Bol. San. Veg. Plagas, 26: 415-423, 2000

Evaluacion del poder patogénico de Cytospora Chrysosperma en

clones de Chopo
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La inoculacion de Cytospora chrysosperma, forma anamérfica del hongo Valsa sor-

dida, en estaquillas de 11 clones de chopo provocd la aparicién de necrosis en la corte-
za y chancros de distinta longitud segun los clones. Triplo fue uno de los genotipos que
mayor resistencia opusieron al avance del hongo, de forma diferente a clones como I-
MC en los que la necrosis originada fue bastante mayor. La aparicién de un alto por-
centaje de estaquillas infectadas de forma natural justifica la aplicacién preventiva de
fitosanitarios en los viveros de chopo donde se utiliza este material.

ALONSO, DAVID; PAJARES, JUAN; DIEZ, JuLIO. Universidad de Valladolid. Unidad de
Entomologia y Patologia Forestales. Departamento de Produccion Vegetal y Silvopas-
cicultura. Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias (E.T.S.L1.A.A)). Av. De

Madrid 57, 34007. PALENCIA. Correo Electrénico: jdcasero@pvs.uva.es

Palabras clave: Cyfospora chrysosperma, Valsa sordida, chopo, Populus sp., necro-

sis del floema de los chopos.

INTRODUCCION

Valsa sordida es un ascomiceto Pyreno-
micete presente en Europa, Norte America,
Norte y Sur de Africa, Australia y Chile
(Phillips and Bunderkin, 1992). Su forma
mas frecuente es la anamorfica Cytospora
chrysosperma (Lanier et al., 1978), que
forma cuerpos de fructificacion, tipo picni-
dio, en la corteza de los chopos infectados
de los que emergen en condiciones de hume-
dad los conidios agrupados en cirros anaran-
jados muy visibles. La forma perfecta de
V sordida, mas dificil de encontrar, se carac-
teriza por la formacion de peritecios agrupa-
dos e inmersos en un tejido estromatico.

C. chrysosperma causa la enfermedad
conocida como necrosis del floema de los
chopos, caracterizada por una degeneracién
del protoplasma celular seguida de la muer-
te de células y tejidos, que provoca agrieta-
mientos en la corteza y formacion de chan-
cros en tronco y ramas. Posteriormente,
sobre los tejidos enfermos aparecen los pic-
nidios de esta fase asexual que formaran los
cirros en condiciones de alta humedad
ambiental, facilitando el diagnodstico de esta
patologia.

C. chrysosperma ha sido considerado
generalmente un parasito de debilidad, cau-
sante de necrosis en el floema de chopos
jovenes cultivados bajo condiciones de
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estrés, a los que infecta a través de las heri-
das. Particularmente importantes son los
dafios que puede producir en viveros, planta-
ciones paisajisticas, forestales y en pantallas
cortavientos (Sinclair et al., 1987; McIntyre
et al., 1996). Sin embargo, pocos trabajos se
han realizado sobre el poder infectivo, dafios
o control de este hongo (Ibragimov, 1964;
Walla y Stack, 1980).

En el presente trabajo se pretende com-
probar el poder patogénico de C. chrysos-
perma sobre las estaquillas y arboles adultos
de los clones de chopo mas utilizados en las
plantaciones de nuestro pais, asi como eva-
luar la eficacia de distintas formulaciones
fitosanitarias en su control.

MATERIALES Y METODOS.

Los aislamientos de C. chrysosperma
utilizados en el presente trabajo se obtuvie-
ron a partir de los cirros obtenidos de la cor-
teza de un arbol enfermo. Los medios de
cultivo utilizados para la iniciacion de los
cultivos fueron agar patata y dextrosa
(PDA), agar extracto de malta (MEA),
medio de Salemink modificado (Scala et al.,
1994), y agar agua (AA). Los aislamientos,
una vez obtenidos en cultivo puro, se mantu-
vieron a 25°C, subcultivandose cada 22 dias.
Para la realizacion de los ensayos se eligié al
genotipo de mayor crecimiento de los obte-
nidos (P-CR1).

El poder patogénico de C. chrysosperma
se evalud sobre estaquillas (de unos 20 cm
de longitud) de 11 clones de chopo de gran
importancia comercial (Cuadro 1). Estas se
mantuvieron en agua destilada durante 48
horas antes de proceder con los ensayos. La
inoculacion se realizé momentos antes de la
plantacion efectuando una incisiéon en el
apice de la estaquilla con ayuda de un bistu-
ri, y depositando en la herida con ayuda de
un sacabocados, una seccion de micelio pro-
cedente de un cultivo del hongo. Las incisio-
nes fueron cubiertas con Parafilm para evi-
tar la desecacion de los tejidos. Fueron ino-
culadas 11 estaquillas de cada clon, dejan-

dose ademas otras 4 estaquillas sin inocular
por cada genotipo, que sirvieron de control.

Las estaquillas se plantaron de forma
aleatoria en dos parcelas distintas, previa-
mente labradas con una mula mecénica para
facilitar la aireacion del sustrato, y tras la
realizacion de caballones. El marco de plan-
tacion utilizado fue de 70 cm entre filas y 20
cm entre lineas (Foto 1). Las estaquillas una
vez plantadas, fueron regadas a capacidad de
campo para facilitar el asentamiento de la
tierra. La plantacion fue realizada en el mes
de febrero de 1998.

Para comprobar el poder saprofito de
Cytospora chrysosperma 4 estaquillas de
cada clon fueron inoculadas, de la forma
antes descrita, y mantenidas en cimara
himeda en el laboratorio hasta la finaliza-
cién del ensayo, manteniéndose otras 4 esta-
quillas sin inocular.

La inoculacion de C. chrysosperma
sobre chopos adultos (8 afios) se realizo, de
forma simultanea a la de estaquillas, en una
plantacion sita en el Campus de la Yutera
(Palencia), sobre tres parcelas distintas de
los clones 1-214, 1-488, Flevo y Triplo. Las
inoculaciones se llevaron a cabo a la altura
del pecho, siguiendo la misma metodologia
que en los ensayos con estaquillas.

Para la evaluacion de la eficacia de las
formulaciones fungicidas se utiliz6 la meto-
dologia de Palazén y Palazén (1983), ensa-
yandose un total de 8 productos (Cuadro 2)
en 4 concentraciones distintas (0.1, 1, 10 y
100 ppm). Con la finalidad de comprobar el
efecto fungiestatico o fungicida de las for-
mulaciones, el micelio utilizado en los ensa-
yos se volvid a cultivar sobre medio PDA, en
busca de una posible reactivacion de su cre-
cimiento.
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Foto 1. Disposicién de las estaquillas de chopo, sobre las que se realizaron las
inoculaciones, en una de las parcelas utilizadas en los ensayos.

Cuadro 1. Longitud media del chancro producide por C. Chrysesperma (cm + error estindar) sobre las
estaquillas de distintos clones de chopo a los 7 dias de realizarse las inoculaciones en los ensayos en
laboratorio (LCL) y a los 185 dias de realizarse las inoculaciones en los ensayos de campo (LCC); y
mortalidad ocasionada en las estaquillas inoculadas (N° Marras) de cada clon en los ensayos de campo.
Los valores acompaiiados por letras similares no mostraron diferencias significativas (LSD al 95%)

CLON Especie o Hibrido LCL (cm £ ¢.¢.) LCC (cm £ e.c.) N°Marras
114/69 Populs deltoides x P.alba 3 9 4 047 abe 483 + L17abc 3
Agathe F Foplestaanimaniit gy Y 2 422 % L12abe 4
Campeador ~ oPuins¥enroamericana 4 68 4+ (.65 be 206 = 1.11a 2
Canada blanco Pepulusx ewrommencana 779 4 0,58 ¢ 536 % 14labe 5
Flevo Fopuliisx vuroguisricans 3.9 % 0.98 abc 631 £ 155bc 3
1-214 Populus x euroamenicana 4 45 4 (.99 abc 348 £ 146 ab 3
1488 Populus x euroamericana 4 38 4 (71 abe 109 + ld6abe 2
I-MC Popuus x euroamericana 73 £ 069 de 752 % Ll4¢ 3
Luisa Avango /opulisxewrcamericana 5 45 4 029 ¢d 6.1 £ 134 b g
Lux Fopurdelyides 400 + 0.44 abe 224 £ 1042 3
Tl’iplo Popiilus x euroamericana 232 + 0742 22 £ 1.17a 1
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Cuadro 2. Crecimiento de Cytospora chrysosperma (mm = error estindar) sobre medio PDA
suplementado con distintas concentraciones (0.1, 1, 10, y 100 ppm) de las formulaciones
fungicidas ensayadas (Los asteriscos sefialan efecto fungicida).

Tratamiento
MATERIA ACTIVA 0.1 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm
Benomilo 50% WP 41,1403 040 0+0* 0+0*
Bromuconazol 10% SC 5.08+0.3 00 0 +0* 0+0*
Carbendazima 50% WP 0.67+0.1 0x0 0+0 0+0*
Clortalonil 75% WP 42+0 42+0 0+0 0+0
Fosetil — Al 80% WP 40.8+0.2 41.1+03 38,9103 409103
Iprodione 50 WP 40.6 £0.2 23.8+0.7 73+£04 1+0
Metil tiofanato 70 WP 385+1.1 36312 158+25 00
Procimidona 50% WP 4210 4240 00 0+0*
RESULTADOS La sintomatologia desarrollada por las

El micelio de Cytospora chrysosperma
creci6 rapidamente, observandose sobre los
medios de cultivo a las 24 horas de la siem-
bra de los conidios, y llenando practicamen-
te toda la placa a los 6 dias de su subcultivo
(Foto 2). El medio que mas favorecio el cre-
cimiento de todos los aislamientos utilizados
fue el PDA (Figura 1), por lo que éste se uti-
liz6 en los ensayos posteriores.

C. chrysosperma provocé la formacion
de necrosis corticales y chancro en todas las
estaquillas inoculadas en el laboratorio, apa-
reciendo sobre las zonas colonizadas los pic-
nidios y cirros tipicos de este hongo. A los 7
dias de realizada la inoculacion se aprecia-
ron diferencias significativas en la longitud
del chancro entre los clones del ensayo
(Cuadro 1). Los clones mas sensibles a la
colonizacion por el hongo fueron Canada
Blanco e I-MC, con una longitud de la lesion
en la estaquilla superior a 7 cm. El menos
afectado fue Triplo con chancros ligeramen-
te superiores a los 2 cm. No se apreciaron
sintomas en las estaquillas mantenidas como
control.

estaquillas en el laboratorio también se
reprodujo en los ensayos de campo (Foto 3).
El chancro desarrollado en estas condiciones
crecié de forma lineal a partir de Abril, pri-
mer mes desde la inoculacién (Figura 2).
Las estaquillas de los clones I-214, I-MC y
Luisa Avanzo fueron las primeras en presen-
tar una sintomatologia evidente de chancro,
39 dias después de realizadas las inoculacio-
nes.

En todos los clones, excepto Triplo, apa-
recieron los cuerpos de fructificacion y
cirros tipicos de C. chrysosperma durante la
realizacion del ensayo (Foto 4). En la Figura
3 puede observarse la dindmica de aparicion
de los cuerpos de fructificacion en las esta-
quillas a lo largo del ensayo.

A los 185 dias de realizada la inocula-
cion (mes de agosto) pudo apreciarse dife-
rencias significativas en la longitud de la
lesion originada por C. chrysosperma entre
las estaquillas de algunos clones (Cuadro 1).
Los clones que menos sintomas desarrolla-
ron fueron Campeador, Triplo y Lux con un
crecimiento del chancro inferior a los 3 cm.
Los genotipos I-214, 1-488, Agathe F,
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Foto 2. Micelio de Cytospora chrysosperma en medio PDA

Foto 3. Estaquilla muerta con el tipico sintoma de necrosis
en la corteza tras la infeccion por Cytospora chrysosperma.
A su derecha una estaquilla control totalmente sana.

Fig. 1. Crecimiento (mm/dia) de Cytospora chrysosperma durante los 9 dias siguientes a su subcultivo en
los medios Agar Dextrosa y Patata (PDA), Agar Extracto de Malta (MEA), Salemink, y Agar agua (AA)
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114/69 y Canada Blanco mostraron un avan-
ce del hongo intermedio, de 3 a 6 cm, mien-
tras que en Luisa Avanzo, Flevo e I-MC el
crecimiento fue superior a 6 cm en todos los
€asos.

C. chrysosperma causé la muerte de 33
estaquillas inoculadas (Cuadro 1). El clon
mas afectado fue Canada Blanco, con 5 esta-
quillas perdidas, y el menos Triplo con una
sola. C. chrysosperma también causo la baja
de 10 estaquillas control.

La inoculacion de las esporas de C. chry-
sosperma en arboles adultos de los clones I-
214, 1-488, Triplo y Flevo no provocé sinto-

Foto 4. Cirros aparecidos en una estaquilla tras su
conolizacion por Cytospora chrysosperma.

ma alguno a los 24 meses de ser llevada a
cabo.

La formulacion antifingica con mejor
efecto fungiestatico sobre C. chrysosperma
“in vitro” fue carbendazima 50% WP, aun-
que su efecto fungicida solo se observd a la
maxima concentracion (100 ppm, Cuadro
2). También fueron muy efectivos el beno-
milo 50 % WP y el bromuconazol 10% SC,
Foto 5). Ambos fueron fungiestaticos a par-
tir de una concentracién de | ppm y fungici-
das a partir de una concentracién 10 veces
superior.

Foto 5. Crecimiento de Cytospora Chrysosperma en
medio PDA suplementado con 1 ppm de las formula-
ciones Bromuconazol 10% SC, Iprodione 50% WP
Metiltiofanato 70% WP y Fosetil-AL 80% WP.
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Fig. 2. Crecimiento medio del chancro, ocasionado por Cytospora chrysosperma, en los 11
clones de chopo a lo largo del ensayo
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Fig. 3. Numero de estaquillas en las que aparecieron picnidios (en porcentaje con respecto
al total) en los meses posteriores a la inoculacion.
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DISCUSION

Cytospora chrysosperma es un hongo
facil de aislar a partir de los cirros, y que
crece rapidamente al ser cultivado sobre
medios de cultivo sintéticos. Este micete es
capaz de colonizar los tejidos vivos de la
corteza de las estaquillas, pudiendo llegar a
causar daiios de consideracion en plantacio-
nes realizadas a partir de este material pre-
viamente infectado. Similares resultados
también han sido observados por otros auto-
res (Worrall, 1983; Sinclair et al., 1987).

La clasificacion jerdrquica de algunos
clones, como Triplo, se mantuvo en las tres
variables analizadas (longitud media del
chancro en las estaquillas en el laboratorio y
en campo, y numero de marras en las esta-
quillas inoculadas). Sin embargo, en otros
como Agathe E la longitud del chancro fue
baja en los ensayos de laboratorio, media en
los ensayos de campo, mientras que tuvo un
numero de marras muy alto. Esto determina
una relacion moderada entre la longitud del
chancro ocasionada por C. chysosperma en
los ensayos de laboratorio y en las parcelas
(Coeficiente de Correlacion=0,57), y entre
cada uno de estos dos parametros con el
numero de estaquillas muertas de cada clon
en la parcela (Coeficiente de Correla-
cién=0,54 y 0,63, respectivamente). Esta
moderada correlacion encontrada entre los
ensayos en campo y los de laboratorio pro-
bablemente sea debida al diferente peso que
tengan, dentro de cada clon, los mecanismos
de defensa preexistentes (estructuras de las
paredes celulares, deficiencias en el conteni-
do en nutrientes, etc., que siguen reteniendo
el avance del hongo en las estaquillas no
plantadas) o los inducidos (formacién de
fitoalexinas, degradacién de enzimas del
hongo, etc., que unicamente funcionan en la
planta viva). Aunque sin embargo, debido al
corto periodo de tiempo en el que se obtu-
vieron resultados en los ensayos en laborato-
rio (7 dias), las estaquillas podrian haber
mantenido activos parte de sus mecanismos
de defensa inducidos.

La aparicion de C. chrysosperma en once
estaquillas control pone de manifiesto la
existencia de una moderada probabilidad de
infeccidn natural en las plantaciones a partir
de estaquillas en los viveros. Este hecho jus-
tifica la aplicacién de fungicidas efectivos
como carbendazima 50% WP, benomilo
50% WP o bromuconazol 10% SC, tras la
obtencidn de las estaquillas para su propaga-
cién en los viveros, con el fin de prevenir la
infeccion por el hongo. Si bien, seria nece-
sario determinar en posteriores ensayos
sobre material vegetal, la concentracién
optima de aplicacion.

Los resultados del ensayo permitirian
situar como clones candidatos a ser utiliza-
dos para la produccion de planta en viveros
sobre terrenos inadecuados, con fuertes pro-
babilidades de provocar estrés en la planta, a
los genotipos mas resistentes a la coloniza-
cion por C. chrysosperma, como Triplo. Por
el contrario, en los viveros donde se cultiven
los clones que se han mostrado muy suscep-
tibles a la infeccion por el hongo, como el I-
MC, se han de extremar al maximo los cui-
dados culturales para evitar estados de debi-
lidad que posibiliten una infeccién y poste-
rior invasion de este hongo en los tejidos.

Sin embargo, los resultados obtenidos en
los ensayos con las estaquillas en los genoti-
pos 1-214, 1-488, Flevo y Triplo, difieren de
los obtenidos con ejemplares adultos, donde
las inoculaciones con las esporas del hongo
no lograron reproducir sintomatologia algu-
na. Parece ser por lo tanto, que el éxito de
una infeccion por Cytospora chrysosperma
depende del estado de desarrollo de la plan-
ta, no siendo posible extrapolar los resulta-
dos obtenidos con el material juvenil a los
ejemplares adultos.
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ABSTRACT

ALONSO, D.; PAJARES, J. Y DIEZ, J., 2000: Evaluacion del poder patogénico de
Cytospora chrysosperma en clones de chopo. Bol. San. Veg. Plagas

Cytospora chrysosperma inoculation over 11 poplar clones caused varying bark
necrosis and canker. Triplo was one of the genotypes more resistant to fungal colo-
nisation while with I-MC the resulting necrosis was higher. The high percentage of
cuttings naturally infected justified the use of fungicides in the poplar material for

nursery plantation.

Key words: Cytospora chrysosperma, Valsa sordida, poplar, Populus sp.,

Cytospora dieback.
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