de las lesiones completando de esta forma los postulados de Koch-Pasteur. Por
las caracteristicas morfolégicas y culturales, y la especificidad al hospedante, los culti-
vos se identificaron finalmente como P. exigua var. heteromorpha (Sch. et Sacc.) Noor-
deloos et Boerema.
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INTRODUCCION variedad de colores (LOPEZ y SANCHEZ DE

Lorenzo, 2001). Esta planta se usa amplia-

La adelfa (Nerium oleander L.) es un
arbusto lefioso y perenne nativo de la zona
Mediterrdnea que se cultiva en todo el
mundo como planta ornamental. Produce
inflorescencias muy vistosas en forma de
corimbos terminales y se estima que hay
alrededor de 400 cultivares con una amplia

mente en regiones templadas y subtropicales
donde se cultiva como ornamental al aire
libre en parques y jardines, a lo largo de
paseos maritimos, autopistas, y como barre-
ras cortavientos dado su follaje perenne y su
vistosa floracién (LUisi e MANICONE, 1992).
El amplio uso de esta especie radica en su
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Figura 1. Manchas necréticas concéntricas en hojas.

adaptacion a diversos tipos de medio, su
tolerancia a la sequia, suelos salinos y conta-
minacién ambiental, siendo una de las espe-
cies de propagacién mds importante en los
viveros del Mediterrineo espafiol.

A finales del otofo de 2003, una nueva
afeccion ataco severamente viveros produc-
tores de adelfa en la Comunidad Valenciana
y Region de Murcia. Los sintomas observa-
dos en plantas afectadas en vivero fueron
grandes manchas concéntricas, coalescentes,
de forma ovoide o elipsoide (Figuras 1y 2).
Sobre tallos, ramas y brotes se formaban
pequenas manchas necrdticas que evolucio-
naban a extensas lesiones provocando un
decaimiento progresivo en estos érganos y
finalmente su muerte (Figura 3). A partir de
estas dreas necrosadas se formaban a los

Figura 2. Manchas foliares y avance de las lesiones
por la nervadura.

pocos dias pequenos cuerpos fructiferos de
color oscuro y agrupados (Figura 4). La
afeccion descrita alcanzaba rdpidamente gra-
dos de severidad muy altos, caracterizados
por una fuerte defoliacién y finalmente la
muerte de las plantas (Figura 5).

Dado lo inusual de la sintomatologia, la
amplia incidencia de la enfermedad y la
importancia del cultivo, el objetivo del pre-
sente estudio fue determinar su etiologia.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento del patégeno

Se seleccionaron hojas y tallos de plantas
afectadas que fueron lavados con agua del
grifo y esterilizados superficialmente duran-
te 30 segundos en una solucién de hipoclori-

Figura 3. Necrosis de ramas y brotes.

Figura 4. Coloraciones oscuras en tallos causadas por
la formacién de cuerpos fructiferos.
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to sédico al 2 %. Fragmentos de 3 mm del
frente de avance de las lesiones se transfirie-
ron a medio de cultivo Patata Dextrosa Agar
con 0,5 g litro'! de sulfato de estreptomicina
(PDAS) y fueron incubados en oscuridad a
25 °C durante 5 dias. Al cabo de ese tiempo
las colonias obtenidas se hicieron crecer en
medio de cultivo Potato Carrot Agar (PCA)
para su identificacion.

Caracterizacion morfologica y cultural
de los aislados

Se seleccionaron seis aislados proceden-
tes de las provincias de Murcia y Valencia
(Cuadro 1). Los cultivos fueron mantenidos
en tubos con OMA (Oat Meal Agar) e incu-
bados a 7°C para ser utilizados posterior-
mente en el estudio de las caracteristicas
morfolégicas y culturales, y para los ensayos
de patogenicidad.

Para el estudio de las caracteristicas mor-
folégicas y culturales de los aislados, éstos
fueron cultivados en medio de cultivo PCA e
incubados con fotoperiodo de 12 horas de
oscuridad y 12 de luz para estimular la espo-
rulacién. La intensidad de luz fue de 689 lux
proveniente de fluorescentes de luz blanca
fria. Una vez obtenidas las estructuras flingi-
cas se hicieron micropreparaciones tefiidas
con lactofucsina para su observacion bajo el
microscopio 6ptico.

Asimismo, los aislados se hicieron crecer
en placas de medio de cultivo PDA. Después
de 8 dias de incubacién en oscuridad a 25 °C
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Figura 5. Detalle de defoliacion y mortandad d
plantas en viveros.

[y

se les aplicaron unas gotas de NaOH IN y se
observé su reaccion. Paralelamente, se pre-
par6 medio de cultivo PDA al que se le agre-
garon unas gotas de NaOH IN en el momen-
to del volcado en las placas. En este medio se
sembraron los aislados y se incubaron en
oscuridad a 25°C durante 8 dias observindo-
se en este momento el cambio de coloracion
del medio de cultivo compardndolo con el
aspecto que presentaban en medio PDA sin
NaOH.

Extraccion de DNA y secuenciacién

Se recogid micelio de los aislados Pho 3 y
Pho 6 crecidos en PDA para la extraccion del
DNA. El micelio fue triturado en un mortero
con nitrégeno liquido y el DNA se extrajo
utilizando el Kit comercial EZN.A Plant

Cuadro 1. Procedencia y caracteristicas de los aislados de P. exigua var. heteromorpha.

Aislamiento Procedencia Didmetro de picnidios Longitud de conidios Anchura de conidios
(um) (um) (um)
Media Rango Media Rango Media Rango
Pho 1 Valencia 192 100 - 263 83 79-85 29 22-30
Pho 2 Valencia 198 145 - 325 9.1 8,6-96 26 24-30
Pho 3 Valencia 164 108 - 270 78 76-79 26 22-28
Pho 4 Valencia 201 163 - 245 9 83-95 29 26-32
Pho 5 Murcia 237 120 - 350 84 8.0-9.1 27 25-29
Pho 6 Murcia 202 160 - 210 64 55-76 24 22-25
P. exigua Variable 55-10 25-35

(Sutton, 1980)
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Miniprep Kit (Omega Bio-tek, USA), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El DNA se resuspendié en 100 pl de agua
Milli-Q estéril.

Se utilizaron aproximadamente 50 ng de
DNA de cada aislado como molde para
amplificar por PCR el gen que codifica para
el RNA 58S y las dos regiones intergénicas
ITS. Como cebadores se emplearon los oli-
gonucledtidos universales ITS4 e ITSS
(WHITE et al., 1990).

La amplificacién del DNA se llevé a cabo
en una reaccién de 25 pl de volumen que
contenia 2.5 ul de tampén 10 x PCR, 0,5 uM
de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de
la pareja de iniciadores (ITS4 e ITSS) y 2U
de DNA polimerasa (Netzyme, Molecular
Netline Bioproducts, N.E.E.D, SL, Valencia,
Espafia). La mezcla de reaccidn se incubé en
un termociclador (MJ Research Minicycler)
con un ciclo de 94 °C durante 3 min. segui-
do de 35 ciclos de amplificacién con los
siguientes pardmetros: 30 seg de desnaturali-
zacién a 94 °C, 30 seg de hibridacién a 55°C
y 1 min a 72°C (10 min en el dltimo ciclo)
para la extension de los iniciadores.

Se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% en TBE (1x) con una ali-
cuota de 5 wl de las muestras y se visualizd
una tnica banda de DNA de casi 600 pb tras
tincién con bromuro de etidio (0.5 mg/ml) e
iluminacién UV.

El producto de PCR se purificé siguiendo
las recomendaciones del fabricante del kit
High Pure PCR Product Purification (Roche)
y se llevé a cabo la secuenciacién en un
secuenciador automadtico (Applied Biosys-
tems, Modelo 373 A). Se utilizaron también
los oligonucleétidos ITS4 e ITSS para la
secuenciacién de ambas cadenas. El alinea-
miento de las secuencias se realiz6 utilizan-
do el programa DNAMAN versién 4.03
(Lynnon BioSoft).

Ensayo de patogenicidad

Se llevé a cabo con los aislados Pho 2,
Pho 5 y Pho 6. Cada una de las cepas se hizo
crecer en cinco placas de medio PCA con
fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad

durante 15 dias. Se utilizaron plantas de 9
meses de edad de la variedad “Splendens
Gigantium” crecidas en macetas de 15 cm de
didmetro que se sometieron a dos metodolo-
gias de inoculacién:

1. Inoculacién por heridas. Mediante un
bisturi estéril se realizaron dos cortes
transversales y uno horizontal de S x 5
mm a modo de ventana sobre ramas de 16
- 18 mm de didmetro. Se separ6 la corte-
za y en su interior se colocé un disco de
agar + micelio del patégeno de 5 mm de
didmetro. La herida se cubri6 con un
algoddn hiimedo, se sujetd con parafilm y
finalmente fue envuelta con papel de alu-
minio. Se inocularon 5 plantas por trata-
miento y para los controles se utilizaron
discos de PCA estéril.

L

Aplicacién foliar. Para cada aislado, las
placas con el medio y las colonias fingi-
cas se trituraron en una batidora conte-
niendo 100 cc de agua estéril. La suspen-
sién resultante fue filtrada a través de un
tamiz de 50 wm de didmetro, recogiéndo-
se una suspensién de conidios cuya con-
centracién se determiné mediante el uso
de un hematocitémetro ajustandose poste-
riormente a 1,5 x 105 conidios mL-1.
Esta suspensién se pulverizd sobre el
follaje utilizando un pulverizador manual
Wagner W 90 (Barcelona - Espafia). En este
ensayo se utilizaron 5 plantas por aislado
con un gasto de 20 cc de suspensién por
planta. El grupo de plantas control fue ino-
culado con agua destilada estéril.

Todas las plantas inoculadas fueron cubier-
tas con bolsas de pléstico transparente con
pequefios agujeros durante 3 dias. El ensayo se
llevé a cabo en invernadero a 25 + 3 °C.

RESULTADOS

Caracterizacién morfolégica y cultural
del patégeno

En PDA los cultivos presentaron un
micelio de color grisiceo, aspecto algodo-
noso, compacto y de crecimiento lento, lle-
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Figura 6. Picnidio sobre tejido senescente.

gando a ocupar la totalidad de la placa a los
15 dias de la siembra. Sobre PCA, los aisla-
dos cubrieron totalmente la placa a los 8
dias de la siembra; las colonias presentaban
un color verde-oliva con micelio ralo y el
reverso de igual coloracion. Los aislados
produjeron abundantes picnidios a los 5 - 6
dias de la siembra sobre PCA, similares a
los encontrados en las lesiones de hojas y
ramas de las plantas enfermas analizadas.
Los picnidios eran glabros, de forma esféri-
ca, globosa o subglobosa, a veces ostiola-
dos, solitarios o en grupos, de aproximada-
mente 200 pm de didmetro. Las picnidios-
poras eran cilindricas, rectas o ligeramente
curvadas en uno de sus dpices, hialinas, uni-

Figura 7. Reaccion de los aislados frente a la
aplicacion de NaOH. a) Derecha: Placa Testigo.
b) Tzquierda: Viraje de color (reaccién positiva al

antibidtico E).

celulares, con un tamaio promedio de 6,2 x
2.8 um (Figura 6).

En la prueba de reaccion de los cultivos
en PDA tras la adicién de unas gotas de una
solucién de NaOH 1N, se obtuvo un viraje a
un color verdoso del medio que se observé a
partir de los 10 minutos después de la apli-
cacion del producto. La siembra de los aisla-
dos en PDA + NaOH IN permitié también
observar un color verdoso del PDA al inicio
del crecimiento de las colonias que cambio a
un color rojizo conforme se producia el cre-
cimiento de los aislados (Figura 7).

Las caracteristicas morfoldgicas, cultura-
les y fisioldgicas de los aislados estudiados
corresponden a las descritas para Phoma exi-
gua Desmaz. (SUTTON, 1980).

Extraccion de DNA y secuenciaccion

La comparacion de la secuencia de bases
de los aislados Pho 3 y Pho 6 (GenBank
Accesion N° AY899262) fue idéntica a las
secuencias contenidas en la base de datos del
GenBank de cepas bien caracterizadas de P.
exigua (ABELN et al. 2002).

Ensayo de patogenicidad

Las plantas de adelfa inoculadas median-
te pulverizacién foliar mostraron los prime-
ros sintomas de la enfermedad a los 5 dias
después de la inoculacién en forma de defo-
liacion y pequenas necrosis circulares sobre

Figura 8. Sintomas en hojas inoculadas mediante
pulverizacién foliar a los 7 dias de la inoculacién.
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Figura 9. Sintomas en ramas y brotes en la prueba de
inoculacién por heridas a los 8 dias de la inoculacion
(Izquierda). Planta control (Derecha).

las hojas. A los 7 dias de la inoculacion se
observaron las caracteristicas manchas con-
céntricas sobre las hojas y una fuerte defo-
liacién (Figura 8).

En las plantas inoculadas mediante heri-
das, los primeros sintomas se observaron
también a los 5 dias de la inoculacién, pre-
sentando el decaimiento de las ramas inocu-
ladas. Los resultados de este ensayo fueron
més claros a los 10 dias de la inoculacion
observandose la formacion de extensas
lesiones a partir del punto de inoculacién y
la muerte de las ramas (Figura 9).

De las plantas sintomdticas, tanto de hojas
como de ramas, se reaisld el patégeno com-
pletindose de este modo los postulados de
Koch.

DISCUSION

Los aislados fueron identificados como
Phoma exigua sobre la base del andlisis de
sus caracteristicas culturales, fisiolégicas y
morfologicas (SUTTON, 1980). Estos resulta-
dos coincidieron con el andlisis de la region
ITS del ADNr de los aislados. El andlisis de
las secuencias de las regiones ITS1 e ITS2
no permite la diferenciacién entre las dife-
rentes variedades de P. exigua, por lo que es

necesario hacer observaciones de sus carac-
teristicas fenotipicas y especificidad al hos-
pedante (ABELN et al., 2002).

La prueba de reaccién de los cultivos con
la adicién de NaOH mostréd una reaccién
positiva al cambio de color, lo que indica que
el hongo produce una sustancia llamada
metabolito E formado por el proceso de oxi-
dacién con el dlcali. El cambio de color
puede aparecer en unos minutos o varias
horas (BOEREMA, 1976). LoGAN and O’NEILL
(1970), demostraron que el metabolito E
posee propiedades bactericidas y fungicidas,
por lo que lo llamaron antibidtico E, siendo
éste producido por diversas especies de
Phoma (SutTON, 1980).

Las pruebas de patogenicidad fueron posi-
tivas en la reproduccién de los sintomas obser-
vados en las plantas en los viveros con las dos
metodologias de inoculacion. Todos los aisla-
dos resultaron patégenos a N. oleander.

Este patégeno fue descrito como Phoma
heteromorpha (Sch. et Sacc.) en 1884, poste-
riormente fue reclasificado como Phoma
oleandri Delacr. (1905), y como Ascochyta
heteromorpha (Sch. et Sacc.) Curzi (1933).
KEm (1979) se refirid a este hongo como
Phoma exigua. Finalmente NOORDELOOS y
BOEREMA (1987) propusieron, sobre la base
de la especificidad al hospedante y su extre-
ma variabilidad morfolégica, una nueva
combinacion, P. exigua var. heteromorpha
(Schulzer & Sacc.) Noordeloos et Boerema
que es la nomenclatura actualmente utilizada
(Luisi e MANICONE, 1992, VAN DER AA et
al., 2000 y ABELN et al., 2002) y la que adop-
tamos en este trabajo.

P. exigua var. heteromorpha ha sido des-
crita anteriormente ocasionando graves pér-
didas en adelfa en otros paises tales como
Francia (MERCIER er al., 1979), Estados
Unidos ( Kemm, 1979), Holanda (NOORDE-
LOOS et BOEREMA, 1987) e Italia (Luisl e
MANICONE, 1992). Este trabajo es la prime-
ra cita de P. exigua var heteromorpha en
adelfa en Espafia.
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ABSTRACT

ALVAREZ L. A., J. ARMENGOL, A. PEREZ-SIERRA, M. LEON, P. ABAD-CAMPOS, A.
VICENT, C. BELTRAN, J. GARCIA-JIMENEZ. 2005. Isolation of Phoma exigua var. hetero-
morpha in nurseries of oleander plants (Nerium oleander) in Spain. Bol. San. Veg. Pla-
gas, 31: 417-423.

Oleander (Nerium oleander) is an ornamental shrub commonly used in Mediterrane-
an gardens. At the end of 2003 a new disease was detected in oleander nurseries in Valen-
cia and Murcia (eastern Spain). Affected plants showed ovoid or ellipsoid necrotic leaf
spots, resulting in severe blight and defoliation. Due to the economic importance of this
disease, the aim was to determine its etiology. Isolationls from affected areas were made
onto potato dextrose agar supplemented with 0.5 g liter™ of streptomycin sulfate (PDAS)
and later transferred to potato carrot agar (PCA). After 8 days of incubation abundant
pycnidia (200 um in diam) developed superficially or immersed into the culture medium.
Conidia were hyaline, cylindrical, one cell and, occasionally, 1 septate (6.2 x 2.8 um).
The addition of a drop of concentrated NaOH to the cultures gave a blue-green pigmen-
tation to the agar changing to brown-red. The fungus was identified as Phoma exigua
Desmaz. This was also confirmed by sequencing the ITS region of the ribosomal IDNA
of the isolates. Pathogenicity tests were conducted on nine-month-old oleander plants cv.
Splendens Gigantium. Two methods of inoculation were used. Leaves were spray inocu-
lated with an aqueous suspension (1.5 x 105 conidia per ml) or, a 5 mm diameter agar
disc was inserted in a stem wound made with a sterile scalpel and sealed with parafilm.
Controls were respectively inoculated with sterile distilled water or sterile PCA discs.
After inoculation, all plants were covered separately with plastic bags for 72 h to main-
tain high humidity. Symptoms appeared 5 days after inoculation. The fungus was reiso-
lated from the stems and leaves of all inoculated plants, completing Koch’s postulates.
The fungus was identified as P. exigua var. heteromorpha (Sch. et Sacc.) Noordeloos et
Boerema according to host specificity, morphology, cultural and molecular characteriza-
tion.

Key words: Nerium oleander, Phoma exigua, ornamental shrub, defoliation, leaf
spot.
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