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Resumen EI| cancro del castafio, causado por
Cryphonectria parasitica, es una enfermedad ampliamente
extendida en todo el mundo. En Europa, se ha detectado en
la mayoria de las zonas cultivadas con Castanea sativa
(castafio europeo) en paises mediterraneos y
centroeuropeos, y se considera un patdégeno de cuarentena.
No existe ningun método cultural ni quimico de control de
este hongo, ni ningun cultivar de castafio europeo tolerante
o resistente a la enfermedad. En los ultimos afos, la
investigacion sobre el control del cancro se ha centrado en
el desarrollo de métodos biolégicos. Cryphonectria
parasitica presenta dos tipos de cepas: virulentas, que
causan graves lesiones en el arbol, e hipovirulentas, que
apenas ocasionan dafos porque son portadoras de un virus
que atenua su virulencia. La aplicacién en campo, sobre
castafios afectados, de cepas hipovirulentas, que pueden
transmitir su virus a las virulentas, es, por el momento, la
Unica perspectiva para reducir y/o minimizar los dafios que
este patdgeno ocasiona. El éxito de esta técnica de control
biolégico del cancro requiere un conocimiento previo de la
estructura poblacional de Cryphonectria parasitica (nimero
y distribucion de los tipos de compatibilidad vegetativa y
sexual) y la existencia de cepas hipovirulentas compatibles
con las virulentas dominantes en una zona afectada.
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Abstract Chestnut blight, caused by Cryphonectria
parasitica, is a widespread disease throughout the world. In
Europe, it has been detected in most cultivated areas of
Castanea sativa (European chestnut) in Mediterranean and
Central European countries, and is considered a quarantine
pathogen. There is no cultural or chemical method to control
this fungus, or any European chestnut cultivar tolerant or
resistant to the disease. In recent years, research on
chestnut blight control has focused on the development of
biological methods. Cryphonectria parasitica has two types
of strains: virulent, causing severe lesions to the tree, and
hypovirulent, which cause hardly any damage just because
they are carriers of a virus that attenuates virulence. Field
application, on affected chestnuts, of hypovirulent strains,
which can transmit the virus to the virulent ones, is by far the
only prospect for reducing and/or minimize the damage that
this pathogen causes. The success of this biological control
method for chestnut blight requires prior knowledge of the
population structure of Cryphonectria parasitica (number
and distribution of vegetative compatibility and sexual types)
and hypovirulent isolates compatible with the virulent strains
that are dominant in an affected area.

Keywords: Castanea sativa, dsRNA virus, vegetative
compatibility, mating types

Introduccion

La enfermedad del cancro, causada por el ascomiceto
Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E. Barr (sinénimo
Endothia parasitica), originario del este de Asia, esta
considerada como el problema fitosanitario mas grave del
castafio a nivel mundial. La forma virulenta del hongo causa
lesiones necrosadas en la corteza, que van aumentando
progresivamente de tamafio hasta originar la muerte de
ramas y troncos.

No todas las especies del género Castanea presentan el
mismo grado de susceptibilidad al ataque de C. parasitica.
Las mas sensibles son Castanea dentata (castafio
americano) y Castanea sativa (castaiio comun o castafio
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europeo). Las menos susceptibles son las especies
asidticas Castanea mollissima (castafio chino) y Castanea
crenata (castafio japonés), debido a que, tras afios de
coexistencia y evoluciéon con C. parasitica, han adquirido
una tolerancia natural a este patégeno (Huang et al., 1998).
Cryphonectria parasitica también puede infectar a otras
frondosas, como Acer spp., Alnus cordata, Carpinus
betulus, Carya ovata, Castanopsis spp., Ostrya carpinifolia,
Quercus pubescens, Q. petraea, Q. frainetto, Q. ilex y Rhus
typhina (Dallavalle y Zambonelli, 1999; EPPO, 2005).

El primer caso de la enfermedad se detecté en 1904
en castafios del parque zooldégico del Bronx, en
Nueva York (Merkel, 1905). Probablemente el hongo
llego alli desde Asia y se extendi6 al resto del mundo
a través de material de vivero o arboles infectados
(Milgroom et al., 1996). En Estados Unidos, la
enfermedad se propagd6 rapidamente, de tal forma
que en 1950 habia destruido la practica totalidad de
los castanos americanos dentro de su habitat natural,
provocando un gran desastre ecoldgico. Se cree que
C. parasitica causé la muerte de 3.500 millones de
arboles en un periodo de 40 afios (Roane et al.,
1986). Como consecuencia, a dia de hoy el castano
americano ha dejado de ser la especie dominante en
los bosques de Norte América (Chaloux, 2000).

En Europa el cancro se detecté por primera vez en
1938 en el norte de ltalia, en un bosque cercano a
Génova (Biraghi, 1946). En 30 afos se extendid
rapidamente por Italia (Roane et al., 1986), y desde
alli a paises cercanos. En 1967, C. parasitica estaba
presente en la mayoria de las zonas de castafios de
Francia, Suiza, Turquia, Espafia, Grecia y Hungria
(Griffin, 1986).

La incidencia de cancro es hoy particularmente
preocupante en los paises con mayor superficie de
castano: Francia e ltalia (Robin et al., 2000; Turchetti
et al., 2008), que acumulan el 79,3% de la superficie
total europea (2,03 millones de hectareas de un total
de 2,56), y Suiza, Espana y Portugal (Cortesi et al.,
1998; Valdezate et al., 2001; Homs et al., 2002;
Bragancga et al., 2007; Aguin et al., 2008; Montenegro
et al., 2008), que abarcan un 9,7% (248.320 ha)
(Conedera et al., 2004). También esta presente en
muchos otros paises europeos con poca superficie de
castafio, como Alemania, Grecia, Turquia,
Macedonia, Bosnia, Croacia, Hungria, Rumania,
Eslovaquia, Bélgica y Holanda (EPPO, 2011). Las
graves consecuencias del cancro para la persistencia
de los castafios europeos justifica que C. parasitica
esté considerado un patégeno de cuarentena incluido
en la lista A2 de la Organizacién Europea vy
Mediterranea para la Proteccion de las Plantas
(EPPO, 2011).

En Espafa, se cree que C. parasitica se introdujo en
la primera mitad del siglo XX. Rodriguez Sardifia
identifico en 1940 a Endothiella gyrosa Sacc. como
causante de una sintomatologia similar al cancro en
una plantacion de castafos asiaticos en Cérgoma de
Valdeorras (Galicia); sin embargo, la primera vez que

se cita a Endothia parasitica como responsable del
cancro del castafio europeo es en Vizcaya en 1947
(Elorrieta, 1949).

Caracteristicas del cancro del castaio

Proceso de infeccién por Cryphonectria parasitica

Entrada y colonizacion de la corteza

El proceso de infeccion de Cryphonectria parasitica
comienza al penetrar las esporas (conidios 0 ascosporas)
en la corteza del castafio a través de aberturas naturales o
heridas provocadas por el hombre, insectos, etc. (EPPO,
2005). El patégeno ataca principalmente al tronco y ramas
del arbol (Goidanich, 1982).

Formacién de cancros

Generalmente, los primeros sintomas de la enfermedad
suelen aparecer un mes después de comenzar la infeccion
por C. parasitica, siendo el mas caracteristico la aparicion
de lesiones en la corteza, que se denominan cancros. En un
punto del tronco o de una rama aparecen unas zonas pardo-
amarillentas, de contorno irregular, y se produce un
enrojecimiento y ligera hinchazén de la corteza, que
posteriormente se resquebraja longitudinalmente. Adherido
a la parte interna de la corteza, se observa el micelio blanco
del patdégeno con forma de abanico (Goidanich, 1982). El
micelio puede sobrevivir hasta 10 meses en corteza seca
(Hepting, 1974). En la zona de la corteza afectada, se
forman pequefias pustulas de color amarillo-anaranjado,
que son los cuerpos de fructificacion (picnidios y peritecios)
del hongo.

Cryphonectria parasitica presenta una fase sexual y otra
asexual. En la asexual, el hongo forma picnidios globosos,
de color de amarillo a anaranjado, variables en tamafo
(100-300 ym de diametro) y con un ostiolo que emite
esporas. Los picnidios pueden aparecer aislados o
agregados, formando grupos de mas de 1 mm de diametro
(EPPO, 2005). En condiciones de humedad elevada, los
picnidios liberan esporas asexuales (conidios) englobadas
en un material viscoso, que forma cadenas retorcidas de
color amarillo denominadas cirros. La emision de conidios
se produce de forma mas abundante en primavera y en
otofo.

Los conidiéforos presentan una longitud maxima de 60 uym
de largo y 1,5 ym de ancho; son ramificados, septados e
hialinos. Los conidios tienen un tamafio de
aproximadamente 3,6 x 1,8 um; son unicelulares, hialinos,
aseptados, de forma elipsoidal a baciliforme y en ocasiones
ligeramente curvados.

En la fase sexual, el hongo forma peritecios globosos, de
300 a 400 uym de diametro, apareciendo en grupos de 5 a
50 unidades. Dentro de los peritecios se forman las ascas,
que contienen las ascosporas. Las ascas tienen un tamafio
aproximado de 32-55 ym de largo por 7-8,5 um de ancho, y
presentan paredes finas. Cada asca contiene 8 ascosporas
dispuestas en dos filas. Las ascosporas son elipticas,



bicelulares, hialinas, uniseptadas y con un tamafo medio de
8,6 x 4,5 ym (Sivanesan y Holliday, 1981; EPPO, 2005). Los
peritecios liberan ascas, que pueden ser expulsadas a
varios centimetros de distancia (Goidanich, 1982).

En algunos casos, las fases asexual y sexual pueden
coexistir,  observandose  picnidios y  peritecios
simultaneamente (Mansilla et al., 2000). En campo, los
peritecios son menos frecuentes que los picnidios (Heiniger
y Rigling, 1994). In vitro, C. parasitica no forma peritecios,
completando Unicamente la fase asexual (EPPO, 2005).

En la rama y/o tronco invadido, C. parasitica infecta el
cambium y el xilema, interrumpiendo el suministro de savia,
provocando el marchitamiento de hojas y ramas, un
decaimiento general del arbol, y la formacion de brotes
epicormicos justo debajo del cancro. La parte afectada de la
planta sufre un proceso mas o menos rapido de necrosis,
que se detecta por la aparicion de ramas secas a partir de
la lesion (Milgroom y Cortesi, 2004). Progresivamente los
cancros van aumentando de tamafo y rodeando a ramas y
troncos. Cuando esto sucede, los tejidos vegetales situados
por encima de la lesion terminan por morir. En la figura 1 se
muestra un tronco de castafio europeo afectado por
Cryphonectria parasitica.

Figura 1.- Tronco de castafio europeo afectado por Cryphonectria
parasitica en el que se observan sintomas de cancro, con grietas
longitudinales y descortezamiento
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Transmisiéon del cancro

El principal agente de propagaciéon de C. parasitica es el
viento, que puede transportar las ascosporas a gran
distancia. Los conidios, sin embargo, aunque también dan
lugar a la enfermedad, no presentan dispersién aérea, ya
que estan englobados en una sustancia viscosa que se lo
impide, y son transportados por la lluvia o en las patas,
plumas, pelo, etc., de pequefios animales e insectos
(Goidanich, 1982; Mansilla et al., 2000).

No se conoce bien el papel que pueden jugar los insectos
en la propagacion de este hongo, pero los escasos estudios
realizados indican que numerosas especies pueden ser
agentes vectores. Se ha demostrado que hormigas y acaros
pueden transportar propagulos viables de este patégeno
(Anagnostakis, 1982; Wendt et al., 1983). Russin et al.
(1984), en Estados Unidos, encontraron 69 especies de
insectos (la mayoria incluidas en el orden Coleoptera) que
los transportaban.

El hombre ha contribuido de forma importante a la
propagacion del cancro, sobre todo mediante el transporte
de material infectado a zonas libres de la enfermedad y la
utilizacién de herramientas contaminadas y sin desinfectar
en labores de poda.

Biologia de las poblaciones de Cryphonectria
parasitica

Incompatibilidad vegetativa

En los hongos filamentosos, como C. parasitica, existe la
posibilidad de que se produzcan anastomosis hifales entre
micelios de dos cepas diferentes, dando lugar a
heterocariontes cuando los dos nucleos genéticamente
diferentes coexisten en un mismo citoplasma (Glass et al.,
2000). La formacion de heterocariontes puede tener
aspectos beneficiosos, ya que favorece el intercambio
genético y el heterocarionte dispone de mas biomasa para
utilizar los recursos disponibles (Glass et al., 2000), pero
también perjudiciales, ya que aumenta el riesgo de
transmision de elementos citoplasmaticos infecciosos,
como virus de ARNbc, plasmidos, transposones y organulos
debilitados (Saupe, 2000).

A pesar de los posibles beneficios, estos hongos presentan
un sistema de incompatibilidad vegetativa, que permite a un
individuo diferenciar sus propias células de las de otros, y
restringe la formacion de heterocariontes. Este sistema esta
controlado genéticamente por multiples genes dispersos por
el genoma, denominados genes o loci vic. La mayoria de los
loci vic presentan 2 alelos, aunque en algunas especies se
ha observado la existencia de alelos multiples (Milgroom y
Cortesi, 1999).

Dos individuos son incompatibles cuando presentan alelos
diferentes en uno o mas genes vic. Las uniones entre ellos
son transitorias y las células fusionadas mueren (Cortesi et
al., 2001). Cuando los individuos poseen alelos idénticos en
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todos los loci vic, se forma un heterocarionte estable, que
indica que los individuos son compatibles vegetativamente y
pertenecen al mismo tipo de compatibilidad vegetativa (tipo
vc). La clasificacion de los individuos en grupos de

compatibilidad vegetativa es muy util para estudiar la
diversidad genética de las poblaciones. En la figura 2 se
muestran contactos entre hifas de aislados de C. parasitica
compatibles e incompatibles.

Figura 2.- Reacciones de compatibilidad entre aislados de Cryphonectria parasitica (Heiniger, 1997). A: reaccion compatible, donde se
observa fusion de hifas. B: reaccion incompatible, con estrangulamiento de hifas

Estudios realizados en Europa en la década de los 90
llevaron a considerar que el sistema de incompatibilidad
vegetativa en C. parasitica estaba controlado por 6 genes
vic no ligados, con dos alelos cada uno (Cortesi y Milgroom,
1998). Los loci vic se denominaron vic1, vic2 vic3, vic4, vicé
y vic7, los cuatro primeros descritos por Anagnostakis
(1982) y Huber (1996) y los otros dos por Cortesi y Milgroom
(1998). Estos autores estudiaron también el loci vic5, pero
no pudieron demostrar que estuviera implicado en el control
de la incompatibilidad, por lo que no fue considerado en
posteriores estudios de incompatibilidad vegetativa en C.
parasitica. Considerando que con los seis loci vic son
posibles 64 genotipos (26=64), Cortesi y Milgroom (1998)
establecieron 64 tipos de compatibilidad vegetativa de C.
parasitica en Europa, que estan considerados como tipos vc
de referencia europeos y denominados EU1-EU64.

Pocos afios después, Robin et al. (2000) encontraron 10
genotipos vc adicionales en poblaciones de C. parasitica de
Francia, que se reconocieron como tipos europeos de
referencia con los codigos EU65-EU74, lo que indicaba que
el numero de loci vic inicialmente considerado tenia que ser
al menos de siete. A esta hipétesis contribuyen los trabajos
de Bragancga et al. (2007), en poblaciones de C. parasitica
en Portugal, y Aguin et al. (2008) y Montenegro et al. (2008),
en poblaciones de Espafa, que comunicaron
respectivamente dos y siete tipos vc diferentes de los 74
europeos de referencia, y coincide con la hipotesis pionera
de Wang et al. (1991) que ya apuntaban que la
compatibilidad vegetativa en C. parasitica debia de estar
controlada por al menos ocho loci vic para poder explicar los
131 tipos vc que estos autores encontraron en China.

Aunque el numero posible de tipos vc es alto, la diversidad
de grupos vc en las poblaciones europeas de C. parasitica
es baja, con indices de Shannon generalmente inferiores a
2 (Garbelotto et al., 1992; Cortesi et al., 1998; Robin et al.,

2000; Trestic et al., 2001; Sotirovski et al., 2004; Perlerou y
Diamandis, 2006; Braganca et al., 2007; Montenegro et al.,
2008; Gonzalez-Varela et al., 2011), mientras que la
diversidad de grupos vc es muy alta en poblaciones de
Estados Unidos, con indices de Shannon de 2,7-2,8
(Anagnostakis et al., 1986; Anagnostakis y Kranz, 1987) y
sobre todo de paises asiaticos como China y Japon, de
donde es nativa C. parasitica, con indices de 2,4-3,3 y 1,9-
3,3, respectivamente (Liu y Milgroom, 2007). La diversidad
de tipos de compatibilidad vegetativa de C. parasitica se ha
estudiado de forma extensa en Europa (Tabla 1). Los tipos
vc de C. parasitica mas frecuentes son EU-1, EU-2 y EU-12,
que podrian haberse introducido en los distintos paises
europeos a partir de un origen comun. Sin embargo, aunque
la caracterizacion de los tipos vc es util para estimar la
diversidad de este patdgeno, se ha descubierto, utilizando
marcadores moleculares, que existe bastante diversidad
dentro de los tipos vc en algunas poblaciones europeas
(Breuillin et al., 2006). Por ello estudios recientes sugieren
que, para mejorar el analisis de la estructura de las
poblaciones y averiguar la historia de introduccion vy
dispersion de este patdgeno, es necesario la utilizacion de
marcadores moleculares neutros y codominantes, como los
microsatélites (Milgroom et al., 2008).

Se cree que el numero de tipos vc presentes tiende a
incrementarse con el tiempo mediante recombinacion
sexual entre las cepas existentes, por la introduccion de
nuevos grupos o por mutacion genética (Adamdikova et al.,
2006). Por este motivo algunos autores sugieren que la
diversidad de tipos vc en una zona determinada es mayor
cuanto mas tiempo haya transcurrido desde la introduccion
de la enfermedad (Robin y Heiniger, 2001).

En Espafia, los tipos y la dominancia de tipos vc son muy
diferentes en las principales zonas de castafo, incluso entre
zonas geograficas limitrofes (Tabla 2). En Catalufia (Trestic



et al., 2001), las poblaciones de C. parasitica estan
dominadas por el tipo vc EU-2, en Navarra por EU-66, en
Asturias y Castilla y Ledn (Montenegro et al., 2008;
Gonzalez-Varela et al., 2011) por el tipo EU-1, y en Galicia
es dominante E1, un tipo vc no incluido en el listado de tipos
europeos de referencia, si bien también esta presente el tipo
EU-1 (Aguin et al., 2008; Montenegro et al., 2008). Estas
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diferencias en los tipos vc dominantes entre poblaciones del
patégeno en Espafa sugieren que C. parasitica se ha
establecido independientemente en muchas areas
afectadas. Es posible, sin embargo, que la linea clonal EU-
1 tuviera una Unica introduccion en el noroeste de Espana,
lo que tendra que verificarse mediante marcadores
microsatélites en el futuro.

Tabla 1.- Tipos vc mas
abundantes en las
poblaciones europeas de
Cryphonectria parasitica

Tabla 2.- Tipos vc en las
poblaciones espafolas
de Cryphonectria

Pais Tipos vc EU mas abundantes Referencias
Alemania EU-2 Seeman ef al. (2001)
Bosnia-Herzegovina  EU-1, EU-2, EU-12, EU-13 Trestic et al. (2001)
Croacia EU-1 Krstin et af. (2008)
Eslovagquia EU-12 Adamé?kov?et al. (2006)
Eslovenia EU-13 Krstin et al. (2011)
Espafia EU-1, EU-2 (2008), Gondloz-Varela ot af (20T
Francia EU-1, EU-2, EU-5, EU-33 Robin et al. (2000)
Grecia EU-12 Diamandis y Perlerou (2006)
Hungria EU-1, EU-6, EU-12, EU-13 Raddcz (2001)
Italia EU-1, EU-2, EU-5, EU-10, EU-12 Cortesi ef al. (1996, 1998)
Macedonia EU-12 Sotirovski et al. (2004)
Portugal EU-11 Braganca et al. (2007)
Rumania EU-12 Radocz (2001)
Suiza EU-1, EU-2, EU-5 Cortesi et al. (1998)
Turquia EU-1 Celiker y Onogur (2001), Akilli ef al. (2009)
Ucrania EU-12 Radocz (2001)
Comunidad Tipo ve Ofros tipos vc .
Autéonoma dominante encontrados Referencias
Galicia E1 EU-1, EU-9, EU-66, EU-72, Aguin et al. (2008),
E2, ES, E6, E7 Montenegro et al. (2008)
A Corufia EU-1 E1, E2
Lugo E1 E2 ES5, E7
Ourense E1 EU-1, EUB6, E2, ES, EB, E7
Pontevedra EU-1 E2
Asturias EU-1 EU-3, EU-13 Gonzalez-Varela et al. (2011)
Cataluia EU-2 EUGh, EUSS, EUT2 | Tresti otal (2001)
Castilla y Le6n EU-1 EU-66, E3, E4 Montenegro ef af. (2008)
Navarra EU-66 EU-72 Robin et al. (2009)

parasitica

Reproduccién sexual

En C. parasitica, al igual que en la mayoria de los
ascomicetos filamentosos heterotélicos, los genes
responsables del apareamiento sexual estan localizados en
un unico locus, denominado MAT (del inglés mating type),
del que existen dos idiomorfos, MAT-1 y MAT-2 (Coppin et
al., 1997; Kronstad y Staben, 1997; Marra y Milgroom,
1999). Se habla de un sistema de apareamiento bipolar, ya
que solamente ocurre entre individuos que poseen
idiomorfos o alelos MAT diferentes (Coppin et al., 1997;
Kronstad y Staben, 1997).

En el estudio de las poblaciones de C. parasitica, es
necesario averiguar la incidencia de cada alelo MAT para

poder conocer la probabilidad de reproduccién sexual entre
las distintas cepas.

Muchas poblaciones europeas de C. parasitica estan
dominadas por uno de los tipos MAT, como sucede en Suiza
(Hoegger et al., 2000), Macedonia y Grecia (Sotirovski et al.,
2004) y Espaiia (Aguin et al., 2008; Montenegro et al., 2008;
Gonzalez-Varela et al., 2011), donde el tipo MAT-1 es mas
abundante que el MAT-2. Por el contrario en Portugal,
Braganca et al. (2007) encontraron ratios de tipos MAT
préximos a 1:1. La proporcion de tipos MAT es un reflejo de
la importancia que la reproduccion sexual presenta en una
poblacién de C. parasitica. En poblaciones donde la forma
de reproduccién predominante es la sexual cabria esperar
que los dos tipos MAT estuviesen presentes en una
proporcion 1:1, mientras que en las poblaciones en las que
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un tipo MAT predomina sobre el otro, la ratio se desvia de la
proporcion 1:1 'y el tipo de reproduccion es
fundamentalmente asexual (Anagnostakis, 1988).

La hipovirulencia

Existen diferentes hongos patégenos de plantas, entre los
que se encuentra C. parasitica, que presentan dos tipos de
cepas: unas virulentas, que llevan rapidamente a la
aparicion de sintomas y posterior muerte de la especie
vegetal afectada, y otras menos agresivas, que determinan
menos sintomas, menos dafios y no causan la muerte del
hospedador. Esta atenuacion de la virulencia que
caracteriza a algunas cepas flungicas se conoce como
hipovirulencia y se debe a la infeccién del hongo patégeno
por un micovirus (Nuss, 2005).

Los micovirus se encuentran en los principales grupos
taxondmicos de hongos, infectando a sus hospedadores sin
que la mayoria produzca ningln cambio en su fenotipo
(Buck, 1986). Solo unos pocos micovirus pueden alterar la
virulencia de hongos que son patdgenos de plantas. Todos
los micovirus asociados con el fendmeno de la
hipovirulencia poseen genomas de ARN, bien
monocatenario (ARNmc) ¢ bicatenario (ARNbc).

Inicialmente el dafio ocasionado en el castafio europeo por
C. parasitica fue importante, provocando una elevada
mortalidad (Heiniger y Rigling, 1994). Sin embargo, en
1950, en lItalia, solamente 12 afios después del
descubrimiento del cancro del castafio en Europa, Biraghi
(1953) observo que la dispersion del hongo era mas lenta
en Europa que en Norte América, y habia indicios de que
algunos castafios europeos afectados se estaban
recuperando del cancro, como lo indicaba el hecho de que
muchos de los nuevos brotes de castafios afectados
sobrevivian mas de los 4 6 5 afios habituales y que muchos
de los cancros cicatrizaban espontaneamente, quedando el
hongo relegado a la capa mas superficial de la corteza.
Grente (1965) consiguié muestras de estos cancros
cicatrizados de Italia y obtuvo aislados de C. parasitica que
inoculd en lesiones de castafio causadas por cepas
virulentas, observando posteriormente la remision de los
cancros. Hizo después un reaislamiento a partir de los
cancros cicatrizados y encontré que la mayoria de los
nuevos aislados eran hipovirulentos, sugiriendo que la
aplicacion de aislados hipovirulentos en los cancros
causados por otros virulentos habia dado lugar a
anastomosis hifales entre ellos y a la conversion de cepas
virulentas en hipovirulentas (Scheffer, 1997).

Las cepas hipovirulentas en campo son dificiles de detectar.
En general tienen un crecimiento mas lento que las
virulentas y causan cancros superficiales, que apenas
ocasionan dafios en el arbol (Heiniger y Rigling, 1994). En
estos cancros, la produccion de picnidios es escasa y la
reproduccién sexual aparece practicamente inhibida
(Elliston, 1985), el micelio queda restringido a las capas
externas de la corteza y con frecuencia no presenta la forma
tipica de abanico de los cancros virulentos (Heiniger y
Rigling, 1994). El crecimiento en cultivo también es mas
lento que el de las cepas virulentas y la apariencia de la

colonia suele ser lobulada y con escaso micelio aéreo, a
diferencia de las virulentas que presentan un crecimiento
organizado (Elliston, 1985).

Hasta hace pocos afios, la diferenciacion in vitro entre
cepas hipovirulentas y virulentas se basaba en
caracteristicas morfolégicas de las colonias en cultivo,
observando la coloracion del micelio, crecimiento, textura,
presencia de cuerpos de fructificacion, etc., lo que llevaba
en la mayoria de los casos a resultados confusos. Sin
embargo, la puesta a punto de técnicas moleculares para
detectar y caracterizar los virus responsables de la
hipovirulencia ha facilitado enormemente la determinacion
rapida y fiable de las cepas atenuadas. Las técnicas
moleculares que se utilizan actualmente para la deteccion
de hipovirulencia en C. parasitica incluyen el aislamiento del
ARNDbc del micovirus, la reversotranscripcion del ARN virico
a ADNc, la amplificacion del ADN virico mediante PCR y el
andlisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion
(RFLP) del ADN virico amplificado (Allemann et al., 1999).

Inicialmente se sugirié que la hipovirulencia en C. parasitica
se debia a la presencia de unos determinantes
citoplasmaticos transmisibles (Grente y Sauret, 1969). Day
et al. (1977) identificaron a estos determinantes como
moléculas de ARNbc y postularon que tenian un origen
virico, a pesar de que no consiguieron aislar particulas
viricas a partir de las cepas hipovirulentas. En la década de
los 80 y comienzos de los 90, el analisis del ARNbc de
aislados hipovirulentos de C. parasitica indico la existencia
de diferente nimero y concentracion de multiples especies
de ARNbc (Anagnostakis y Day, 1979; Dodds, 1980;
Kuhlman et al., 1984; Elliston, 1985; Paul y Fulbright, 1988),
que se clasificaron en funciéon de su tamafio en L (long)-
ARNbc (aprox. 12 kpb), M (medium)-ARNbc (aprox. 8-10
kpb) y S (short)-ARNbc (aprox. 0,6-1,7 kpb) (Hiremath et al.,
1986; Shapira et al., 1991a). Las especies M y S son formas
truncadas del L-ARNbc, mantenidas en la cepa
hipovirulenta como consecuencia de la retencién de
dominios de secuencia esenciales para la replicacion
(Shapira et al., 1991a). Las especies M y S de ARNbc
pueden variar en nimero y tamafio durante el subcultivo, sin
embargo la forma L permanece estable en tamafio y
concentracion (Shapira et al., 1991a).

Finalmente se demostro el origen virico del ARNbc de los
aislados hipovirulentos (Shapira et al., 1991b; Choi y Nuss,
1992). Los estudios realizados en los ultimos 15 afios han
demostrado la gran diversidad de especies viricas
presentes en aislados de C. parasitica. Los virus descritos
pertenecen a cuatro familias: Reoviridae, Narnaviridae,
Partitiviridae e Hypoviridae (Hillman y Suzuki, 2004).

Existe muy poca informacion respecto a los virus de las
familias Reoviridae, Naranaviridae y Partitiviridae, ya que se
han encontrado en muy pocas cepas de C. parasitica de
Norte América y China. En general, producen poco o ningun
efecto sobre la esporulacion y pigmentacion de las colonias
fungicas y muestran grandes diferencias en su accion
hipovirulenta: desde moderada a severa (Polashock y
Hillman, 1994; Peever et al., 1998; Hillman et al., 2004).

En la familia Hypoviridae se incluyen 4 especies, que
presentan diferencias en cuanto a la estructura del genoma,



la relacién entre secuencias y los sintomas causados al
hongo hospedador, denominadas Cryphonectria hypovirus
1 (CHV1) (Shapira et al., 1991b), CHV2 (Hillmann et al.,
1994), CHV3 (Smart et al., 1999) y CHV4 (Linder-Basso et
al., 2005). Los hipovirus se localizan en el citoplasma del
hongo y no presentan fase extracelular, ni poseen una
verdadera capside (figura 3).

Figura 3.- Hifa de un aislado hipovirulento de Cryphonectria
parasitica en la que se observan particulas de Cryphonectria
hypovirus (VLP, virus like particles) (Anagnostakis, 2000)

A partir de hifas de C. parasitica han podido aislarse
vesiculas de 50 a 80 nm que contienen el genoma del virus,
formado por ARNbc lineal no fragmentado con un tamafio
de entre 10 y 12 kpb (Hillmann et al., 1995; Nuss, 2005). Los
hipovirus alteran el fenotipo del hongo mediante la
modificacién de la expresion de genes fungicos o la
transcripcion de proteinas e interfiriendo en el desarrollo de
las rutas metabdlicas y de las cascadas de senalizacion
celular (Zhang et al., 1998; Parsley et al., 2002; Allen et al.,
2003; Allen y Nuss, 2004), como la ruta de sefalizacion de
las proteinas G (Dawe y Nuss, 2001). Se ha visto que esta
ruta desempefia un papel fundamental en la virulencia de
organismos como Fusarium o Magnaporthe (Lengeler et al.,
2000).

Se ha estimado que alrededor de un 20% de los genes de
C. parasitica estan afectados por la infeccion de CHV1, bien
por un descenso o bien por un aumento en su expresion
(Kang et al., 2000). Entre los genes cuya expresion se ve
disminuida por los hipovirus estan los que codifican
actividades enzimaticas, como el de la lacasa, gen lac-1, y
el de la celobiohidrolasa, cbh-1 (Rigling et al., 1989; Wang y
Nuss, 1995). También la expresion del gen de la criparina,
crp-1, proteina componente de la pared celular, esta
reducida (Kazmierczak et al., 1996).

Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) es la Unica especie
presente en Europa, y también se ha descrito en China y
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Japon (Peever et al., 1998). El tamafio de su genoma es de
12.712 pb. En Europa, CHV1 presenta una gran
variabilidad. Allemann et al. (1999), mediante la
caracterizacion molecular de 72 aislados hipovirulentos
europeos, obtuvieron 5 subtipos: un subtipo italiano (CHV1-
1), que esta ampliamente distribuido por las areas afectadas
de Europa, dos subtipos franceses (CHV1-F1 y CHV1-F2),
un subtipo espafol (CHV1-E) y un subtipo aleman (CHV1-
D).

En Espafa, todas las cepas hipovirulentas que se han
detectado hasta la fecha portaban CHV1, identificandose
los siguientes subtipos en las siguientes localizaciones:
CHV1-E en un aislado de Navarra (Allemann et al., 1999) y
cuatro de Galicia (Aguin et al., 2008), CHV1-l en un aislado
de Cataluha (Homs et al., 2002) y CHV1-F1 en quince
aislados de Castilla y Ledn (Montenegro et al., 2008).
También en Francia se han encontrado tres subtipos de
CHV1 (I, F1 y F2) (Allemann et al., 1999). La diversidad de
subtipos de CHV1 en Espafa y Francia contrasta con lo
encontrado en otros paises europeos, como Bosnia,
Croacia, Grecia, Hungria, Italia y Suiza, donde solo se ha
detectado el subtipo italiano.

Actualmente existen dos aislados considerados como virus
CHV1 tipo: CHV1-EP713, aislado en Francia en 1966
(Shapira et al., 1991b) y perteneciente al subtipo F1
(Allemann et al., 1999), y CHV1-Euro7, aislado en ltalia en
1977 (Chen y Nuss, 1999) e incluido en el subtipo |
(Allemann et al., 1999). En cultivo, los aislados de C.
parasitica infectados por CHV1-EP713 o por CHV1-Euro7
presentan menos pigmentacion anaranjada y menor
produccién de conidios que las cepas del patdgeno libres de
virus.

La secuencia de los dos aislados CHV1 tipo es muy similar
(homologia de 87 a 93% a nivel nucleotidico y de 90 a 98%
a nivel aminoacidico), pero los efectos en la esporulacion,
crecimiento y forma de colonias que producen en C.
parasitica son diferentes (Chen y Nuss, 1999). Ademas,
sobre el arbol, las cepas infectadas por el tipo CHV1-EP713
producen cancros pequefios y superficiales, con pocos o
ningun cuerpo de fructificacion, mientras que los cancros
producidos por la cepa CHV1-Euro7 se expanden de
manera agresiva en las fases iniciales pero, cuando se
produce el callo de cicatrizacion en los margenes de la
infeccion, su crecimiento se detiene de manera abrupta.
Debido a estas diferencias, las cepas CHV1-EP713 y
CHV1-Euro7 se denominan de hipovirulencia severa y
suave, respectivamente (Chen y Nuss, 1999).

Cryphonectria hypovirus 2 (CHV2) esta presente en Norte
Ameérica y China (Peever et al., 1998). Tiene como especie
tipo a la cepa CHV2-NB58, originaria de New Jersey
(Hillman et al., 1992). En cultivo los aislados de C. parasitica
infectados por CHV2-NB58 muestran un micelio de color
parduzco anaranjado, crecimiento lento y ausencia de
micelio aéreo (Hillman et al., 1994).

Cryphonectria hypovirus 3 (CHV3) es originario de Grand
Haven, en el estado de Michigan (Fulbright et al., 1983). La
cepa CHV3-GH2 esta considerada la especie tipo de este
hipovirus (Nuss et al., 2006) y, cuando infecta a aislados de
C. parasitica, produce reducciéon en la virulencia pero no
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reduce la conidiacién, por lo que las colonias fungicas
presentan la tipica pigmentacion de color anaranjado de las
cepas virulentas (Smart et al., 1999).

Cryphonectria hypovirus 4 (CHV4) es la especie mas
extendida en el este de Norte América (Peever et al., 1997).
La especie tipo de este hipovirus es CHV4-SR2 (Nuss et al.,
2006), que se diferencia de los demas hipovirus en que
apenas produce efectos en la virulencia del hongo o en la
morfologia de las colonias (Enebak et al., 1994).

Control biolégico del cancro del castano

No existe ningun método eficaz cultural ni quimico de
control de C. parasitica, ni ningun cultivar de castafio
europeo tolerante o resistente a la enfermedad (EPPO,
1997). En la practica, la introduccion y diseminacién de la
enfermedad en areas libres de cancro se evita mediante
medidas preventivas. La legislacion europea prohibe el
transporte de castafios sintomaticos en su territorio, y
establece la obligacion de los productores de planta de
poseer un pasaporte fitosanitario en caso de venta (EPPO,
2005).

En areas de castafo ya afectadas, la propagacion de C.
parasitica se intenta limitar mediante la eliminacion de
arboles sintomaticos o ramas afectadas, la desinfeccion de
herramientas y la destruccion de restos de poda mediante
quemas (Mansilla et al., 2003). Generalmente estas
medidas no surten el efecto deseado debido a la facilidad
con la que el patégeno se propaga.

Dada la ineficacia de métodos culturales y/o quimicos, hace
mas de 25 afos que la investigacion sobre el control del
cancro se ha centrado en el desarrollo de métodos
biologicos basados en la transferencia del hipovirus desde
cepas hipovirulentas o atenuadas a las virulentas
(Anagnostakis, 1982), siendo la biologia de C. parasitica en
cada zona afectada un factor clave para poder aplicar con
éxito estas técnicas (Heiniger y Rigling, 1994; Milgroom y
Cortesi, 2004).

Van Alfen et al. (1975) demostraron que la hipovirulencia se
puede transmitir de unas células fungicas a otras mediante
anastomosis hifales (figura 4).

La transmision de las moléculas de ARNbc de una cepa a
otra le confiere al individuo receptor el fenotipo
hipovirulento, en un fendmeno denominado conversién
(Anagnostakis, 1977; Anagnostakis y Day, 1979). La
frecuencia y la estabilidad de la transmision entre distintas
cepas estan determinadas por los genes que controlan la
compatibilidad vegetativa (Anagnostakis, 1977). La
conversion de una cepa virulenta in vitro se ve favorecida si
pertenece al mismo grupo de compatibilidad vegetativa que
la cepa hipovirulenta, aunque ocasionalmente también
puede producirse entre cepas de distinto tipo vc
(Anagnostakis y Day, 1979). La transmisién del hipovirus
esta relacionada inversamente con el niumero de genes vic
diferentes que presentan las cepas que anastomosan (Liu 'y
Milgroom, 1996). En campo, sin embargo, es imprescindible
que el in6éculo hipovirulento sea compatible con las cepas
virulentas; en caso contrario, ademas de reducirse la

posibilidad de conversion, podria facilitarse la apariciéon de
aislados con nuevos tipos de compatibilidad vegetativa (por
recombinacién genética del ADN de aislados que
establezcan reproduccion sexual) y en consecuencia
nuevos focos de infeccion (Trestic et al., 2001).

Figura 4.- Anastomosis establecida entre dos aislados de

Cryphonectria parasitica pertenecientes al mismo tipo vc
(Newhouse y McDonald, 1991). Las flechas sefalan el paso de
particulas de Cryphonectria hypovirus de un aislado a otro

La compatibilidad vegetativa es uno de los factores que
afecta significativamente al éxito del control biolégico de C.
parasitica en campo (Heiniger y Rigling, 1994). El nimero
de tipos vc en una zona afectada es de especial relevancia,
ya que Cryphonectria hypovirus se transmite por
anastomosis hifal o por conidios (Chen et al., 1993;
Prospero et al., 1998), convirtiendo la cepa receptora al
fenotipo hipovirulento (Anagnostakis y Day, 1979). Por ello,
en el desarrollo de un programa de control biolégico con
cepas hipovirulentas, la existencia de un numero bajo de
grupos vc, como sucede en muchas poblaciones europeas
de C. parasitica, favorecera la dispersiéon del hipovirus y
mejorara las posibilidades en el control de la enfermedad.
Es el caso de algunas zonas de Francia o Italia, donde el
numero de tipos vc en las poblaciones del hongo es bajo y
el biocontrol con cepas hipovirulentas ha resultado exitoso
(Grente y Berthelay-Sauret, 1978; Bisiach et al., 1995). Sin
embargo, en Norte América, donde la diversidad es muy
elevada, los programas de control biolodgico para el cancro
no han funcionado como se esperaba y los intentos de
introduccion de cepas hipovirulentas han fracasado
(Anagnostakis y Kranz, 1987).

Para que un programa de control bioldégico con cepas
hipovirulentas sea eficaz, ademas de conocer la diversidad
de los tipos vc y de disponer de cepas hipovirulentas
compatibles con las virulentas dominantes en una zona
afectada, es necesario averiguar también cual es la
distribucién de los tipos de apareamiento o mating type
(Hoegger et al., 2000). La reproduccion sexual en C.
parasitica es un obstaculo importante para la diseminacion
de la hipovirulencia, porque los hipovirus no se transmiten
mediante esporas sexuales (ascosporas) (Chen et al., 1993)
y porque la recombinacion genética, como ya se comento,
puede generar nuevos tipos de compatibilidad vegetativa.



El éxito del control biolégico sera mas probable en
poblaciones con reproduccién predominantemente asexual
(Milgroom y Cortesi, 2004). Al haber poca o ninguna
reproduccion sexual, la diseminacién de la hipovirulencia en
campo dependera del numero de tipos vc (Anagnostakis,
1977, 1988).

Por lo tanto, se puede concluir que la idea de controlar el
cancro en Castanea sativa mediante métodos bioldgicos es
un objetivo alcanzable si las poblaciones de C. parasitica
reunen caracteristicas de baja diversidad de tipos vc,
reproduccion predominantemente asexual y presencia de
cepas hipovirulentas compatibles.
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