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RESUMEN

La enfermedad del chancro del castafio, causada por el hongo Cryphonectria parasitica,ataca seriamente los castafares del
norte de la Peninsula Ibérica. La hipovirulencia es una atenuacion de la virulencia del patdgeno causada por la infeccion
del hongo por un hipovirus, de forma que los castafios afectados pueden seguir creciendo.La diseminacidn del hipovirus
esta directamente relacionada con la variedad de grupos de compatibilidad vegetativa (GCV) de la poblacion del hongo.
Con el objetivo de cuantificar los GCV presentes, hemos realizado un muestreo uniforme aleatorio de 3 subpoblaciones de
Catalufia. Hemos complementado este muestreo con una bdsqueda dirigida para detectar la presencia de cepas
hipovirulentas.

Hemos hallado 10 GCV. Un 71% de los aislamientos corresponden a un GCV, lo que favoreceria un futuro control
bioldgico de la enfermedad. La subpoblacién de Prades, mas aislada, presenta una menor diversidad de GCV, mientras
que las poblaciones de la Garrotxa y la Selva, contiguas entre si y a las francesas, muestran mayor diversidad y similitud
con las del pais vecino. Entre 270 aislamientos hemos detectado una sola cepa hipovirulenta, portadora de un subtipo del
hipovirus distinto al encontrado en Navarra. La situacion actual de baja diversidad de GCV se presenta como la idonea
para la aplicacién del control biol6gico de la enfermedad.
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SUMMARY

Chestnut blight, a disease caused by the fungus Cryphonectria parasitica, has seriously damaged chestnut stands in the
northern Iberian Peninsula. Hypovirulence is a decrease in the virulence of the pathogenic fungus resulting from a
hypovirus infection of the fungus, which allows the affected chestnut trees to continue to grow. The spread of the
hypovirus is directly related to the number of vegetative compatibility groups (VCG) present in the fungal population.

In order to quantify the VCG present, we performed a uniform random sampling of 3 subpopulations of chestnut in
Catalonia, Spain. This sampling was complemented with a directed search to detect hypovirulent strains of the pathogen.
We detected 10 VCG, with 71% of the isolates belonging to a single VCG, which will favor future biologic control of the
disease. The subpopulation of Prades, the most geographically remote of the 3 sites, exhibited the least VCG diversity,
while the subpopulations of La Garrotxa and La Selva, contiguous with each other and also with French populations,
displayed greater VCG diversity, similar to those of the neighboring country. Among 270 isolates, only 1 hypovirulent
fungal strain was detected, carrying a hypovirus subtype different from the subtype found in Navarra. The current
situation of low VCG diversity is ideal for successful application of biological control of the disease.
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INTRODUCCION

La enfermedad del chancro del castafio, causada por el hongo ascomicete Cryphonectria parasitica (Murril) Barr,
originario de Asia, lleva afectando los castafiares europeos desde mediados de siglo (Milgroom et al. 1996; Heiniger y
Rigling 1994; Griffin 1986). Actualmente C. parasitica ataca seriamente los castafiares del norte de la Peninsula Ibérica.
Las enfermedades del Chancro y la Tinta han ocasionado la disminucion de la produccion del castafio en calidad y
cantidad tanto de madera como de fruto (Fdz. de Ana Magan et al. 1993). En Catalufia, la enfermedad se ha extendido por
todo tipo de castafiares causando mortalidades importantes.

La hipovirulencia es una atenuacion de la virulencia del patégeno causada por la infeccién del hongo por un hipovirus de
RNA de doble cadena (Choi y Nuss 1992). Las cepas hipovirulentas producen chancros no letales, que quedan
restringidos a la parte externa de la corteza y no destruyen el cambium del castafio, que puede seguir creciendo con
normalidad. El control biol6gico, basado en el fenémeno de la hipovirulencia, se presenta como la mejor herramienta de
lucha contra esta enfermedad (Robin et al. 2000). Actualmente en Europa se ha detectado la presencia de 5 subtipos del
hipovirus CHV1 (Allemann et al. 1999). Uno de ellos, el “Italiano”, con una distribucion mucho mas amplia que los
demas.

La dispersion del hipovirus tiene lugar verticalmente mediante conidios (aunque no mediante ascosporas) y
horizontalmente por anastomosis hifal. La incompatibilidad vegetativa limita la anastomosis, por lo que restringe la
transmision del hipovirus. La probabilidad de transmisidn es funcidn del nimero de genes de incompatibilidad vegetativa
diferentes entre las cepas que se anastomosan (Liu y Milgroom 1996). La diseminacién del hipovirus estaria directamente



relacionada con la composicion de grupos de compatibilidad vegetativa (GCV) de la poblacion. Asi, una de las causas del
éxito de la hipovirulencia en Europa es la baja diversidad de GCV (Bissigger et al. 1996).

El objetivo de este trabajo es estudiar la estructura de GCV de la poblacién del hongo y de tipos del hipovirus en los
castafiares de Catalufia como base para un futuro control biolégico de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion de las parcelas

Muestreamos 3 subpoblaciones de castafio de Catalufia, dos en la zona norte: los castafios del Parque Natural de la Zona
Volcanica de la Garrotxa (PNZVG) en la comarca de la Garrotxa y los de la comarca de la Selva, y una subpoblacion al
sur, situada en la sierra de Prades en la comarca de la Conca de Barbera.

Seleccionamos los puntos de muestreo de manera aleatoria uniforme superponiendo los mapas de vegetacion a una red
interpolada entre los puntos de la Red Europea de Seguimiento de Dafios en los Bosques (RESDB) (Montoya
1998).Muestreamos en los nodos de esta red en los que, segin los mapas de vegetacién, habia presencia de castafios.
Usamos una red de 4x4 6 de 2x2 km en funcion de la abundancia y extension de los castafiares. Ubicamos las parcelas en
el campo con GPS.

Zonas de muestreo

-Selva: comarca de gran vocacion forestal y elevada presencia de castafio. En base a los mapas de vegetacion del
Segundo Inventario Forestal Nacional 1/250.000 (ICONA 1993) y con una red de 4x4 km seleccionamos 9 puntos de
muestreo.

-Prades (Conca de Barbera): zona catalogada como “Espacio de Interés Natural” con presencia de castafiares de
fruto y castafios naturalizados. En base a los mapas de distribucién del castafio de Casals (1992) y con una red de 2x2 km
seleccionamos 6 puntos de muestreo.

- PNZVG (Garrotxa): Parque Natural con presencia de pequefios rodales aislados de castafio y algunas
plantaciones. En base al mapa de vegetacion del PNZVG y con una red de de 2x2 km seleccionamos 5 puntos de
muestreo.

Toma de muestras

En cada punto tomamos muestras de corteza de 10 chancros: 2 de los 2 arboles enfermos més proximos al punto de
muestreo, y otros 2 de los 2 arboles enfermos mas préximos a cada uno de 4 puntos situados a 10 m del punto primero en
direccion N, S, E, y W.

Tomamos una sola muestra por chancro y por arbol o por conjunto de rebrotes de una sola cepa, para evitar tomar mas de
una muestra de un mismo talo (Milgroom y Lipari 1995). De cada chancro extrajimos una muestra de corteza de 2x3 cm
(Cortesi et al. 1996). Obtuvimos un total de 160 muestras.

Con el objeto de detectar todas las posibles cepas hipovirulentas tomamos muestras de corteza de &rboles con chancros
cicatrizados o en proceso de cicatrizacién, tanto si estaban en los puntos de muestreo como si estaban en sus
inmediaciones o en el camino de acceso. De cada uno de estos chancros cicatrizados tomamos 5 muestras, 4 del perimetro
(2 0°,90° 180°y 270°) y una del centro (Robin et al. 2000).

Aislamiento de C. parasitica

De cada muestra tomamos 5 piezas de 2x2 mm del frente de avance del hongo, desinfectandolas 10 seg. en perdxido de
hidrégeno (110 vol.) y aclarandolas posteriormente en agua destilada estéril 30 seg. Después colocamos las piezas en
placas de Petri (100x15mm) con 10 ml de agar-agua al 2% y las incubamos a 20-25°C con luz natural (Anagnostakis et
al., 1986). Al cabo de 2 o 3 dias, cuando el micelio habia crecido unos milimetros alrededor de la pieza, transferimos un
cubo de agar con micelio adyacente a una de las piezas, seleccionada aleatoriamente, a placas Petri con 10 ml de PDA, y
las incubamos de nuevo en las mismas condiciones. Una vez crecidos los cultivos los mantuvimos a 4°C y en oscuridad.

Prueba de Compatibilidad Vegetativa (CV)

Las pruebas de CV se hicieron de acuerdo con el método de Bissegger et al. (1997).

Determinamos el GCV de los aislamientos de acuerdo con la respuesta de barrera/fusion: las parejas se consideraron
incompatibles cuando habia una barrera visible entre las colonias resultantes (Anagnostakis 1986).

Siguiendo la metodologia de Robin et al. (2000) ensayamos primero la compatibilidad vegetativa de los aislamientos de
cada parcela entre si en todas las combinaciones, y mantuvimos un aislamiento de cada GCV como muestra. Repetimos la
operacion entre las muestras de las 3 subpoblaciones y después entre las del conjunto del estudio. Finalmente ensayamos
la compatibilidad entre una muestra de cada GCV detectado en este estudio y cada una de las 31 Muestras Europeas
originalmente encontradas en campo (Cortesi et al. 1998, Cortesi y Milgroom 1998).

Deteccion de aislamientos hipovirulentos.

Para identificar las cepas hipovirulentas utilizamos el criterio morfolégico segln descrito por Bissegger et al. (1997) .

En las cepas con fenotipo blanco, aislamos y caracterizamos el dsSRNA segun la metodologia descrita por Allemann et al.
(1999).



RESULTADOS

La morfologia de las colonias de todos los aislamientos de los puntos de muestreo coincide con la de cepas virulentas en
cuanto a la pigmentacion naranja o rojiza del micelio y abundante produccién de picnidios.

En estos 20 puntos de muestreo encontramos un total de 10 GCV (Tabla 1). El grupo A, coincidente con el grupo EU-2
(Cortesi et al. 1998), esté presente en todos los puntos de muestreo, y es el tnico grupo en 7 de ellos (Tabla 2). En ningln
punto hay mas de tres GCV. Las subpoblaciones mas diversas son La Garrotxa y La Selva en el norte de Catalufia con 6 y
5 GCV respectivamente y la menos diversa Prades con sélo 3 GCV.

Tabla 1. Nimero de aislamientos de cada GCV en cada subpoblacién de Cryphonectria parasitica.

GCV
A B C E F G H K W Y N° aislam. Ne°
Subpoblacion (EU2) (EUS5) (EU12) GCV
Prades 43 6 3 52 3
La Garrotxa 19 3 2 3 1 3 31 6
La Selva 52 11 2 11 1 77 5
Total 114 6 3 14 4 3 1 11 3 1 160 10

Tabla 2. GCV hallados en cada parcela

Subpoblacién
Garrotxa Prades Selva
Puntos GCV hallados  |Puntos GCV hallados [Puntos GCV hallados
G1 A P1 A S1 A E K
G2 AEF p2 A B,C S2 A E K
G3 A, G H P3 A S3 A F
G4 A E P4 A sS4 A
G5 A E,W P5 A S5 A E
P6 A, B S6 A F K

S7 A E

S8 A

S9 AY

De los 22 chancros cicatrizados encontrados y los 110 aislamientos resultantes, sélo 1 present6 fenotipo blanco por lo que
se supuso infectado por el virus. Esto se confirmé al aislar su dsRNA. El andlisis de los fragmentos de restriccion de los
productos de rtPCR del dsRNA con Hinfl y BsuRI revel6 un patrén de bandas similar al del Subtipo “Italiano” de CHV1
(Allemann et al. 1999).

Este aislamiento hipovirulento pertenece al GCV EU-2.

Los 5 aislamientos de 19 de los 22 chancros cicatrizados muestreados pertenecian al mismo GCV. En los 3 restantes
encontramos 2 GCV.

DISCUSION

Los resultados muestran que EU-2 es el GCV mas comdn (71%), siendo el Gnico que se encuentra en las 3
subpoblaciones, en concordancia con lo observado en un estudio preliminar en Prades (Colinas et al. 1998) y en los paises
del oeste de Europa (Heiniger et al. 1998).

De las 3 subpoblaciones estudiadas es la de Prades la que tiene una menor diversidad con 3 GCV frente a los 6 de la
Garrotxa y los 5 de la Selva. Prades, ademas, tiene dos GCV, el By el C, que no aparecen en las otras dos subpoblaciones.
Esto puede ser debido al mayor aislamiento de la poblacién de castafios de Prades, frente a las masas de la Garrotxa y la
Selva, préximas a los Pirineos y casi contiguas a las francesas de Rosell6n, donde también esta presente el GCV EU-5y el
GCV EU-2 es dominante (Robin et al. 2000).

La proporcion de cepas hipovirulentas aisladas (<1%) ha sido muy baja en comparacion con porcentajes superiores al
50% en zonas de Francia donde se ha aplicado el control biolégico (Robin et al. 2000). Esta escasisima proporcion de
cepas hipovirulentas aisladas sugiere que el chancro aun esta en fase de expansion en Catalufia y continuara causando
dafios importantes en el futuro préximo.

La cepa hipovirulenta aislada es especialmente interesante por ser su hipovirus de un subtipo distinto al de la otra cepa
aislada en Espafia (Mdnkemyer 1992). Esta Ultima pertenece a un subtipo poco frecuente. En cambio, el subtipo “Italiano”
de CHV1 parece tener mayor capacidad de dispersion que los otros subtipos encontrados en Europa (Allemann et al.
1999). El patrén de bandas del hipovirus encontrado en este trabajo, con dos enzimas de resticcion, coincide con el del
subtipo “Italiano”, pero seria preciso comparar también los patrones de bandas obtenidos con mas enzimas. De
confirmarse la pertenencia del dsRNA observado en este estudio a este subtipo, sera una gran oportunidad para estudiar
las primeras fases de su dispersion puesto que aln es muy escaso.



La baja diversidad de GCV (entre 1y 3 por parcela) y la dominancia de un sélo GCV (EU-2) auguran buenas perspectivas
a un programa de control biolégico puesto que el hipovirus encontrara facilidades para dispersarse por una poblacion
relativamente homogénea del hongo. Estas buenas condiciones se mantendran mientras no aumente la diversidad de GCV
debido a la entrada de nuevas cepas de C. parasitica portadoras de nuevos alelos en los loci vic (Cortesi y Milgroom
2000)que aumentarian el nimero de GVC por reproduccidn sexual. Por ello seria muy importante restringir la entrada de
material vegetal que pueda ser portador de indculo en las tres zonas descritas, y sobre todo, en la més aislada de la Sierra
de Prades.
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