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El Chancro Carbonoso de Quercus I: Distribucion y

caracterizacion del agente causal

J. J. JIMENEZ, M. E. SANCHEZ, A. TRAPERO

El Chancro Carbonoso estd causado por el ascomiceto Biscogniauxia mediterranea.
A partir de los afios 80 su incidencia se ha asociado a los procesos de decaimiento que
sufren los Quercus en la cuenca mediterrnea. En Espaiia aparece principalmente en
masas viejas de encina y alcornoque sobre pies decrépitos. Se ha determinado que la
falta de vigor del huésped, independientemente de su edad, es el factor decisivo en la
aparicién del estroma carbonoso en condiciones de campo; formacién que no estd aso-
ciada a la presencia de exudados por parte de la planta huésped. A partir de las muestras
obtenidas de 4drboles afectados, fundamentalmente Quercus spp., en Andalucia y otras
localizaciones, se ha obtenido una coleccién de aislados monoascospéricos. La caracte-
rizacién morfoldgica de sus colonias y la caracterizacién microscépica de las estructu-
ras de reproduccién sexual y asexual, han mostrado la alta variabilidad de las poblacio-
nes naturales del hongo. Aunque las caracteristicas de los aislados concuerdan con la
descripcién de la especie B. mediterranea, las dimensiones de las ascosporas no encajan
plenamente en ninguno de los rangos establecidos para las tres variedades descritas en
esta especie, poniendo en duda la validez de este criterio para discriminar variedades, al
menos en aislados espaiioles.
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INTRODUCCION

El Chancro Carbonoso es una enfermedad
ampliamente distribuida en la cuenca medi-
terrdnea y Norteamérica. Se describié por
primera vez en Portugal afectando al alcor-
noque (Q. suber) (BAETA NEVES, 1948;
1949; 1954; VIEIRA NATIVIDADE, 1950). En
1931 se identifica al hongo asociado al Car-
bén como Nummularia regia, pero un traba-
jo de 1952 atribuido a Malencon y Manion,
describe la enfermedad del Carbén en
Marruecos como causada por Hypoxylon
mediterraneum (BAETA NEVES, 1954; OLIvA
y MOLINAS, 1984; VANNINI y MUGNOZZA,
1991). En Espaiia, la primera referencia al

Chancro Carbonoso es de 1963, atribuido a
Hypoxylon mediterraneum (TORRES, 1985),
aunque desde esa fecha hasta 1985 los daiios
causados en encina y alcornoque pasaron
practicamente desapercibidos (TORRES,
1985). En 1985, H. mediterraneum estaba
considerado como el pardsito mds importan-
te de encinares y alcornocales en Espafia
(ToRRES, 1985), aunque en el mismo trabajo
se afirma que el hongo limita su actividad
tinicamente a pies debilitados. En Italia, la
atencion de los fitopatélogos no ha recaido
sobre el Chancro Carbonoso hasta los afios
80, como enfermedad asociada al decai-
miento de los Quercus (VANNINI y MUGNOZ-
ZA, 1991).
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Segiin los ultimos criterios taxonémicos,
la especie fiingica responsable del Chancro
Carbonoso de Quercus se clasifica dentro del
género Biscogniauxia de los ascomicetos
xilaridceos como B. mediterranea. El tama-
flo de las ascosporas es un pardmetro que
permite distinguir las tres variedades descri-
tas para esta especie (JU et al., 1998). Los
estudios filogenéticos mas recientes confir-
man esta reordenacién taxonémica (MAZzA-
GLIA et al., 2001a; 2001b).

En la actualidad, el Chancro Carbonoso
se considera fundamentalmente como una
enfermedad asociada al decaimiento de los
Quercus mediterrdneos. Las especies mas
afectadas son Q. cerris y Q. suber. También

afecta, aunque en menor medida, a Q. ilex,
Q. frainetto 'y Q. pubescens (OLIVA y MOLI-
NAS, 1984; TORRES, 1985; 1993; VANNINI y
MuGNozza, 1991; Biocca y MoTtta, 1995;
Luist et al., 1995; VANNINI et al., 1996a;
1996b; SicoLl et al., 1998; FRANCESCHINI et
al., 1999; RAGAzzI et al., 1999; SANTOS et
al., 1999; MAzZAGLIA et al., 2001c¢).

A pesar de la amplia distribucién e inci-
dencia del Carboén, los trabajos realizados en
Espaiia sobre esta enfermedad son escasos,
por lo que se conoce poco sobre su etiologia.
Por este motivo, los objetivos del presente
trabajo son (i) la caracterizacién cultural de
aislados monoascospéricos de B. mediterra-
nea y (ii) la caracterizacién morfolégica de

Cuadro 1. Origen de los estromas carbonosos recolectados en campo

Provincia Término Municipal Huésped N° de muestras Aislado
(estromas) monoascosporico seleccionado
Cidiz Los Barrios Alcornoque 2 HYP-22
Cérdoba Cardefia Encina 1 -
Cérdoba Alcornoque 3 HYP-4
Castafio 1 HYP-23
Espiel Encina 1 -
Quejigo 2 HYP-1
Fuente Obejuna Encina 1 -
Hornachuelos Alcornoque 2 -
Encina 1 -
Montoro Encina 1 -
Pozoblanco Encina 1 -
Villanueva de Cérdoba Encina 5 HYP-8
Huelva Aldjar Encina 2 -
Gibraleén Alcornoque 1 HYP-41
Santa Olalla del Cala Alcornoque 1 -
Zufre Encina 1 HYP-30
Jaén Andijar Encina 1 HYP-27
Sevilla Cazalla de la Sierra Alcornoque 2 -
Encina 1
Constantina Alcornoque 1 HYP-94
El Real de la Jara Alcornoque 1
El Rongquillo Encina ¥ HYP-91
Badajoz Azuaga Encina 2 HYP-31
Gerona La Bisbal Alcornoque 2 HYP-40

* El asterisco sefiala los estromas de los que se obtuvieron las ascas utilizadas para la caracterizacion morfoldgica.
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la fase sexual y asexual. Los resultados pre-
liminares se han expuesto en el congreso de
la Sociedad Espafiola de Fitopatologia de
2004 (JIMENEZ et al., 2004).

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de B. mediterranea a partir
de estromas carbonosos

Los estromas carbonosos se obtuvieron en
48 fincas localizadas en las provincias de
Cadiz, Coérdoba, Huelva, Jaén, Sevilla,
Badajoz y Gerona (Cuadro 1). Se seleccio-
naron érboles vivos con placas carbonosas
que ademds presentaran defoliacién y/o
ramas secas. En su defecto, los estromas se
obtuvieron de drboles muertos y restos de
lefias. Cada muestra consistié en 3-6 placas
carbonosas de un mismo 4rbol. Los estromas
obtenidos se limpiaron, se etiquetaron y se
almacenaron a 4° C en oscuridad. A partir de
estos estromas se obtuvieron aislados mono-
ascospdricos. Para provocar la descarga de
ascosporas se utilizé el método descrito por
TRAPERO y KAISER (1992) con ligeras modi-
ficaciones. Los estromas se humedecieron y
se pegaron en la tapa de placas de Petri de 6
cm de didmetro que contenfan 5 ml de agua
desionizada estéril. Las placas se incubaron
a 22° C durante 12 h, periodo tras el cual los
carbones habian esporulado en forma de un
exudado negro. De este modo se obtuvieron
suspensiones de ascosporas que se extendie-
ron mediante un asa de siembra estéril en
placas de Petri con Agar-Agua al 20%
(DHINGRA y SINCLAIR, 1995). Observando
estas placas al microscopio invertido, se cap-
turaron ascosporas aisladas con una aguja
estéril y se sembraron en placas de PDA aci-
dificado para inhibir el crecimiento bacteria-
no (SANCHEZ et al., 2002), sembrando 12
ascosporas de cada uno de los estromas. Las
placas se incubaron durante 3 dias a 22° C
con 12 h de fotoperiodo. De todos los aisla-
dos monoascospdricos obtenidos se eligie-
ron 12 para su caracterizacién morfoldgica,
buscando la mdxima variabilidad en cuanto a
su origen geogréfico y el huésped de proce-
dencia (Cuadro 1).

Morfologia de las colonias de aislados
monoascosporicos

Para caracterizar la morfologia de las
colonias, los 12 aislados seleccionados
(Cuadro 1) se sembraron en placas de PDA
suplementado con 5 g/l de extracto de leva-
dura (PDYA), ya que en ensayos previos se
observé que este medio era el mds adecuado
para el crecimiento de esta especie fingica
(JIMENEZ et al., 2004), sembrandose tres pla-
cas por aislado en tres bloques. Las colonias
se evaluaron a los 6 y 20 dias de incubacién
a 20° C con 12 h de fotoperiodo. En cada
evaluacién se consigné el color de la colonia
en el anverso y en el reverso, la textura del
micelio y la presencia o ausencia de exuda-
dos u otras estructuras.

Tasa de crecimiento de los aislades a
20°C

Para caracterizar el crecimiento de los 12
aislados monoascospdricos seleccionados, se
sembraron en placas de PDYA y se incubaron
a20° C con 12 h de fotoperiodo. Se sembraron
tres placas por aislado en dos bloques. Tras la
siembra, se midi6 el didmetro de las colonias
cada 12 h y se calcularon las tasas de creci-
miento diario. Con los datos correspondientes
a la tasa méaxima de crecimiento diario para
cada aislado, se realizé un andlisis de la
varianza y comparaciones de medias segiin el
test LSD protegido de Fisher a un nivel de pro-
babilidad del 5% (STEEL y TORREE, 1985),
empleando el programa Statistix for Windows
(ANALYTICAL SOFTWARE, 2003).

Caracterizacién de las estructuras de
reproduccién sexual

Se realiz6 un seguimiento del proceso de
formacién del estroma carbonoso en condi-
ciones naturales en una rama seca de un
alcornoque localizado en la Sierra de Cérdo-
ba que, en octubre de 2003, se desgajé de la
cruz y aparecié tendida en el suelo con las
hojas secas atin prendidas (Figura 1). Sobre
esta rama se describi6 la formacién y la mor-
fologia del estroma y de las peritecas.

A partir de las peritecas presentes en las
muestras de Carbén (Cuadro 1) se realizaron
montajes microscopicos de ascas y ascospo-
ras, tifiéndolos con fucsina acida al 0,01% en
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Figura 1. Alcornoque con una rama seca desgajada del tronco sobre la que se realiz6 el seguimiento del proceso de
formacién del estroma carbonoso.

Cuadro 2. Caracteristicas de las colonias de aislados monoascospéricos de Biscogniauxia mediterranea cultivados
en PDYA a 20°C

Aislado Anverso Reverso
Color Ndadulos Color
A los 6 dias A los 20 dias estromaiticos* A los 6 dias A los 20 dias
HYP-22 Blanco Marrén - Amarillo claro Marrén oscuro
HYP-4 Gris claro Centro gris claro y - Centro verde y Gris oscuro
borde gris oscuro borde marr6n
HYP-23 Gris claro Gris verdoso - Centro verde y Verde oscuro
borde marrén claro
HYP-1 Gris claro Marrén - Gris oscuro Gris oscuro
HYP-8 Blanco Blanco + Marrén claro Marrén oscuro
HYP-41 Gris claro Gris oscuro + Verde claro Gris oscuro
HYP-30 Centro amarillo y Centro verde y - Marrén claro Gris oscuro
borde blanco borde gris
HYP-27 Gris claro Centro verde y - Centro verde y Gris oscuro
borde gris oscuro borde marrdn claro
HYP-94 Blanco Marrén oscuro + Marrén claro Gris oscuro
HYP-91 Centro amarillo y Marrén - Marrén claro Gris oscuro
borde blanco
HYP-31 Amarillo claro Marrén claro - Amarillo Verde oscuro
HYP-40 Blanco Gris oscuro + Marrén claro Gris oscuro

* + = presencia, - = ausencia.
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lactoglicerol al 80%, y se midid6 la longitud y
la anchura de 25 ascas de dos procedencias
distintas (Cuadro 1) y de 50 ascosporas de las
37 procedencias (Cuadro 1). Las mediciones
se hicieron con el programa Analysis 2.1
(Soft Imaging System), a partir de fotografi-
as microscopicas digitales. Con los datos
correspondientes a las dimensiones de las
ascas y ascosporas se realizé un andlisis de la
varianza, Las comparaciones de medias se
realizaron segin el test de Tukey al nivel de
probabilidad del 5% (STEEL y TORRIE, 1985).

Caracterizacién de las estructuras de
reproduccion asexual

La caracterizacion morfolégica de las
estructuras asexuales se realizé sobre las for-
madas en cultivos in vitro de los 12 aislados
monoascosporicos seleccionados y también
las formadas en ramas de encina y alcorno-
que en condiciones naturales. Para la des-
cripcion de la morfologia de los conidiéforos
y conidias se realizaron montajes microsco-
picos y se midié la longitud y anchura de 50
conidias de cada uno de los aislados mono-
ascosporicos, de una rama de alcornoque de
la Sierra de Cérdoba y de una rama de enci-
na y otra de alcornoque de la provincia de
Huelva, siguiendo la misma metodologia
que en el apartado anterior. Con los datos
correspondientes a las dimensiones de las
conidias se realizé un andlisis de la varianza.
Las comparaciones de medias se realizaron
segin el test LSD de Fisher al nivel de pro-
babilidad del 5% (STEEL y TORRIE, 1985).

RESULTADOS

Sintomatologia asociada al Chancro
Carbonoso

No se observé una sintomatologia especi-
fica asociada a la presencia del estroma car-
bonoso. El Carbén aparecia en drboles defo-
liados y/o puntisecos, en ramas muertas
(Figura 2a) o en ramas secas ya desprendidas
del arbol (Figura 2b). Cuando el estroma se
encontraba en el tronco, aparecia siempre en
zonas de corteza muerta (Figura 2¢). Con

Figura 2. Presencia del estroma de Biscogniauxia
i i 4 g mediterranea en la Sierra de Cérdoba, a) en ramas muertas
independencia de la edad de la planta, la pre-  ge alcornoque en pie, b) en ramas muertas desprendidas de

sencia de estroma carbonoso estuvo siempre  un alcornogue. ¢) detalle del estroma en tronco de encina.
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asociada a un estado de severa pérdida de
vigor o muerte de la rama o del pie afectado.
De hecho, la mayoria de las muestras se
tuvieron que tomar de ramas o drboles muer-
tos e incluso de restos de lefias.

Figura 3. Morfologia de las colonias de aislados
monoascosporicos de Biscogniauxia mediterranea
creciendo en PDYA a 20° C con 12 h de fotoperiodo,
a) colonia del aislado HYP-91, en la que se aprecia el
cambio de coloracion en el anverso y en el reverso de
la colonia a los 6 y a los 20 dias de incubacion,

b) fibras de micelio formadas por hifas de paredes
gruesas y melanizadas (dcha., x400),
¢) nddulos estromdticos de consistencia dura formados
por hifas con hinchazones (dcha., x400). Obsérvese la
abundante produccion de conidias (izda., masas
pulverulentas marrones).

Morfologia de la colonia

Se registr6 una gran variabilidad entre
aislados, tanto en la coloracion de las colo-
nias como en la distribucién de la pigmenta-
cion (Cuadro 2). Inicialmente el anverso de
las colonias de B. mediterranea es de color
blanco y a partir de los 6 dias de crecimien-
to, vira a tonos grises, verde oliva o marrén,
empezandose a pigmentar la zona central de
la colonia y avanzando hacia el borde. Esta
pigmentacién aparece también en el reverso
de la colonia, oscureciéndose progresiva-
mente hasta alcanzar un color gris oscuro o
negro a los 20 dias de incubacién (Figura
3a). La pigmentacidn se distribuy6 en forma
de coronas en ocho aislados y en cuatro ais-
lados en forma de manchas. A partir de los 6
dias de incubacion aparecen fibras de mice-
lio aéreo formadas por hifas de paredes grue-
sas y melanizadas (Figura 3b). En cuatro ais-
lados se observéd la formacion de nddulos
estromdticos de consistencia dura, asociados
a una gran produccién de conidias (Figura
3c). Estos nédulos estdn formados por hifas
melanizadas y con hinchazones (Figura 3c).
También aparecieron exudados de color
marron tras 6 dias de incubacion. Los exuda-
dos se repartian de forma irregular por la
colonia, con mayor presencia en los bordes
de los nédulos estromaticos y en la zona cen-
tral de la colonia.

Tasa de crecimiento a 20° C

El andlisis de la varianza mostré diferen-
cias significativas en la tasa maxima de cre-
cimiento de los distintos aislados mono-
ascospdricos, pero no se pudieron establecer
grupos homogéneos en funcién de su proce-
dencia (Figura 4), destacando el aislado
HYP-22, que mostré una tasa de crecimien-
to mdxima significativamente menor al resto
de los aislados.

Estructuras de reproduccion sexual

La formacién del estroma carbonoso se
inicié con la aparicién de una capa amorfa de
color pardo rojizo en las grietas longitudina-
les de las ramas secundarias presentes en la
rama de alcornoque desprendida del arbol
(Figura 5a). Al cabo de un mes, en noviem-
bre de 2004, esta capa se empez6 a despren-
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Figura 4. Tasa mdxima de crecimiento a 20° C en el medio PDYA de aislados monoascospéricos de Biscogniauxia
mediterranea. Las columnas con una letra comin no difieren significativamente (P = 0.05), segiin el test de Fisher
(STEEL y TORRIE, 1985).

der, dejando al descubierto el estroma carbo-
noso, plano y de color negro (Figura 5b). El
estroma maduro presenta bordes engrosados
que coinciden con los mdrgenes de las grie-
tas de la corteza y tnicamente se forma en
dichas grietas, nunca debajo de la corteza,
como se pudo apreciar al desprenderla de la
rama (Figura 5c¢). La zona de corteza donde
se localiza el estroma aparece necrosada,
pero el lefio subyacente permanece inaltera-
do (Figura 5d). En la superficie del estroma
maduro se observan pequefias protuberan-
cias de forma papilada que corresponden al
cuello de las peritecas (Figura 6a), que se
encuentran inmersas en ¢l estroma, en locu-
los carbonosos, compartiendo varias perite-
cas un canal ostiolar comun (Figura 6b). Las
ascas, que se encuentran en el interior de las
peritecas, son cilindricas, inoperculadas e
hialinas, de (85.9)-102,1-(121,8) um de lon-
gitud y (8,2)-10,1-812,8) um de anchura, y
contienen ocho ascosporas en disposicion
uniseriada (Figura 6¢). No hubo diferencias
significativas en la longitud de las ascas de

las dos procedencias estudiadas, pero las
ascas de alcornoque de Huelva fueron signi-
ficativamente mds anchas que las de encina
de Sevilla.

Las ascosporas inicialmente son hialinas
y al madurar adquieren un color marron
oscuro (Figura 6¢). Son unicelulares, elipsoi-
dales y ligeramente asimétricas con respecto
al eje longitudinal, de (8,7)-15,8-(22,3) um
de longitud y (4,9)-7,7-(13,3) pm de anchura
(valor (minimo)-medio-(maximo)). Las
ascosporas maduras son lisas y poseen una
abertura germinativa recta y de longitud
similar a la de la ascospora (Figura 6d). A
pesar de que el analisis de la varianza revel6
diferencias significativas en funcién de la
longitud y anchura de las ascosporas, no se
pudieron establecer grupos homogéneos en
funcién de su procedencia geografica ni de
su huésped.

Estructuras de reproduccion asexual

En condiciones naturales, la produccién
de conididforos y conidias ocurre antes de la
formacion del estroma y tiene lugar bajo la
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Figura 5. Formacion del estroma de Biscogniauxia mediterranea en condiciones naturales, a) estroma inmaduro, con
la capa externa dehiscente de color marrén rojizo, b) capa externa dehiscente del estroma desprendiéndose, ¢) borde
engrosado del estroma que coincide con el cortorno de las grietas de la corteza externa. En la imagen, se ha arrancado
la corteza de la parte superior derecha para poder apreciar mejor los bordes, d) corte transversal del estroma sobre la
corteza necrosada, mientras que el lefio permanece en buen estado.

corteza externa (Figura 7a), dando lugar a
abultamientos visibles en ramas delgadas,
debidos a la acumulacién de gran cantidad
de conidias. Posteriormente la corteza exter-
na se agrieta y queda en superficie una masa
seca de conidias de aspecto pulverulento.
Este proceso podria favorecer la disemina-
cién de las conidias por el viento, sin embar-
go, sélo se ha observado en ramillas. En
ramas gruesas las conidias permanecen bajo
la corteza externa y no salen al exterior. En
los cultivos in vitro de aislados monoascos-
poricos la produccidn de conidias tiene lugar
a partir de los 20 dias de incubacién a 20° C.

Tanto en ramas como en cultivo, los coni-
diéforos son ramificados, manteniendo la
dominancia apical a partir del eje principal

(Figura 7b). La mayor produccion de coni-
dias se da en el extremo de la ramificacién,
donde se forman varias células conididge-
nas. Esta morfologia del conidiéforo corres-
ponde al tipo Periconiella de los anamorfos
del género Biscogniauxia (JU et al., 1998).
Las conidias producidas en las ramas
infectadas son de forma elipsoidal (Figura
7c) y tienen unas dimensiones de (2,6)-4,1-
(5,2) um de longitud y (2,2)-2,9-(4,2) um de
anchura (valor (minimo)-medio-(mdximo)).
Las formadas en cultivos in vitre son princi-
palmente de forma obovoide (Figura 7d), de
(1,9)-3,9-(6,6) pm de longitud y (1,2)-2,1-
(3,7) um de anchura. En ambos casos la
pared de las conidias es lisa, sin estrias ni
aberturas germinativas, con un pequefio
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Figura 6. Estructuras de reproduccién sexual de Biscogniauxia mediterranea, a) cuellos de las peritecas sobresaliendo

del estroma maduro, b) peritecas en l6culos estrométicos compartiendo un canal ostilar comiin, ¢) ascas y ascosporas
en distinto estado de madurez. Las ascosporas maduras son de color marrén oscuro. La flecha sefiala un asca

inmadura, hialina, en la que atin no se han diferenciado las ascosporas (x400), d) ascosporas maduras con abertura
germinativa recta y de longitud semejante a la ascospora (x400).

pediinculo bien visible cuando se encuentran
unidas al conidiéforo. Aunque el andlisis de
la varianza mostré diferencias significativas
entre los distintos aislados, no se pudieron
discriminar grupos distintos en funcién de la
longitud de las conidias, pero si en funcién
de su anchura, siendo significativamente mds
anchas las producidas en ramas de encina y
alcornoque (Figura 8).

DISCUSION

A pesar de que B. mediterranea tiene una
amplia gama de huéspedes en la cuenca
mediterrdnea (OLIVA y MOLINAS, 1984;
TORRES, 1993; VANNINI et al., 1996a),
muchos de los cuales estdn presentes en

Andalucia, su estroma se encuentra princi-
palmente en encina y en alcornoque, siendo
su presencia un hecho comiin en casi toda el
drea de distribucion de estas especies. Los
sintomas genéricos de defoliacién y puntise-
cado que presentan frecuentemente los Quer-
cus en Andalucia (SANCHEZ et al., 2003a) no
se han podido asociar con la presencia del
estroma del hongo en los drboles afectados,
ya que en la mayoria de los casos, estos sin-
tomas aparecian en drboles libres de Carbén.
Aunque se ha descrito que B. mediterranea
es capaz de anillar ramas y causar su muerte
(OLIvA y MoLINAS, 1984), esta sintomatolo-
gia parece corresponder mas bien a los chan-
cros causados por Botryosphaeria corticola
en Quercus spp. (SANCHEZ et al., 2003b;
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Figura 7. Estructuras de reproduccién asexual del anamorfo de Biscogniauxia mediterranea. a) abundante produccion

de conidias bajo la corteza externa de una rama de alcornoque. b) conidiéforo tipo Periconiella (x400). En el recuadro

se aprecia la forma de insercion de las conidias por medio de un pedinculo (x1000). ¢) conidias obovoides producidas
en condiciones naturales (x400), d) conidias elipsoidales formadas en cultivo artificial (x400).

ALVES er al., 2004). También se le atribuye a
B. mediterranea la capacidad de degradar el
lefio y producir la rotura de la rama afectada
(OLiva y MoLiNas, 1984), pero nuestras
observaciones indican que, si bien el estroma
de B. mediterranea se encuentra frecuente-
mente en ramas secas o restos de lefias con la
madera ya degradada, cuando el lefio no ha
sufrido atin procesos de degradacién debidos
a la accion de hongos de podredumbre de la
madera, permanece inalterado aun después
de la formaci6n del estroma. Tampoco se ha
podido establecer una relacidn entre la apari-
cion de brotes adventicios y la presencia del
Carbén, tal y como describe TORRES (1985).
En la mayoria de los casos, los brotes adven-
ticios aparecen en pies defoliados pero libres
de estroma carbonoso. El tinico sintoma ine-

quivocamente asociado a la presencia del
hongo es la necrosis del tejido cortical en la
zona donde se localiza el estroma.

El hecho de que el estroma aparezca a
comienzos del otono puede estar relacionado
con el incremento que se observa en la colo-
nizacién del tejido cortical de los huéspedes
por parte de B. mediterranea desde la prima-
vera hasta el final del verano (Blocca y
Mortta, 1995; COLLADO ef al., 1999; 2001;
MAzzAGLIA et al., 2001¢). Aunque se ha des-
crito que el estroma maduro se forma bajo la
corteza y que, una vez formado y debido a la
presién que ejerce, ésta se agrieta quedando
el estroma en superficie (OLIVA y MOLINAS,
1984), en este trabajo no se ha observado en
ningin caso la presencia de estroma bajo la
corteza, inicidndose su formacion en grietas
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Figura 8. Dimensiones medias de las conidias de Biscogniauxia mediterranea producidas in vitro e in vivo, a)
longitud, b) anchura, Las columnas con una letra comin no difieren significativamente (P = 0,05), segiin el test de
Fisher (Steel y Torrie, 1985).

preexistentes. La formacién del estroma
tampoco aparecio asociada a la presencia de
exudados de la planta, por lo que no parece
que las exudaciones oscuras, frecuentes en
encinas y alcornoques debilitados (SANCHEZ
et al., 2003a), puedan atribuirse a la accion
de B. mediterranea, como indican algunos
autores (TORRES, 1985; 1993; ANONIMO,
1993). De hecho, estos exudados aparecen
en troncos y ramas de Quercus como conse-

cuencia de la infeccién por patdgenos radi-
cales (BRASIER ef al., 1993; BRASIER, 1996)
o por infecciones bacterianas (SORIA et al.,
1997). La capa externa del estroma inmadu-
ro es rojiza, coincidiendo con la descripcion
de OLIVA y MOLINAS (1984), aunque JU et al.
(1998) indican que esta capa es de color
marrén oscuro.

Se observd una alta variabilidad entre
procedencias en cuanto a la morfologia de la
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colonia, tasa de crecimiento y estructuras de
reproduccién, como cabe esperar de una
especie que se reproduce sexualmente con
un sistema de reproduccién heterotilica
(VANNINI et al., 1999). La forma de las coni-
dias producidas en cultivo y en ramas infec-
tadas es distinta. Aunque en cultivo in vitro
predomina la formacién de conidias obovoi-
des, coincidiendo con la descripcién hecha
por JU et al. (1998), las que se producen en
ramas son siempre elipsoidales, segin des-
criben OLIVA y MOLINAS (1984). Estas dife-
rencias en la morfologia de las conidias
podria tener influencia en su capacidad
infectiva. Algunos autores sostienen que las
conidias son unidades de in6culo efectivas
(OLIvA y MOLINAS, 1984; JU et al., 1998)
mientras otros consideran que tienen poca
influencia en la propagacién de la enferme-
dad (Torres, 1985; MuRoz y RUPEREZ,
1987). Seglin nuestras observaciones, en
condiciones naturales las conidias se forman
bajo la corteza externa y aunque pueden salir
al exterior, como indican JU et al. (1998) en
ramas delgadas, en ramas gruesas s6lo se ha
consignado la presencia de conidias tras reti-

ABSTRACT

rar la corteza de forma mecénica, pero en
ningin caso se observé su salida al exterior,
pudiendo ser éste un factor limitante para su
dispersién. Las dimensiones de las conidias
producidas tanto en cultivo como en ramas,
resultan mayores que las publicadas previa-
mente (OLIVA y MoOLINAS, 1984; Biocca et
al., 1996) para esta especie.

Las dimensiones de las ascosporas son el
principal criterio utilizado para diferenciar
variedades dentro de la especie B. mediterra-
nea (Ju et al., 1998). Sin embargo, el rango
de valores de longitud y anchura de las
ascosporas de aislados espafioles no con-
cuerda plenamente con ninguno de los esta-
blecidos para las tres variedades de esta
especie. Aunque los valores de anchura
encajan bien dentro del rango de la variedad
sensu stricto (6,5-10 ym), la longitud de las
ascosporas de nuestros aislados abarcan el
rango establecido para la variedad sensu
stricto (15,5-21 pm) y también para la varie-
dad microspora (12-17 um), poniendo en
duda la validez de este criterio para discrimi-
nar variedades de B. mediterranea, al menos
en aislados espafioles.

JIMENEZ J. J. , M. E. SANCHEZ, A. TRAPERO. 2005. Charcoal Canker of Quercus I: Dis-
tribution and characterisation of the causal agent. Bol. San. Veg. Plagas, 31: 549-562.

Charcoal Canker is caused by the ascomycete Biscogniauxia mediterranea. Since the
80's, its incidence has been associated with the declining of Quercus spp. in the Medite-
rranean basin. In Spain is frequent in old forests on dying cork and holm oaks. In field
conditions, the weakness of the host is the main factor for the formation of the charcoal
stroma, independently of the tree age. This formation is not associated with the presence
of bleeding cankers on the host. A number of monoascosporic isolates has been obtained
from samples taken from affected trees, mainly Quercus spp., in southern Spain and other
locations. The morphology of their colonies and the microscopical characterisation of the
sexual and asexual reproductive structures have shown the high variability of the natural
fungal populations. Since the characteristics of the isolates conform to the description of
B. mediterranea, ascospore dimensions do not agree with any range established for the
three varieties of this species, making doubtful this criterion to distinguish varieties in

Spanish isolates.

Key words: Biscogniauxia mediterranea, charcoal, decline, Hypoxylon mediterra-

neum, Quercus ilex, Quercus suber.
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