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El cancro del castano: estado
actual de la enfermedad

y de su control

mediante transmision

de hipovirulencia

Pedro Mansilla", El cancro del castaiio es una enfermedad fiingica grave causada por el ascomi-
Olga Aquin’, ceto Cryphonectria parasitica (= Endothia parasitica), que afecta principalmente
Maria Jests Sainz" a los castafios europeos (Castanea sativa) y americanos (C. dentata). Este hongo,

de origen asiatico, convive como patégeno débil, sin causar apenas daiios, con
Pontevedra el castaiio japonés (C. crenata) y, sobre todo, con el castaiio chino (C. mollisima),
2 Departamento de Produccidn Vegetal y Proyectos de considerados tolerantes. Cryphonectria parasitica esta presente fundamental-
Ingenieria, Universidad de Santiago de Compostela, Lugo mente en areas de castaiio del hemisferio Norte (Figura 1).

" Estacion Fitopatoldxica Areeiro, Diputacidn de Pontevedra,

Figura 1. Mapa mundial de distribucién de Cryphonectria parasitica (EPPO, 2020a).
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ryphonectria parasitica fue

introducido de forma for-

tuita a través de material

vegetal infectado en Esta-
dos Unidos a principios del siglo XX
(1904), ocasionando uno de los mayo-
res desastres ecoldgicos conocidos,
ya que causo la muerte de millones de
castafios americanos y elimind prac-
ticamente a Castanea dentata como
especie dominante en sus areas na-
turales.

Afos mas tarde se constataria la
presencia del patégeno en Europa:
primero en ltalia (1938), después en
Espafna (1947) y Suiza (1948), y du-
rante la segunda mitad del siglo XX en
la mayoria de los paises europeos con
areas de castano (Robin y Heiniger,
2001). Hoy en dia, su incidencia es
particularmente preocupante en Fran-

cia, ltalia, Suiza, Espafa y Portugal,
los paises europeos con mayor su-
perficie cubierta por Castanea sativa,
donde la rentabilidad de su cultivo se
ha visto claramente mermada.

Cryphonectria parasitica es un
patégeno de herida que ataca fun-
damentalmente a la corteza de las
ramas y tronco, provocando lesiones
necréticas llamadas cancros, que son
los que le dan nombre a la enferme-
dad y los que, en casos graves, pue-
den ocasionar la muerte del arbol (Fi-
gura 2).

Aunque es un hongo que tiene una
fase asexual y otra sexual, su ciclo de
vida es predominantemente asexual;
se caracteriza por la formacion de un
micelio vegetativo haploide y picni-
dios de color amarillo a naranja que
forman conidias (esporas asexuales).

Como sucede en otras especies fun-
gicas filamentosas puede producirse
la fusién de células de hifas de dos
cepas distintas (anastamosis hifal),
siempre y cuando ambas cepas sean
compatibles. El sistema de compati-
bilidad vegetativa de Cryphonectria
parasitica esta controlada por al me-
nos seis loci, cada uno con dos alelos
(Milgroom y Cortesi, 1999), y permite
que una cepa del hongo diferencie a
sus propias células de las de otras
cepas. Para que se produzca anasta-
mosis hifal entre dos cepas es nece-
sario que tengan alelos idénticos en
los seis loci. Hay que tener en cuenta
que, al haber al menos seis loci (con
dos alelos por locus) que determinan
la compatibilidad vegetativa (vc), pue-
den existir mas de 64 (26) tipos vc. En
Europa, de hecho, hay una coleccion

Figura 2. Diferentes estados de enfermedad y tipologias de cancros en castarios afectados por Cryphonectria parasitica.
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de cepas de referencia de Cryphonec-
tria parasitica de 74 tipos vc, nume-
radas como EU-1 a EU-74 (Cortesi y
Milgroom, 1998; Robin et al., 2000),
si bien, en algunos paises europeos
como por ejemplo Espafia y Portugal,
se han detectado cepas de grupos vc
que no pertenecen a ninguno de ellos
(Braganca et al., 2007; Montenegro et
al., 2008; Zamora et al., 2012), lo que
indica que posiblemente existen mas
loci implicados en la compatibilidad
de C. parasitica

Por otra parte, en las areas euro-
peas de castafio suele encontrarse
una baja diversidad de tipos vc; los
tipos mas frecuentes en Europa son
EU-1, EU-2, EU-12 and EU-14 (Aguin
et al., 2020).

En cuanto a la fase sexual, Crypho-
nectria parasitica es una especie hete-
rotédlica, es decir son necesarias dos
cepas distintas genéticamente com-
patibles para que se forme un cigoto.
La reproduccién sexual esta contro-
lada por un unico locus, denominado
MAT, que tiene dos alelos, de manera
que podra haber reproduccién sexual
entre dos cepas si tienen distintos ale-
los MAT.

Otro aspecto muy importante de
la biologia del hongo es que algunas

cepas estan infectadas por un virus
que causa cambios en la morfologia
de sus colonias y en su fisiologia. Los
virus que tienen la capacidad de in-
fectar a hongos se denominan mico-
virus. Se conocen unas 150 especies
de micovirus (ICTV, 2020), de las cua-
les nueve se han encontrado infectan-
do cepas de C. parasitica (Aguin et al.,
2020). En Europa, hasta la fecha, sélo
se ha detectado la especie de micovi-
rus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1),
que también afecta a cepas del hongo
en China, Japon y Corea (Lee et al.,
2006; Liu et al., 2007). Probablemente
este micovirus, que tiene un genoma
de ARN monocatenario positivo, se
introdujo en Europa junto con su hon-
go hospedador, Cryphonectria parasi-
tica.

Las cepas infectadas por CHV1
son menos agresivas que las que no
estan infectadas, causando menos
sintomas, cancros superficiales y me-
nos dafios y nunca la muerte de ramas
o del propio arbol. Es decir, las cepas
infectadas por el micovirus muestran
una virulencia atenuada, por lo que se
denominan cepas hipovirulentas. Por
extension, a los micovirus que cau-
san hipovirulencia se les denomina
comunmente hipovirus y a las cepas

fungicas infectadas por los hipovirus,
hipovirulentas.

En contraste, las cepas no infecta-
das por micovirus son virulentas, oca-
sionando, tras la entrada en alguna
herida del arbol, la aparicion de sinto-
mas. Son las cepas responsables de
la muerte de ramas o de los propios
arboles.

Cuando se aislan y se cultivan en
laboratorio, puede observarse que ce-
pas virulentas e hipovirulentas mues-
tran morfologia y velocidad de creci-
miento diferentes. Asi, en medio de
cultivo PDA, las colonias de las cepas
infectadas por CHV1 son blancas, con
margenes generalmente lobulados,
escaso micelio aéreo y produccién de
pocos o ningun picnidio, mientras que
las colonias de cepas libres de virus
muestran un micelio con crecimiento
organizado y regular, producen nume-
rosos picnidios que proporcionan un
color amarillo-naranja caracteristico y
crecen mas rapidamente que las hi-
povirulentas (Figura 3).

Cuando una cepa hipovirulenta
forma anastomofosis hifales con una
cepa virulenta compatible, le transmi-
te el hipovirus. La cepa virulenta asi
infectada se convierte en hipoviru-
lenta. Este fendmeno, que ocurre de

Figura 3. Cancro virulento en tronco de castario europeo y colonia de un aislado virulento de Cryphonectria parasitica a partir de este cancro.
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forma natural, permite la diseminacion
del hipovirus, pero también el control
natural espontaneo de la enfermedad
(Figura 4). Desafortunadamente, en
campo, la mayoria de las cepas son
virulentas, por lo que frecuentemente
no sucede el control natural del can-
cro y la enfermedad se extiende.

Para tratar de prevenir la intro-
duccioén y dispersién de C. parasitica
en nuevas areas de castafno, y ante
la gravedad de los dafios que cau-
sa y la amenaza que supone para la
supervivencia de los arboles, se han
adoptado una serie de medidas en
todo el mundo que afectan al movi-
miento de madera, semillas y plantas.
En Europa la Directiva 2000/29/CE
del Consejo, modificada por la Di-
rectiva 2004/102/CE de la Comision,
incluy6é a Cryphonectria parasitica en
el grupo de organismos nocivos para
los vegetales o productos vegetales,
estableciendo medidas de proteccién
contra la introducciéon y propagacién
de este patégeno dentro de la UE.
Esta directiva obligaba al control de
cualquier material vegetal de los gé-
neros Castanea y Quercus destinado
a plantacion que pudiera entrar en la
UE, con excepcion de las semillas, asi
como al control de madera (excepto

madera libre de corteza) y de corteza
aislada de castano.

La Directiva 2000/29/CE y sus
posteriores modificaciones, asi como
la Directiva 2004/105/CE (por la que
se fijan los modelos oficiales de cer-
tificados fitosanitarios o certificados
fitosanitarios de reexportacion que
deben acompanar los vegetales, pro-
ductos y otros objetos procedentes
de terceros paises y enumerados en la
Directiva 2000/29/CE) se incorporaron
a la normativa espafiola mediante el
Real Decreto 58/2005, de 21 de ene-
ro, por el que se adoptaron medidas
de proteccion contra la introduccion y
difusién en el territorio nacional y de
la Comunidad Europea de organismos
nocivos para los vegetales o produc-
tos vegetales, asi como para la expor-
tacion y transito hacia paises terceros.

La Organizacion Europea y Medi-
terranea para la Proteccion de Plan-
tas, una organizacion internacional
(con 52 paises miembros en la actua-
lidad) que identifica organismos que
pueden ser patdégenos y plagas de
riesgo para plantas y propone medi-
das fitosanitarias para su control, in-
cluye a Cryphonectria parasitica como
patégeno de cuarentena en su lista
A2 (EPPO, 2020b). La lista A2 inclu-

ye especies de patdgenos y plagas,
presentes en alguno o varios de los
paises miembros de la Organizacion,
para las que se propone que se regu-
len como patégenos de cuarentena.
Cryphonectria parasitica también se
considera un patégeno de cuarente-
na en varios paises en todo el mundo,
como es el caso de Estados Unidos
(EPPO, 2020a).

Sin embargo, las restricciones
existentes no han sido totalmente efi-
caces, y no han podido detener com-
pletamente la dispersién del patégeno
en Europa. El principal problema son
las plantas asintomaticas infectadas,
ya que no pueden ser detectadas a
través de inspecciones visuales (Ri-
gling y Prospero, 2018).

Una vez que se establece en una
nueva area de castanos, no existe
ningun método eficaz cultural ni qui-
mico de control de Cryphonectria pa-
rasitica, ni ningun cultivar de castafio
europeo tolerante o resistente a la
enfermedad (EPPO, 1997). La propa-
gaciéon de la enfermedad se intenta
limitar mediante la eliminacién de ar-
boles sintomaticos o ramas afecta-
das, la desinfeccién de herramientas
de corte y la destruccién de los restos
de poda. Pero generalmente estas

Figura 3. Cancro hipovirulento en tronco de castario europeo y colonia de un aislado hipovirulento de Cryphonectria parasitica a partir de este cancro.
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Figura 4. Exito (izquierda) y fracaso (derecha) en la transmisidn del micovirus CHV1 desde un aislado hipovirulento (colonia blanca) a uno virulento (colonia naranja). En cada placa, se han dispuestos
dos fragmentos de cultivos de una cepa hipovirulenta y dos de una virulenta en medio PDA. En el cultivo de la izquierda, los aislados tenian el mismo tipo vc, mientras que en el de la derecha, no.

medidas no surten el efecto deseado
debido a la facilidad con la que el pa-
tégeno se disemina.

Ante la ineficacia de los métodos
culturales y/o quimicos, en los ulti-
mos 20 afos la investigacién sobre el
control del cancro del castafio se ha
basado en el desarrollo de métodos
biolégicos basados en la transmision
de micovirus de cepas hipovirulentas
a virulentas. Para un area de casta-
fnos afectados por la enfermedad, el
primer paso para llevar cabo estos
métodos es tomar muestras de can-
cros y aislar en el laboratorio cepas
virulentas e hipovirulentas, si las hay,
de Cryphonectria parasitica a partir de
ellos. Es importante obtener un alto
numero de cepas virulentas para co-
nocer la diversidad de tipos de com-
patibilidad vegetativa. Si se tiene la
fortuna de encontrar cepas hipoviru-
lentas, hay que determinar también su
tipo vc.

Existen zonas de castafio europeo
en Suiza, Francia, Croacia, Eslovenia,
Bosnia y Macedonia en las que los
cancros causados por Cryphonectria
parasitica tienen una alta prevalencia
de infeccion por hipovirus, con una
proporcion de mas de un 50 %. Sin
embargo, en otras zonas europeas
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donde se ha detectado este hongo
patégeno todavia no se han detec-
tado cepas hipovirulentas o su pre-
valencia es muy baja. Es el caso de
Espana, Portugal, Bulgaria, Rumania,
algunas zonas de Suiza y Turquia (Ri-
gling y Prospero, 2018).

Hay que sefalar también que no es
facil detectar cepas hipovirulentas en
campo, sobre todo cuando su inciden-
cia es baja, ya que se aislan de cancros
superficiales que no llegan a afectar al
cambium en los que no se forman, o
apenas hay, cuerpos de fructificacion
(Heiniger y Rigling, 1994).

Aunque podria pensarse que can-
cros aparentemente superficiales son
indicadores de la presencia de cepas
hipovirulentas, esto no siempre es
asi, ya que puede tratase de cancros
iniciales que con el tiempo evolucio-
naran a lesiones mas importantes.
Por ello, cuando se obtiene un aisla-
do de Cryphonectria parasitica, inde-
pendientemente de las caracteristi-
cas del cancro del que se obtenga y
de la morfologia de su colonia en un
medio de cultivo, la Unica manera de
confirmar que esta infectado por un
micovirus es obtener el ARN virico y
proceder a la identificacién de la es-
pecie virica en laboratorios de analisis

(Bryner et al., 2012). En la Figura 5, se
muestra un gel de agarosa en el que
se observan los fragmentos de ARN
obtenidos a partir de aislados hipovi-
rulentos de C. parasitica.

En caso de encontrar cepas hi-
povirulentas compatibles con las ce-
pas virulentas dominantes en la zona,
pueden elaborarse inéculos de cepas
hipovirulentas para su introduccion
en areas de castafios afectados por
cancro. Estos inéculos pueden incluir
una o mas cepas hipovirulentas. Se
ha comprobado que, si en una mis-
ma zona de castafios existen cepas
virulentas de varios tipos vc codomi-
nantes, se podrian aplicar un inéculo
que contuviera una mezcla de cepas
hipovirulentas pertenecientes a esos
diferentes tipos vc para incrementar el
éxito en el control de la enfermedad
(Robin et al., 2000).

Las cepas hipovirulentas de los
in6culos deben aislarse de la misma
zona del castafio donde se reintrodu-
ciran. No se recomienda utilizar cepas
hipovirulentas obtenidas de otras zo-
nas o de otros paises, ya que pueden
no adaptarse y/o desplazarse (Feau et
al., 2014).

El indculo puede realizarse en di-
ferentes formulaciones. Estas deben

2020.N.0 78



tener caracteristicas adecuadas para
garantizar la viabilidad de las cepas
hipovirulentas y para permitir una fa-
cil aplicacién del inéculo sobre las
lesiones, de manera que se favorez-
ca el contacto entre las cepas hipo-
virulentas del inéculo y las virulentas
del arbol tratado y que se produzca la
transmision del micovirus, en Europa
de CHV1, mediante anastomosis hifal.

Distintos equipos de investigacion
en Europa y en Estados Unidos han
elaborado formulaciones de inéculos
de cepas hipovirulentas para estudiar
su eficacia en la transmisién de hipovi-
rulencia a cepas virulentas y su eficacia
en el control del cancro del castafio en
campo a nivel experimental, pero nin-
guno esta comercializado. En Espaia,
la empresa Fauna Util tiene una paten-
te referida a la composicion y prepara-
cion de un gel para el tratamiento de
castafos afectados por cancro, con-
cedida hace 10 afos. Se ha probado
la eficacia de ese gel para servir como
portador de indculos hipovirulentos
y su utilidad para ser aplicado en los
cancros de arboles afectados.

En Europa, donde suele encon-
trarse una baja diversidad de tipos vc
de Cryphonectria parasitica, el control

biolégico del cancro del castafio me-
diante la introduccién de cepas hipo-
virulentas del hongo infectadas con el
micovirus CHV-1 ha tenido una gran
eficacia (Robin y Heiniger, 2001), aun-
que en el caso de Francia, donde se
ha registrado una incidencia similar
de hipovirulencia en sitios tratados y
no tratados, no se sabe con certeza
si la propagacion de la hipovirulencia
se ha debido a las cepas introducidas
0 a cepas hipovirulentas presentes
naturalmente en las areas afectadas
por la enfermedad (Robin et al., 2000).
Hay que precisar que los tratamientos
con cepas hipovirulentas en Europa
han sido particularmente efectivos
en cancros pequefos y delimitados
en arboles jévenes, mientras que, en
cancros grandes en arboles viejos,
su efectividad ha sido baja (Rigling y
Prospero, 2018).

En cambio, en Estados Unidos el
control biolégico del cancro del cas-
tafio basado en la introduccion del
hipovirus CHV-1 no ha tenido éxito, lo
cual se ha relacionado con el elevado
numero de tipos vc en las poblaciones
de Cryphonectria parasitica (Milgroom
y Cortesi, 2004). Es decir, habia mu-
chas cepas virulentas en campo que

1 2 34 M C+

Figura 5. Gel de agarosa mostrando los fragmentos de ARN
obtenidos a partir de aislados hipovirulentos de C. parasitica.
Calles 1-4: aislados hipovirulentos, M: marcador,

(+: control positivo.

tenian un tipo vc diferente al de la
cepa o cepas hipovirulentas introdu-
cidas.

En resumen, el éxito de la trans-
misién de la hipovirulencia como mé-
todo de control bioldgico del cancro
del castafio depende de factores re-
lacionados con la biologia de las po-
blaciones de Cryphonectria parasitica
en las areas afectadas y con la calidad

Figura 6. Cancro en el tronco de un castafio europeo (izquierda) y aspecto del mismo cancro un aio después de la aplicacion de un indculo hipovirulento (derecha).

Asociacion y Colegio Oficial de Ingenieros Técnicos Forestales y Graduados en Ingenieria Forestal y del Medio Natural

@RevForesta 113



de los inéculos. La situacion mas favo-
rable para controlar la enfermedad se
daria en zonas dominadas por cepas
virulentas del hongo con uno o pocos
tipos de compatibilidad vegetativa y
con un solo tipo MAT, de manera que
la reproduccion fuese principalmente
asexual; las cepas hipovirulentas se-
leccionadas para la inoculacién ten-
drian que tener una alta capacidad de
conversion y ser compatibles vege-
tativamente con las cepas virulentas,
para que pueden transmitir el virus; y
tendria que disponerse de una formu-
lacion adecuada de inéculo que ga-
rantizase la estabilidad y capacidad de
dispersién de las cepas hipovirulentas
incluidas en él (Kunova et al., 2016).

En muchos rodales de castafios
afectados por cancro en el noroes-
te de Espana, las poblaciones de
Cryphonectria parasitica presentan
pocos tipos de compatibilidad vege-
tativa, muchas veces con uno mar-
cadamente dominante, y un solo tipo
MAT, detectandose en ellas cepas
hipovirulentas infectadas por el virus
CHV1 (Montenegro et al., 2008). Estas
condiciones permiten la implementa-
cion exitosa del control bioloégico de
la enfermedad mediante la aplicacion
de indculos hipovirulentos de calidad
obtenidos mediante la multiplicacion
y reintroduccion de esas cepas hipo-
virulentas.

Debe senfalarse, sin embargo, que,
a pesar de las evidencias y estudios
cientificos sobre el éxito del control
bioldgico del cancro mediante indculos
hipovirulentos en las principales zonas
europeas afectadas por Cryphonectria
parasitica (Italia, Francia, Portugal, Es-
pafa, Suiza), no existe todavia una re-
gulacion para la transferencia de esta
metodologia al sector. Como otros
investigadores europeos han indicado
en publicaciones previas, depende de
los organismos competentes esperar
a que la hipovirulencia natural actue y
se propague, si hay cepas hipoviru-
lentas en las areas afectadas que pue-
dan llegar a poder hacerlo, o facilitar
el establecimiento de una hipovirulen-
cia natural implementada mediante la
multiplicacion y reintroduccion de esas
cepas hipovirulentas, de manera que
los resultados sean mas rapidos y se
puedan recuperar lo antes posible los
castafios afectados.
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Figura 6. Otro ejemplo de un cancro en el tronco de un castario europeo (izquierda)
y aspecto del mismo cancro un afio después de la aplicacion de un inéculo hipovirulento (derecha)
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