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RESUMEN

Mediante la incubacion en agar agua, de trozos de
corteza del troncode 7 grupos de castarios (Castanea sativa
Miller) ,en una localidad del norte de Italia, se aislaron 780
cepas de microhongos filamentosos repartidos en78 taxa. Se
consideraron diferentes variables, tales como: presencia
(C/C) o ausencia de cancro(S/C) ,tipos de corteza y edad de
los arboles. Los mayores aislamientos fueron en la corteza
del tronco y dela base de los drboles viejos (67%) y jovenes
(64,8%)C/C. La cantidad de patégenos potenciales fue le-
vemente mayor en la corteza del tronco de los arboles C/C.

Las comunidades deDeuteromycetes fueron las mds
representativas y dentro de estas los Hyphomycetes
dematiaceos, los mas diversificados . Solo el 10,5% del total
de los taxa se presentaron en todas las combinaciones
estudiadas: Acremonium strictum, Alternaria alternata,
Ceratocystis microspora, Cryphonectria parasitica, Peni-
cillium spp., Sporidesmium rubi y Trichoderrma spp.

Cryphonectria parasitica, Ceratocystis microspora
y Ophiostoma stenocerans, mantienen con Cr.parasitica
una estrecha asociacion ya sea en los drboles C/C como en
los S/C, en todas las situaciones.

Las mas altas diversidades (Shannon-Wieber) se
observaron en drboles C/C y las mayores similitudes
(Jaccard) entre los darboles S/C, en corteza tronco y entre
estay la corteza base.

SUMMARY

By incubating some pieces of bark from the trunk
of 7 groups of chestnut trees in water agar, in a locality of
northern Italy, 780 strains of filamentous microfungi
spread in 78 taxa were isolated. Different variables such
as :presence(C/C) or absence of blight(S/C), tipes of bark
and age of trees were considered.

Highest isolations were found in the bark of the
trunk and in the base of old (67%) and young (64,8%)
C/C) trees. The number of potential pathogenics was
slightly higher in the bark of trunks from C/C trees.
Deuteromycetes communities were the most representa-
tive and within the former Dematiaceous Hyphomycetes
showed greater diversity. Only 10,5% of the total taxa
were present in every combination examined: Acremonium
strictum, Alternaria alternata, Ceratocystis microspora,
Cryphonectria parasitica, Penicillium spp., Sporidesmium
rubi and Trichoderrma spp.

Cryphonectria parasitica, Ceratocystis microspora
and Ophiostoma stenocerans keep a close relation with Cr.
parasitica, both in C/C and S/C trees under every condi-
tions.

Highest diversities (Shannon-Wieber) were observed
in"C/C trees, while the highest simitudes (Jaccard) were
Jound in S/C trees in the bark of the trunk and between the
latter and the base bark.
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INTRODUCCION

El castafio (Castanea sativa Miller), es un arbol
ampliamente difundido en las 4reas temperadas septen-
trionales de Eurasia, America Nord-Oriental y las zonas
temperadas de Sud America. (Anagnostakis, 1990, Bassi,
1990; Gobbi & Locei, 1989). Suampliadistribucién geografica
se debe principalmente a la accién del hombre, por sus
caracteristicas botanicas, ecoldgicas, paisajisticas y
econdmicas.

Su cultivo en Italia, como en otros paises europeos,
ha disminuido notablemente, debido al uso industrial
indiscriminado de su madera, al abandono de sus frutos como
fuente de alimento fundamental, a la disminucién de mano de
obra en los campos por la migraciéon campesina al drea
industrial. Pero principalmente por diversas enfermedades
producidas por hongos, yaseaen sus raices, troncos y hojas
(Anagnostakis, 1987; Cobos, 1989),0¢l ataquede Lepidopteros
y Coleopteros (Mansilla, 1984).

Los graves dafios causados en USA y Europa por
el cancro desu corteza por Cryphonectria parasitica (=En-
dothia parasifica Murr.), han diezmado sus poblaciones
hasta casi el exterminio (Hepting 1974) .

En Italia fue detectado en 1938 en la Liguria, cerca de
Genova, extendiendose rapidamente a toda la peninsula
(Biraghi, 1950; Goidanich 1960; Anagnostakis, 1987; Turchetti
etal. 1991,1992,) y a otros paises de la comunidad europea
(Conedera,1991; Mufioz & Cobos, 1991; Gobbi& Locci, 1989).
En la actualidad debido a los dafios, se ha volcado el interés
cientifico hacia su control biolégico mediante especies
hipovirulentas de este hongo u otros microorganismos (Rus-
sin & Shain,1984; Anagnostakis, 1987; Turchetti & Maresi,
1991; Wilhelm, 1992; Minervini & Bisiach, 1994).

La presencia, biomasa, distribucién y los posibles
efectos antagonicos de algunos microhongos patdgenos o
saprotrofos en ambientes definidos, pueden modificar el
equilibriode un particular habitat, repercutiendo enla biodi-
versidad total de la comunidad presente ( Wells & Paine,
1975; Russin & Shain, 1984; Sung & Han,1986; Baird, 1991,
Minervini & Bisiach. 1994; Behrend et al. 1994).

Son pocos los estudios efectuados en diversas paises
y en Italia, para conocer los hongos que viven asociados a las
especies de Castanea, que aporten datos epidemiologicos,
diversidad de especies, distribucién, frecuencia de patrones
de colonizacién, posibles interacciones o asociaciones y la
produccién de metabolitos toxicos (Sung & Han, 1986;
Turchetti, 1986; Cobos 1989; Baird, 1991 ;Minervini&Bisaghi;
1994, Bisseger & Sieber, 1994).

El objetivo de nuestro trabajo consistio en : estudiar
lapresencia de lascomunidadesde microhongos filamentosos
epifitos (saprotrofos, parasitos y oportunistas), asociados a
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Cryphonectria parasitica, en la corteza del castafio (fronco
y base), en un periodo estacional calido, seglin grupos etireo
y presencia de cancro.

MATERIALESY METODOS

Esta investigacion se efectud en la localidad de Giovo
Ligure (Provincia de Savona) entre mayo y octubre1993,
considerando como un todo un 4rea de 7 zonas distantes
pocos kilémetros entre si, con castafios de diferentes edades.
Los terrenos tenian altitudes s.n.m, que oscilaban entre 490
a 550 m y una pluviosidad anual cercana a los 1000 mm.

1) Caracteristicas y ubicacion de las zonas.

A cada zona muestreada se le asigné una letra, de la
AalaF. Lazona A,El,E2yF (Grupo 1) estaba integrada
por castafios cuyas edades fiuctuaban entre los 15 a 30 afios,
mientras las zonas B, CyD (Grupo 2) por castafios entre 60
a 80 afios.

a)En el Grupo 1, las localidades geograficas fueron :

A (Colle di Giovo), con una tipologia boscosa
constituida primariamente por Castanea sativa ,conpresencia
esporadicade Robiniapseudoacacia.L.y Quercuspubescens
Will.. Terreno de elevada pendiente, recubierto por gramineas
diversas

E1 (La Barchina, sur-oeste), tipologia boscosa
constituida por Castanea sativa al estado silvestre. Terreno
con alta pendiente, fuertemente recubierto de gramineas y
arbustos no infestantes.

E2 (La Barchina, oeste), tipologia boscosa y terrenos
identicos a El.

F (Cercanias del rio Maglialunga), tipologia boscosa
mixta constituida por Castanea sativa y helechos. Terreno
con pendiente media, recubierto por gramineas diversas y
arbustos no infestantes.

b) En el Grupo 2, las localidades geograficas fueron:

B ( Colle il Giardino), tipologia boscosa constituida
solamente por Castanea sativa (probablemente representa
residuos de un viejo bosque de castafios productivos). Terre-
no practicamente plano, muylimpio, recubierto de pastizales
que se cortan periodicamente por sus duefios, para forraje
animal.

C (Rezeché), tipologia boscosa dispersa constituida
por Castanea sativa de diferentes edades. Terreno con pen-
diente intermedia, muy limpio y con similares mantenimientos
al igual que B.

D (Bricco Mondo), tipologia boscosa constitiuda por
un pequefio grupo de viejos castafios (C. sativa ). Terrenocon
pendiente intermedia, muy limpio al igual que By C.
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2) Técnicas de muestreo.

Se efectuaron 2 muestreos en cada grupo, en un
periodo comprendido entre primavera y finales de verano,
siendo el lapso entre el primery segundo de 3 meses. Cada
muestreo abarc6 un periodo de 1 mesy se efectué conside-
rando las caracteristicas siguientes:

a) presencia de cancros visibles en la corteza del
tronco

b) presencia de corteza aparentemente sana del
tronco

¢) corteza del tronco a una altura entre 1 a 2,5 m

d) corteza del tronco en la zona del cuello entre
10250 cm del nivel del suelo (Corteza base).

Encada unadelas 7 zonas geograficas seseleccionaron
8 castafios (4 con cancro visible y 4 aparentemente sanos),
disponiendo el muestreo en cada uno de los arboles
seleccionados de la siguiente manera:

- Extraccién de 3 trozos de corteza del tronco de unos
4-7x 2-4 cm.app y 3 trozos dela corteza en lazona de la
base, desde 4 érboles con cancro visibles del Grupo 1 ( por
4 zonas)y Grupo 2 (por 3 zonas).

- Extraccion de 3 trozos de la corteza del tronco y 3 de
la base desde 4 arboles aparentemente sanos del Grupo 1y 2.

Los 3 trozos de cada muestra seleccionada segun
las variables se consideraba como un solo pool.

Los 4rboles seleccionados para el muestreo se
marcaron con pintura blanca para poder reconocerlos para el
segundo muestreo. El primer muestreo general (asi como el
segundo) arrojo un total de 32 pool de muestras en la corteza
del tronco (16 con cancro y 16 sin cancro) y 32 en la corteza
delazonadelabaseenel Grupo 1. Enel Grupo2, 24 enlacorteza
del tronco ( 12 con cancroy 12 sin cancro) y 24 enla corteza
base. Total 112 pool de muestras.

La corteza se cort6 con una herramienta metalica con
filo (que se esteriliz6 a lallama deun pequefiomechero portatil
agas )y los pool de cada variable se guardaron en bolsitas
de plastico estériles que se refrigeraron (-2°C) hasta su
procesamiento (no superior a las 48 horas).

De este modo, para el estudio de los microhongos
identificamos los 6 siguientes sustratos :

Arbolesjovenes (J), Viejos (V), Sin Cancro (S/C),Con
Cancro (C/C), Corteza Base (C/B) y Corteza Tronco (C/T).

Metodologia decultivo

Para que los hongos presentes pudieran desarrollarse
solo en su sustrato natural, empleamos la técnica de la camara
himeda en placas de Petri de 15 cm, con agar agua (15 gr. de

agaren 1000 ml de agua) . Cada pool demuestras de corteza,

fue depositado sobre la superficie del agar (3 trozos por placa,
lo que representaba 1 sola muestra). Las placas se incubaron
a 25 °C durante los primeros 15 dias y luego a temperatura
ambientehastacompletar los 60dias (latemperaturamedia del

laboratorio oscil6 entre los 19 a 27°C).

El crecimiento de estructuras, cuerpos fructiferos o
colonias fiingicas, se controlé mediante lupa estereoscopica
apartirdelos 2 dias iniciales de incubacion (para comprobar
la presencia de cuerpos fructiferos maduros, desde el inicio
del muestreo) y luego cada 10 dias.

A pesar que la esporulacién de la mayoria de los
hongos que se desarrollaron sobre la corteza fue 6ptima y
permitia una buena observacion a la lupa estereoscopica,
cuando fueron necesarios estudios complementarios, se
efectuaron subcultivos en Agar Papa Dextrosay Agar Malta.

Las mediciones de las estructuras fiingicas se hicieron
mediante preparaciones entre lamina y laminilla, utilizandc
como medio de montaje agua destilada, lactofenol solo o
lactofenol con azul de algodon.

La presencia de una determinada especie o género en
los 3 trozos de corteza de cada pool, se contabilizé una sola
vez, aunque sus integrantes se presentaran repetidamente en
lamisma muestra. -

No se consider? el tiempo de aparicion de los hongos
en la cdmara himeda (en los 60 dias de observacion) ni la
diferencia estacional entre los muestreos. De esta manera los
resultados de los 2 registros se sumaron en un solo total .

Se analizaron las comunidades de microhongos
mediante el indice de diversidad de Shannon-Wieber en cada
uno de los sustratos estudiados y el de similitud de Jaccard
entre los sustratos.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos permiten evidenciar la
presenciade varios tipos de patrones de colonizacion fungica
de la corteza del castafio en los sustratos estudiados. En la
investigacion se detectaron un total de 780 microhongos
epifitos repartidos en 78 taxa. Los mayores aislamientos se
produjeronen la corteza del troncoy delabase de los arboles
Jjovenes (64,8% del total ) y viejos (67,5%) C/C, mientraslos
menores en los S/C (J y V) (Gréafico 1). Semejante
comportamiento se observo en la distribucion de los géneros
(Gréfico 2), sin embargo en la C/B, esas diferencias de taxa
fungicos fueron menores en C/T que en C/B. El 56,3%
correspondi6 a C/B'y el resto de la C/T.

La distribucién de géneros y especies consideradas
patdgenas u oportunistas en comparacion con las saprotrofas,
fuelevementemayorenla C/T enlos arboles C/C (48.4 y46.5%
del total) (Grafico 3).

Al comparar el 100% del comportamiento de las 4
principales especies de patdgenos u oportunistas (levemente
superiores o inferiores al 25 % del total de la micota aislada)
en los 6 sustratos considerados, pudo apreciarse que el poo!,
Cryphonectriaparasiticay Ceratocistis-Ophiostoma, mantie-
nen una estrecha asociacion ya sea en los arboles C/C coruo

21



Cryphonectria parasitica en las comunidades. A.M.Picco et al.

Tabla 1. Microhongds epifitos aislados en corteza-tronco segun edad
y presencia de cancro
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Taxa aislados GRUPO 1 (Arboles jovenes) GRUPO 2 (Arboles viejos)
N° de aislamientos C/canc. % | S/canc. % |[{C/canc. % S/canc. %
Acremonium stricturmm 'W. Gams 16 9,9 13 13,7 12 9,1 8 15,3
Acrospeira mirabilis (Muril) And. - - - - - - 1 1,9
Alternaria alternata (Fr.)Keissl. 10 6,2 11 11,5 12 9,1 10 19,2
Anavigra laxa Sutton 2 1.2 1 1,0 1 0,7 - -
Aspergillus flavus Link ex Gray - - - - 2 1,5 - -
Aureobasidium pullulans (de Bary)Amaud - - - - 2 1,5 - -
Botrytis cinerea Pers. ex Nocca & Balbis 2 1,2 - - 1 0,7 - -
Ceratocystis microspora (Davids) Davids 16 9,9 3 3,1 11 8,4 3,8
Ceratocystis brunneo-ciliatum (Math.K) Hunt - - - - 1 0,7 -
Ceratosporella stipitata (Goidan.) Hughes 1 0,6 2 2,1 4 3,0 - -
Chalara unicolor Hughes 4 2,5 2 2,1 4 3,0 1 1,9
Chloridium clavaeforme (Pr.)W.Gams &Hol.-Jecl{. 7 4,3 1 1,0 - - - -
Cladosporium cladosporioides (Fres)de Vri. 3 1,8 2 2,1 3 2.3 - -
Chrysosporiumsp. - - - - - - 1 1,9
Coryneum modonium (Tul.) Griff. & Maubl. 2 1,2 9 9,5 1 0,7 - -
Cryptosporiopsis quercina Petrak - - 1 1,0 - - - -
Cryphonectriaparasitica (Murr.)Barr 16 9,9 4 42 12 11,4 9,6
Cylindrocarponsp. - - 1 1,0 - - - -
Dactylaria purpurella (Sacc.)Sacc. 2 1,2 1 1,0 - - - -
Diatrypella quercina (Persoon) Cooke 1 0,6 - - - - - -
Dictyochaeta sp. 1 0,6 1 1,0 - - - =
Diplococcium spicatuim Grove 2! 1,2 - - 3 23 - -
Exochalara longissima (Grove) W.Gams & - - 1 1,0 1,5 - -
Hol.-Jech.
Epicoccum purpurascens Link ex Schlecht 2 1,2 6 6,3 - - - -
Fusarium moniliforme Link ex Fr. 6 37 1 1,0 - - - -
Gliocladium roseum Bainier 2 1,2 1 1,0 2 1,5 - -
Graphium penicillioides complex Corda - - - - 2 1,5 - -
Heteroconium tetracoilum (Corda)M.B Ellis 2 152: 2 2,1 1 0,7 - -
Monodictys castaneae (Wallr.) Hughe 3 1,8 1 1,0 - - - -
Mortierella isabellina Oudem. 2 1,2 - - 3 23 3,8
Nectria cinnabarina (Tode ex Fr.) Fr. 1 0,6 - - - - -
Nigrospora sphaerica (Sacc.)Mason 2 1,2 1 1,0 - - - -
Oidiodendron griseum Robak 2 1,2 - - 4 3,0 3,8
Ophiostoma stenocerans (Robak)Melin & Nann. 3 1,8 - - 4 3,0 - -
Paecilomyces farinosus Bainier - - - - 2 1,5 - -
Penicillium spp. 16 9,9 16 16,8 12 11,4 15,3
Periconia macrospinosa Lefebvre & A.G.Johnson 1 0,6 - - - - -
Phialocephala fumosa (Ellis & Ev.) Sutton 4 2,5 - - 2 1,5 - -
Phomasp. 2 1,2 - - 2 1,5 - -
Phomopsis sp. - - 1 1,0 - - - -
Polyscytatum fecundissimum Riess - - - - 3 2,3 1 1,9
Pseundopezizasp. - - - - 1 0,7 - -
Ramichloridium schulzeri (Sacc.)de Hoog 4 2,5 1 1,0 - - - -
Rhinocladiella atrovirens Nannf. 2 1,2 - - - - - -
Sclerotiniasp. - - - - 1 0,7 - -
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton - - - - 2 1,5 - -
Sporidesmium rubi Ellis 3 1,8 7 7.4 4 3,0 2 3,8
Sporidesmium folliculatum (Corda)Mas.&Hugh. 1 0,6 - - - - - -
Stagonosporasp. - - - - 2 1,5 1 1,9
Torula herbarum (Pers.) Link ex Gray - - - - 2 1,5 2 3,8
Trichoderma spp. 13 81 3 3,1 8 6,1 6 12,5
Valsa ceratophora Tul. & C. Tul. 1 0,6 - - - - - -
Verticillium sp. 2 1,2 2 2,1 3 2.3 - -
TOTALES n= 161 95 131 52
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Tabla 2. Microhongos epifitos aislados en corteza-base segin edad
y presencia de cancro

Taxa aislados GRUPO 1 (Arboles jovenes) GRUPO 2 (Arboles viejos)
N° de aislamientos Cleanc.| % Slcanc. | % Clcane.] % S/canc.| %
Acremoniumstrictum W. Gams 9 8,0 12 12,2 7 8,6 7 14
Acrodontiumanam Ascocorticiuin anoma- - - 1 1,0 - - - -
Ium (Ellis & Harkn. ) Earle
Alternariaalternata (Fr.)Keissl. 1 0,8 1 1,0 1 1,2 1 2,0
Anthostomella fuegiana Sacc. 1 0,8 2 2,0 - - - -
Botrytis cinerea Pers. ex Nocca & Balbis - - - - 1 L2 - -
Calonectriasp. - - 1 1,0 - - - -
Ceratocystis microspora (Davids) Davids 4 36 3 3,0 3 3,7 1 2,0
Ceratocystisbrunneo-ciliatum (Math. K)Hunt - - 1 1,0 - - - -
Ceratosporellasstipitata (Goidan.)Hughes - - - - - - 1 2,0
Chalara unicolor Hughes 5 4,5 8 8,2 6 7,4 3 6,0
Chloridium clavaeforme (Pre.)WGams &Hol.-Jech 6 53 5 51 7 8,6 3 6,0
Cladosporium cladosporioides (Fres.)de Vri.. 1 0,8 2 2,0 - - 1 2,
Codinea britannica M.B.Ellis 2 1,9 1 1,0 - - - -
Coniella castaenicola (Ellis.& Ev.) Sutton 1 0,8 - - 1 1,2 - -
Corniculariella spina (Berk. & Rav.)di Cosmo - - 1 1,0 - - - -
Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr 7 6,2 2 2,0 9 11,1 2 4,0
Cryptosporiopsis quercina Petrak 1 0,8 - - - - - -
Dactylaria purpurella (Sacc.)Sacc. 3 2,7 2 2,0 1 1,2 3 3,0
Dactylellabembicodes Drechsler 4 3,6 3 3,0 1 1.2 - -
Dinemasporium strigosum (Persex Fr)Sacc. - - 1 1,0 - - -
Diplococcinm spicatum Grove 3 27 2 2,0 2 2.5 2,0
Diplococcium ana.Helminth. clay.(Tul.)Fuck 1 0,8 1 1,0 - - - -
Endophragmia hialosperma (Cor)M.Jones-&Cole - - 1 1,0 - - - -
Fusarium moniliforme Link ex Fr. 2 1,9 - - - - - -
Gliocladium roseum Bainier 1 0,8 - - - - 1 2,0
Gonytrichum caesinm C.G & F Nees var.caesium - - - - 2 2,5 - -
Heteroconiumctetracoilum (Corda) M.B.Ellis - - - - 1 1.2 - -
Hypoxylon mediterraneum (DeNot..)Ces & DNot 1 0,8 - - - - - -
Libertella faginea Des. 1 0,8 - - - - - -
Memmoniella echinata (Riv.) Galloway - - - - - - 1 2,0
Monodictys castaneae (Wallr.)Hughes 3 2,7 3 3,0 1 1.2 - -
Mortierella isabellina Oudem 6 53 7 7,1 4 4,9 3 6,0
Mortierellaramanniana (Moller)Linn. var.raman. 1 0,8 - - 1 1.2 - -
Oidiodendron griseum Robak 5 4,5 6 6,1 3 3.7 4 8,0
Oncopodiella trigoniella (Sacc.)Rifai - - 1 1.0 - - - -
Ophiostoma stenocerans (Rob.)Melin & Nann. 2 1,9 - - 1 1.2 1 2.0
Paecilomyces farinosus Bainier 1 0,8 1 1,0 2 2.5 ! 2,0
Penicillium spp. 11 9,8 9 9.2 8 9,9 5 10,0
Phialocephala fumosa (Ellis & Ev.) Sutton 5 4,5 4 4,0 3 3.7 1 2,0
Pilidium acerinum Kunze apud Kun.& Schm. 2 1,9 - - 2 2.5 - -
Phomasp. - - - - - - 1 2,0
Polyscytatum fecundissimum Ricss 3 2,7 - 4,0 - - 2 4.0
Psendodiplodia lignaria (Karst.) Sacc. 1 0,8 - - - - -
Pseudogymnoascus roseus Raillo - - - = - - 1 2,0
Ramichloridium schulzeri (Sacc.)de Hoog - - 2 2,0 - - - -
Rhinocladiella atrovirens Nannf. 3 2,7 1 1,0 - - - -
Rhizopus stolonifer (Ehremb ex Link) Lind 1 0,8 1 0
Septonemasecedens Corda - - 1 1,0 - - - -
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton - - - - 2 2,5 - -
Sporidesmium rubi Ellis 4 3,6 2 2,0 3 3,7 3 6,0
Taenionellastilbospora (Corda)Hughes - - - - 2 2,5 - -
Trichoderma spp. 4 3,6 3 3,0 6 7,4 1 2.0
Verticillium spp. 2 1,9 2 210 1 1,2 2 4,0
Verticillium tenuissimum Corda 4 6 - - - - - -
Verticillium psallotiae Treschow - - 1 1.0 - - - -
TOTALES n= 112 98 81 50
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GRAFICO 1. AISLAMIENTOS DE MICROHONGOS EPIFITOS
SEGUN TIPO DE CORTEZA, EDAD Y PRESENCIA DE CANCRO.
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GRAFICO 2. TAXA DE MICROHONGOS EPIFITOS
SEGUN TIPO DE CORTEZA, EDAD Y PRESENCIA DE CANCRO.
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GRAFICO 3. MICROHONGOS EPIFITOS, PATOGENOS U OPORTUNISTAS GRAFICO 4. PRINCIPALES MICROHONGOS PATOGENOS U OPORTUNISTAS
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en los S/C, en todas las situaciones. En la condicién donde
mejor se presenta este pool, es en C/T con cancro ya sea en
arboles jovenes o viejos. En los restantes, algunas de ellas
oambas, sondisminuidasen sus proporciones por la presencia
de Coryneum modonium o Chalara unicolor. Mientras la
colonizacion de C.unicolor aumenta en la C/B, en especial
en los arboles S/C (Griéfico 4).

So6lo 8 (10,5%) del total de los 78 taxa detectados,
se presentaron en todas las combinaciones de sustratos
estudiados, estos fueron: Acremonium strictum, Alter-
naria alternata, Ceratocystis microspora, Cryphonectria
parasitica, Penicillium spp., Sporidesmium rubi y
Trichoderrma spp. (Tabla 1y2).
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Las mas altas diversidades (Shannon-Wieber), se
observaron en arboles con cancro (sobre 2,9). La diversidad
es siempre mayor en los arboles jovenes que en los viejos y
esmas variableen C/B (de2.10a3.3) queen C/T (de 2.4 a 3)
(Grafico5).Las similitudes de Jaccard més altas, se observaron
entre arboles jovenes con y sin cancroy entre Jy V( C/C),
que son precisamente los que presentaron las mayores
diversidades. Las mayores similitudes se observan entre los
arboles sin cancro en C/T y entre C/T y C/B (Grafico 5.)

a) Especies en la corteza tronco.
Los taxa principales predominantes ya sea en los
gruposdearboles Jo V (C/C) fueron :Acremonium strictum,

N
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Alternaria alfernata, Ceratocystis microspora, Crypho-
nectria parasitica, Penicillium spp.y Trichoderma spp, con
bastante similitud en presencia v porcentajes ( 53,9 a 55,5 %
de ocurrencia del total de la micota presente). En los drboles
S/C, hubo diferencias en porcentajes y en presencia, en los
jovebnes : A strictum, A. alternata, Coryneum modonium,
Epicoccum purpurascens, Penicillium spp. y Sporidesmium
rubi (65,2% del total de la micota), mientras en los viejos,
fueron predominantes: A. strictum, A. alternata, Cr. parasitica,
Penicilliumspp.y Trichodrermaspp. representandoel 71,9%
del total (Tabla 1).

b) Especies en la corteza base.

Los principales taxa predominantes en los arboles J
(C/C) fueron: A. strictum, Chalara unicolor, Chloridium
clavaeforme, Cr. parasitica, Penicilliumn spp. (con un
40,1% dcl total), mientras en los V : A. strictum, C. unicolor,
C. clavaeforme, Cr. parasitica, Penicillium spp .y Tricho-
dermua spp, conun 53% dcl total de la micota. En los T (S/C):
A. strictum, Ch. unicolor, Ch.clavaeforme, Mortierella
isabellina, Oidiodendron griseum y Penicillium spp. con un
47.9% del total, mientras en los V (S/C) se detectaron las
mismas especies ademés de Sporidesmium rubi conun 44%
del total de la micota (Tabla 2) .

Grifico 5.
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DISCUSION

Nuestros resultados han permitido obtener un
cuadro general de un grupo de especies, capaces de crecer
sobre la corteza del tronco y el cuello del castafio, ante la
presencia o ausencia de cancro, en un grupo etareo de una
region del norte de Italia. Estos microhongos a pesar de no
ser en su totalidad de un notable interés fitopatoldgico,
lo son bajo el aspecto de la biodiversidad fingica, ya sea
por la escasa distribucién de algunos en este biotopo, o
a la particular asociacion que otros representan con la
corteza de Castanea sativa en diversas localidades geo-
graficas (Bassi,1990; Ellis & Ellis,1985; Cobos, 1989;
Anognostakis, 1990; Baird, 1991; Conedera, 1991)

A pesar queen los tejidos de la corteza delos arboles
vivos, puede existir una gran variedad de organismos, los
hongos son siempre mayoritarios y en especial los
Duterompycetes (Cotter & Blanchard, 1982,Baird, 1991).En
nuestro estudio, la mayor parte pertenecieron a este grupo
y dentro de éstos, los dematiaceos presentaron gran
diversificacion. En menor nimero, varios representantes
delosAscomycota también se asociaron alacortezay solo
2especies del género Mortierella yunadel género Rhizo-
pus, fueron los representantes de los Zycomycetes .

La mayor cantidad de aislamientos correspondid
siempre en todos los tipos de sustrato, a los arboles mas
jovenes(C/C), lo cual puede atribuirse al estress y
debilitamiento causado por Cr.parasitica, mientras en la
C/B de los arboles viejos S/C, la mayor diversidad de
especie, puede relacionarse en parte a las influencias de la
microbiota del suelo y de la hojarasca circundante, situacién
que se aprecia por el aumento de ciertas especies pertene-
cientes a los géneros Morteriella, Chalara, Chloridium,
Phialocephala, entre ofras.

La presencia fiingica en ambos tipos de corteza, no
solo puede relacionarse a este particular sustrato, sino a la
presencia de: tejidos necroticos (abundantes en los castafios
C/C), aptos para la colonizacion de patdgenos necrotrofos,
lainfluencia de factores climaticos-ambientales (dispersién
anemofila, el contenido de humedad, pH, temperatura, etc.),
la presencia de exudados, microorganismos e insectos
rastreros y volatiles. El contenido de humedad afecta
significativamente la colonizacién fungica, en especial se
obseva mayor abundancia con contenidos. mas bajos de
agua que en losmas altos, situacion que permite considerar
el mejor método de prevencidn para la invasion de lamadera
por hongos patdgenos o degradadores (Rayner & Boddy,
1986, Chapela & Boddy, 1988). Esta situacion tambien fue
osbservada en los hongos endéfitos de Castanea sativa
por Bissegger & Sieber (1994).

Los insectos (Coleopteros y Acaros principalmen-
te), son habitantes comunes o de paso, capaces de trans-
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portar propagulos fingicos a distanciay por ende, reunen
caracteristicas de vectores asociados a la transmisién de
enfermedades fiingicas del castafio (Turchetti & Chelazzi,
1984; Russin et al., 1984; Nanelli & Turchetti, 1989).

La abundancia de insectos, sus restos y  sus
excretas, aportan constantemente nuevos sustratos fres-
cos ricos en proteinas, aptos para el desarrollo de una
micobiota particular mayoritariamente saprotrofa, que
muestra sin duda, dos caracteristicas principales: elevada
selectividad especifica poreltejido o elevada adaptacion
mespecifica por los sustratos heterogéneos asociados a
la corteza . Ambas situaciones, parecen facilitar no solo
el desarrollo de una comunidad tipica del castafio, como
Monodictys castaneae, Ceratocystis microspora,
Cryphonectria parasitica, Coryneum modonium, Valsa
ceratophora, u otras, sino de otras consideradas espe-
cificas de los involucros (erizos), frutosy hojas de este
arbol, como es el caso de Acrospeira mirabilis, Anavigra
laxa (solo presente en C/T), Chalara spp.(en nuestro caso
Chalara unicolor), Codinea britannica, Pilidium aceri-
num, Polyscytatum fecundissimum. Phialocephala
Jfumosa, entre otros. Esta situacion permite descartar en
cierta medida que la corteza de cada érbol tiene una
particular especificidad (Greenhalgh, 1969). Mas bien
parece indicar que parte de la comunidad epifita es
inespecifica(entre un 30 a 40%), principalmente Hypho-
mycetes y algunos Coelomycetes y pueden ser capaces
de colonizar indiferentemente el mismo sustrato u otro,
en varias especies de arboles de madera dura, en zonas
geograficas que reunan condiciones climéticas semejantes,
como lo afirman Cotter & Blanchard (1982)y Baird (1991).

Varios estudios confirman que la densidad de
colonizacion de los epifitos en la corteza es mucho mas
alta que los endofitos capaces de infectar tejidos pro-
fundos o el xilema y que estos ultimos producen su
infeccion, después que han colonizado extensivamente la
corteza (Boddy & Griffith, 1989; Petrini & Fisher, 1990).

A pesar que existen ciertas diferencias entre las
comunidades de los arboles C/C y los S/C, esto sugiere que
la mayoria , son habitantes de la corteza y su presencia no
interfiere con la de determinados patdgenos (Baird ,1991).
Esteultimo autor, en West Virginia (U.S.A.), encontré una
comunidad de 35 géneros de microhongos sobre la
corteza de Castanea dentata, previamente inoculada con
Cr. parasitica (cepas hipovirulentas). E160% deéstos (21
géneros), fueron aislados también en nuestra investi-
gacion. De los 25 taxa de Asco-Deuteromycetes aislados
por Cobos (1989), en Castanea sativa, en Espaiia, el 60%
fue igual a nuestros aislamientos y su revisiéon de la
literatura internacional detectada sobre Castanea, contie-
ne un 65% de los géneros de Hyphomycetes registrados
en nuestro trabajo.

La dominancia de algunas especies, creciendo en
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proximidad, puede representar un importante factor
antagdnico que puede interferir ya seaen: la estimulacién
trofica, las alteraciones morfogenéticas, la inhibicién del
crecimientoy el grado de patogénesis de algunos biotrofos
u oportunistas fingicos de arboles. La interaccion hifal,
es considerada importante en la determinacion del patron
de colonizaciénde los excrementos (Ikediugwu & Webster,
1970), como asi la competencia (antagonismo) entre
especies de Trichoderma Yy otros hongos (Nelson, 1982;
Biles& Hill, 1988).

Ennuestros aislamientos de Trichoderma,T. viride,
fue la especie mas comun y llama la atencién que todos los
representantes del género fueron mayoritariamente aisla-
dos de los arboles C/C, en ambos sustratos. Esto podria
indicar unescaso antagonismo con los epifitos dominantes
o los enddfitos presentes en los castafios estudiados,
como: Cr. parasitica ( 'y Endothiella parasitica su
anamorfo, observada varia veces junto a su teleomorfo),
Coniella castaneicola, Coryneummodonium, Phomopsis
sp. Estas mismas especies y otras fueron también
detectadas por Bissegger & Sieber,(1994) en el sur y norte
de los Alpes suizos.

De Martinoetal. (1994), estudiaron el antagonismo
de algunos endofitos del castafio, pudiendo observar un
cierto grado de actividad inhibitoria de Coryneum
modonium hacia Cr. parasitica, mientras Minervini &
Bisiach (1994), enunalocalidad geograficamente cercana
anuestra zona de muestreo, encontraron actividad inhibi-
toria in vitro de algunos epifitos comunes de la corteza
hacia Cr. parasitica, como: Penicillium expansum P.
Janczewskii, Chaetomium globosum, Bacillus polymixa,
B. subtilis y Streptomyces spp. La constante presencia
de Penicillium, no fue estudiada a nivel de especie en
nuestra investigacion, sin embargo resulta de interés que
la mayoria de ellas fueron terverticiladas , pertenecientes
al Subgénero Penicillium y en menor cantidad del Sub-
género Aspergilloides.

Cr. parasitica, escapazde crecer yaseaenlaparte
externa como interna de la corteza de varios arboles de
madera dura, pero en especial se ha aislado causando en
forma especifica el cancro de la corteza del castafio en
diferentes partes del mundo, con tragicas consecuencias
en estos arboles (Anagnostakis & Kranz 1987; Heiniger
& Rigling, 1994). La asociacion del cancro con otros taxa
fiingicos epifitos de la corteza, se ha estudiado en diversos
ambientes de Italia y en otros paises, especialmente con
algunos Ascomycetes, Hyphomycetes y Coelomycetes
asociados ( Baird, 1991; Minervini & Bisiach, 1994; De
Martino et al., 1994), en especial con Ceratocystis mi-
crospora (Davidson & Kuhlman, 1978; Russin & Shain,
1984). Esto ultimo se manifesté también en el grupo de
nuestros castafios, en los arboles C/Cy S/C y en menor
porcentaje también asociaciadaa otraespecie relacionada,
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como Ophiostoma stenocerans (= C. eucastaneae, fide
Upadhyay, 1981) y su anamorfo morfol6gicamente simi-
lar a Sporothrix schenkii (S.pallida o S. nivea, De Hoog,
1993,Fig24). Segtin Russin& Shain (1984), C. microspora
se establece anteriormente a Cr. parasitica en el cancro
del castafio y es estimulada en su crecimiento por los
metabolitos de esta tiltima, situacién que observamos en la
corteza 1n vitro, como un constante incremento de los
peritecios de C. microspora y O. stenocerans en el tiempo.

Esnecesario también destacar que sobre Cr.para-
sitica se desarroll6 y asoci6 frecuentemente Acremonium
strictum, un taxa comun del suelo y otros habitat y no es
raro observarlo sobre royas y oidios. Una situacién similar
pudo detectarse entre C. microspora y la constante
colonizacién de sus cuellos por Phialocephala fumosa.

En Italia, la aparicién de cepas hipovirulentas
naturales de Cr.parasitica, capaces de transferir por
anastomosis de sus hifas, particulas virales de ARN de
doble cadena a las cepas hipervirulentas, para tranfor-
marlas en hipovirulentas, ha permitido un control biolégico
natural y la recuperacion del castafio con poca intervencion
humana . Sin embargo, la inoculaciéon de cepas europeas
hipovirulentas en U.S.A , no terminaron con la enfermedad
y el castafio americano (Castanea dentata ) no ha llegado
al estado adulto en las regiones donde Cr. parasitica es
endémica, debido a un pool de genes que regulan la
compatibilidad vegetativa de sus hifas (Anagnostakis,
1980, 1987). Esta hipovirulencia transmisible, asegura un
modelo para el control de esta enfermedad y la movilidad
de elementos citoplasmaticos en las poblaciones de
Hyphomycetes.

Podemos concluir que la microbiota epifita de la
corteza del castafio fluctuaenrelacion a factores ambienta-
les, geograficos y nutricionales. Las caracteristicas topo-
grificas y la heterogeneidad de los sustratos presentes en
diferentes partes de la corteza , puede aumentar la eficiencia
de la colonizacion de ciertas especies residentes, epifitas o
endofitas, permitiendo una mayor diversidad, en especial
en los arboles C/C, quizas debido a la accién preparatoria
de Cr. parasitica.

A pesar que no hemos estudiado su presencia
estacional en el afio, el crecimiento activo de los hongos
detectados sobre este sustrato nos lleva a suponer que
corresponden mayoritariamente a especies residentes de la
corteza y estas ultimas junto a las aloctonas, pueden pre-
venir la invasion de patégenos y ejercer en determinados
momentos de sus ciclos de vida, efectos inhibitorios que
merecen estudiarse como posibles agentes naturales de
biocontrol.

La comunidad fingica de ambos tipos de corteza
parece estar compuesta por un pequefio grupo de especies
dominantes, ya sea epifitas como endofitas, con ciertas
diferencias en la composicion de sus especies.

Como las mayores diversidades se observaron
siempre en los arboles C/C en ambos tipos de sustratos,
esto sugiere, que muchas especies frente a una respuesta
disminuida del hospedador actuarian como oportunistas.
Como no se determiné la alta actividad de laccasa de las
cepas de Cr.parasitica, en los arboles C/C y S/C, sus
fenotipos pueden ser normales, hipovirulentos o
corresponder a estados de latencia (en los arboles S/C
aparente), una situaciéon observada por Russin & Shain
(1984). Esto puede atribuirse a una resistencia de los
castafios, a la presencia de cepas hipovirulentas (una
situacién que debe considerarse), o simplemente a un
tiempo de latencia largo (comun en los endéfitos), en espera
de los momentos de estress del hospedador.

En nuestro trabajo exploratorio , unbuen porcentaje
de las especies detectadas y que presentan una marcada
preferencia por la corteza de este arbol, no han sido
reportadas en Italia.
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Figuras.- 1. 2.- Gonytrichum caesium var. caesinm (anamorfo de Chaetosphaeriainaequalis ), complejo sistema de ramificacion
yconidios(Barra 5 pm). 2.- Células conidiogenas terminales con collarete terminal (Barra 5 pm). 3.- Phialocephala fumosa, conidiéforos
yconidios cilindricos(Barra 5 pm). 5.- Verticillium tenuissimum, conidioforo, fialides y conidios (Barra 15 pm). 5.- Rhinocladiella
atrovirens, conidioforosy conidios (Barra 5 pm). 6.- Cryptosporiopsis quercina, conidios (Barra 20 pn). 7.- Dictyochaetasp. , conidios
y conidioforo (Barra 10 pm). 8.- Exochalara longissima, coniditforo y cadenas de conidios (Barra 10 pm). 9.- Pilidium acerinum,
conidios y conidioforos en seccion vertical del conidioma (Barra 10 pm). 10.- Endothiella anamorfo de Cryphonectria parasitica,
conidios y conidioforos en seccion vertical del conidioma (Barra 5 pm). 11.-Sphaeropsis sapinea, conidios (Barra 20 pm). 12.-
Septonemasecedens, conidios en cadena (Barra 10 pm). 13.- Coryneum modonium,conidiosyracimosde células conidiogenas (Barra
20 um). 14.- Chalaraunicolor, artroconidios con 3 septosy célulasconidiogenas (Barra 30 pm). 15.- Oncopodiellatrigonella, conidios
(Barra 10 pm). 16.- Diplococcium spicatum, conidiéforos y conidios (Barra 10 um). 17.- Chloridium clavaeforme, proliferacion
percurrentey conidios (Barra 5 um), 18.- Ceratosporella stipitata, conidio y conidioforo (Barra 10 pm). 19.- Monodyctis castaneae,
conidios (Barra 20 pm). 20.- Sporidesmium rubi, conidio y conidi6foro (Barra 10 pm). 21.- Anavigra laxa, stauroconidios (Barra 20
um). 22.- Ceratocystis brunneo-ciliata (?), ascosporas e hifas ostiolares espiraladas (Barrra 10 pm). 23.- Ceratocystis microspora,
ascosporasy porcion del cuello del peritecio (Barra 10 um). 24.- Sporothrix anamorfo de Ophiostomastenocerans, creciendo sobre
el cuellodel peritecio(Barra 10 pum). 25.- Ophiostomastenocerans (=Ceratocystis eucastaneae), ascosporas sin vaina (Barra 5 pm).
26.- Anthostomella fuegiana, ascosporas bicelulares (Barra 10 pm).
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