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Resumen

Algunos hongos endoéfitos parecen modular la respuesta de las plantas ante ataques de ciertos
patdégenos o insectos. En este trabajo se estudid la implicacién de hongos endéfitos de Populus alba
en la tolerancia al patégeno necrotrofo Venturia tremulae, causante de la muerte de ramillos en
especies de la seccion Populus, siendo P. alba mas tolerante que otras especies de la seccion. Se
evalu6 in vitro el efecto de doce cepas de endéfitos enfrentandolas al patégeno con el fin de
seleccionar aquellas con mayor potencial de biocontrol. Se seleccionaron diez endéfitos que fueron
inoculados mediante solucién esporal de una mezcla de todos ellos, de forma preventiva sobre
plantulas de una savia de P. alba. Transcurridos 15 dias, se inocul6 al patégeno. Aunque en general
los sintomas mostrados por las plantas fueron bajos, la mezcla de endéfitos redujo la incidencia y
severidad de los sintomas causados por el patégeno. Los resultados sugieren que los endofitos de P.
alba limitarian los sintomas causados por el patégeno en este hospedante.
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1. Introduccion

En la naturaleza, las plantas viven asociadas a microorganismos simbidticos que no les causan
sintomas de enfermedad. Estos, conjuntamente con los microorganismos patégenos, conforman la
microbiota vegetal. Aquellos que viven en el interior de los tejidos de las plantas sin causarles danos
son conocidos como endéfitos (WILSON, 1995). En plantas lenosas, los endéfitos son muy diversos,
formando un grupo polifilético compuesto principalmente por ascomicetos con papeles ecolégicos
muy diversos o0, a menudo, completamente desconocidos (RODRIGUEZ et al., 2009). Sin embargo,
muchos trabajos evidencian la importancia del papel que puede jugar la microbiota contra
organismos plaga y agentes patdégenos (e.g. ARNOLD et al, 2003; HANADA et al, 2010). Se ha
comprobado que bacterias y hongos endéfitos son capaces de sintetizar metabolitos biolégicamente
activos con capacidad de modificar el metabolismo de la planta, y por tanto, de inducirle una
resistencia de tipo sistémico (BAILEY et al., 2006). El micoparasitismo, la sintesis de compuestos
antibiéticos y la competencia por el nicho ecolégico, son otros de los mecanismos usados por los
hongos endoéfitos como estrategia de biocontrol contra agentes patégenos (ARNOLD et al., 2003;
BLUMENSTEIN et al., 2015). Un ejemplo del posible uso de endéfitos como herramienta de gestion en
sanidad forestal estd basado en la capacidad de algunos de ellos de producir la micotoxina
regulosina, la cual afecta a los gusanos barrenadores de yemas en Picea glauca (SUMARAH et al,,
2008).

Varios estudios han explorado la diversidad de endéfitos y su papel ecolégico en distintas
especies dentro del género Populus (e.g., SANTAMARIA & DIEZ, 2005; ALBRECTSEN et al., 2010;
MARTIN-GARCIA et al., 2011; MARTIN-GARCIA et al., 2012; BALINT et al., 2013). En las secciones
Aigeiros y Tacamahaca se ha demostrado que endéfitos presentes en el tejido foliar provocan un
efecto protector frente a los danos causados por el hongo Melampsora x columbiana (RAGHAVENDRA
& NEWCOMBE, 2013). El presente trabajo se centra en endéfitos de P. alba (seccién Populus), que se
encuentra distribuido en las cuencas del Sur de Europa, en el Norte de Africa y en el centro de Asia,
formando corredores de especial importancia ecolégica (RICHARDSON et al., 2007). Los chopos,
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conjuntamente con los sauces, son los principales componentes de los bosques templados de ribera
y, por tanto, son especies de importancia para la conservacion y restauracion de los ecosistemas
riparios nativos.

El género Venturia Sacc. (Ascomycota, Venturiaceae E. Mill. & Arx ex M.E. Barr.), también
conocido por sus anamorfos Fusicladium, Pollaccia y Spilocaea, incluye varios hongos necrotrofos
responsables de manchas foliares, necrosis y deformaciones en hojas y frutos (SCHUBERT et al,,
2003). Venturia tremulae y Venturia populina son las principales especies del género Venturia que
afectan a Populus spp., provocando defoliaciones y muerte de ramillos terminales. En plantaciones
jovenes o en planta de vivero, puede retardar el crecimiento de las plantas o, incluso, provocar su
muerte. V. populina se hospeda sobre chopos de las secciones Aigeiros y Tacamahaca (DANCE,
1961), mientras que V. tremulae afecta a chopos de la seccién Populus incluyendo: P. tremula, P.
albay el hibrido P. x canescens (P. tremula x P. alba).

En Espana, donde encontramos poblaciones naturales de P. alba, P. tremula y P. x canescens
de forma combinada o aislada, se identifican sintomas de V. tremulae con una frecuencia
relativamente alta, viéndose la especie P. alba, normalmente, menos afectada que las otras dos
especies. Este patégeno infecta hojas y ramillos en brotes terminales o laterales durante la
primavera, e invernan sobre los tejidos infectados y en las hojas caidas. Los sintomas de enfermedad
se localizan en hojas, peciolos y ramillos, formando manchas circulares o irregulares cubriendo gran
parte de la hoja, a veces curvada. En fases severas de la enfermedad los ramillos se curvan por
completo dando lugar al “twig dieback” o baston de pastor (shepherd’s crook) (SCHUBERT et al.,
2003).

2. Objetivos

En este trabajo se plantea la hipotesis del posible efecto protector ejercido por la flora
endofitica de la especie P. alba sobre su nivel de resistencia a la enfermedad.

Para testar nuestra hipotesis planteamos los siguientes objetivos: (i) evaluar in vitro el efecto
antagonista de hongos endoéfitos aislados de P. alba frente al patégeno V. tremulae; (ii) estudiar in
vivo el efecto de una inoculacién preventiva con endéfitos, seleccionados seglin el objetivo anterior
por su potencial antagonista, sobre la tolerancia de la planta a V. tremulae.

3. Metodologia
3.1 Aislamiento e identificacion de hongos endéfitos y V. tremulae

Se usaron 12 hongos endéfitos para los experimentos (Tabla 1), los cuales se aislaron en Mayo
de 2014 de ramillos de dos arboles sanos de P. alba situados en un bosque de ribera en Aranda de
Duero (Burgos, Castilla y Ledn). Se recolectaron 8 ramillos de tres afos (cuatro por arbol, uno por
cada punto cardinal y en la parte exterior de la copa) los cuales fueron transportados a 4°C hasta el
laboratorio. Una vez alli, se esterilizaron superficialmente en camara de flujo laminar sumergiendo
secuencialmente los tejidos en etanol al 75% (30 s), hipoclorito de sodio al 4% (5 min) y etanol al 75%
(15 s). Después de dejar secar al aire (8 min), de cada uno de los ocho ramillos se corté
asépticamente un trozo de hoja (de 1 cm de diametro, incluyendo el nervio central) y una fina lamina
de tallo (incluyendo tejido xilematico y floematico), los cuales fueron cultivados en placas Petri con
distintos medios de cultivo con el objetivo de aislar hongos con distintos requerimientos nutricionales:
extracto de malta agar (MEA), extracto de levadura agar (YEA), patata dextrosa agar (PDA), rosa de
bengala cloranfenicol agar (RBCA) y agar de extracto de madera (SWA), todos ellos sin adicién de
antibioticos. Las placas fueron selladas con parafilm, y cultivadas bajo oscuridad a 25°C durante 4
semanas, realizando un seguimiento periddico y repicando sobre medio fresco aquellas colonias que
iban surgiendo. De esta manera se aislaron un total de 46 colonias de endofitos, los cuales se
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agruparon en 12 grupos morfolégicos de acuerdo a distintos aspectos (color, forma, textura,
esporulacion, presencia de exudados, y tasa de crecimiento). La cepa patégena V. tremulae se aislé a
partir de un tallo infectado de P. x canescens procedente de la misma poblacién y con claros
sintomas de Venturia: brotes terminales necréticos y curvados. El procedimiento de aislamiento fue el
mismo usado para el aislamiento de endéfitos. La identificacién taxondmica de la cepa patégena se
confirmo usando criterios morfologicos (SCHUBERT et al., 2003) y moleculares.

Para identificar taxondmicamente las cepas se secuencié del Espaciador Transcrito Interno
(Internal Transcribed Spacer; ITS) de su ADN ribosémico. Para ello, en primer lugar se procedi6 a la
extraccion del ADN de cada una de las colonias. Posteriormente, se realizé6 una Reaccién en Cadena
de la Polimerasa para amplificar la citada region ITS. Los productos de PCR purificados fueron
enviados a servicios externos (Secugen, Madrid, Espaha) para su secuenciacion. Mediante el
programa BLAST (algoritmo MEGABLAST) del GenBank (NCBI, EEUU) se determiné la secuencia mas
similar (con mayor puntuaciéon) dentro de esta base de datos.

Tabla 1. Identificacion molecular de las cepas de endéfitos mediante alineamiento con BLAST (basado en alineamiento de
nucleétidos de la secuencia ITS de rDNA) con su correspondiente identificacion taxonomica. ND = no determinado).

Cepa Referencia Covertura  Nombre cientifico Clase Orden
accesion /Identidad
Genbank
BU16-TY2 KX858814.1  100/100  Aspergillus pseudoglaucus Eurotiomycetes Eurotiales
BU16-TY3 KX858811.1 100/100  Aspergillus cristatus Eurotiomycetes Eurotiales
BU21-TP2 KP972552.1  100/99 Cylindrocladium sp Sordariomycetes  Hypocreales
BU21-TR1 NR_144909.1 100/100 Aureobasidium pullulans Dothideomycetes  Dothideales
BU16-TR1 KX424384.1  100/100  Aureobasidium pullulans Dothideomycetes Dothideales
BU21-TR2 KR909182.1 100/99 Pleosporales sp. Dothideomycetes  Pleosporales
BU21-TP1 ND ND ND ND ND
BU21-TM1 KT306947.1  99/89 Allophaeosphaeria cytisi Dothideomycetes  Pleosporales
BU21-TM2 KT306947.1  99/92 Allophaeosphaeria cytisi Dothideomycetes  Pleosporales
BU21-TR3 KT306947.1  99/92 Allophaeosphaeria cytisi Dothideomycetes  Pleosporales
BU21-TM3 KX765267.1 96/92 Muriphaeosphaeria Dothideomycetes  Pleosporales
ambrosiae
BU21-TY2 NR_137875.1 100/100  Pseudogymnoascus sp. Dothideomycetes Incertae sedis

3.2 Ensayo de antagonismo in vitro

El efecto antagonista de los 12 endéfitos (uno por cada tipo morfolégico) frente al patégeno se
estudié mediante confrontaciones in vitro. Fragmentos de 5x5 mm de micelio en crecimiento activo
de cada una de las colonias a enfrentar se colocaron en placas Petri con MEA separadas entre ellas 4
cm. Se evaluaron tres réplicas de cada uno de los enfrentamientos y se incorporaron placas control
en las que se enfrenté el patdgeno consigo mismo (V-V) y placas con una sola colonia (V). Las
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interacciones se evaluaron a los 3, 7, 15 y 30 dias. El contorno de crecimiento se marcé, se escaned y
se cuantificé midiendo el crecimiento de las colonias. El crecimiento diario medio del patégeno se
calculé para cada uno de los enfrentamientos con las cepas endéfitas y en las placas control. El
porcentaje de antagonismo se calculé midiendo el crecimiento de la colonia del patégeno (CP) en el
dia 30 de interaccion para cada una de las combinaciones entre endéfito y V. tremulae y las placas
control V-V (CC), estableciendo un ratio de crecimiento del patégeno para cada interaccién (CP/CC) y
estimando el porcentaje antagonismo ejercido por el endéfito ((1-CP/CC)x100) (KUSARI et al., 2013).
También se evaluaron de forma cualitativa cada una de las interacciones observadas de acuerdo con
MEJIA et al. (2008): i) antibiosis (inhibicion en el crecimiento del patégeno sin llegar a entrar en
contacto, normalmente caracterizado por la aparicion de un halo), ii) competencia por el sustrato
(mayor crecimiento por parte de una de las colonias) y iii) micoparasitismo (crecimiento de las hifas
de un hongo sobre las de otro y crecimiento anémalo del parasitado). En vista a estos resultados, 10
endéfitos con potencial de biocontrol fueron seleccionados para el experimento in vivo.

3.3 Experimento in vivo

Se recolectaron semillas de polinizacién abierta de tres arboles de P. alba sanos de la misma
poblacion de Aranda de Duero en junio de 2014. Se seleccionaron plantulas de un ano con
crecimiento homogéneo (22.3 + 4.1 cm; altura media + SD) para el experimento (N = 114, 38 por
familia), las cuales fueron cultivadas bajo condiciones de invernadero a lo largo de todo el
experimento.

Cada uno de los hongos endéfitos seleccionados fueron cultivados en placas Petri con MEA
sobre una lamina de celofan durante 30 dias a 25°C con 12 horas de fotoperiodo con radiacion UV
cercano (320-420 nm) para inducir la esporulacién. La lamina de celofan, con la colonia crecida, se
metié en un tubo Falcon de 50 ml con agua destilada, se filtré la suspension y se ajustd a una
concentracion de 108 esporas/ml con un hematocitometro. En tres casos no se obtuvieron esporas y
los conidios fueron sustituidos por fragmentos de hifas (de aproximadamente cuatro células 0 menos)
obtenidas mediante un homogeneizador de tejidos de vidrio. Para las inoculaciones in planta se usé
una mezcla de los 10 endéfitos seleccionados con el fin de evaluar el efecto de una representacion
de la flora endoéfita del hospedante. Para la obtencién de conidios del patégeno se seleccionaron
hojas afectadas y se lavaron con agua destilada, obteniendo una suspensiéon de esporas, la cual se
filtr6 y se ajustd su concentracion a 108 esporas/ml. Se usd este método de extraccion de esporas
ante la incapacidad para obtener esporas del patégeno in vitro.

Las inoculaciones in planta se llevaron a cabo en mayo de 2015 bajo condiciones de
invernadero, y cuando las plantas habian alcanzado un tamano de 30-50 cm. Durante las
inoculaciones se mantuvo una humedad relativa de entre 70-100% para facilitar la germinacion de
los conidios (BLENIS & CHOW, 2001). Se aplicaron cuatro tratamientos: i) inoculaciéon (mediante
pulverizacion de la suspension de esporas; concentracion: 106 células/ml; volumen: 5 ml/planta) con
una mezcla de los 10 enddéfitos seleccionados (E); ii) inoculacién con los mismos endoéfitos y15 dias
después inoculacion con el patégeno (E+V); iii) aplicacion de agua destilada (control negativo) (C-); y
iv) inoculacion con el patégeno (control positivo) (V). A los 14 y 21 dias tras la inoculacion (dai) con el
patégeno V. tremulae, se evalu6 la sintomatologia mostrada por las plantas, y para ello se calcul6 la
incidencia de la infeccion en cada una de las plantas estableciendo un ratio entre el niimero de hojas
infectadas respecto al nimero total de hojas de la planta. La severidad de la infeccion se calculd
usando una escala de severidad de O a 6 (Figura 1) para cada hoja de la planta para cuantificar el
dano medio por planta. La severidad de los sintomas se calcul6 siguiendo la siguiente formula:

. n2de hojas infectadas x nivel de severidad
Severidad = Z —
n? total de hojas infectadas
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Figura 1: Sintomatologia causada por V. tremulae sobre plantulas de P. alba y niveles de severidad. a. Sin sintomas = 0; b.
Borde de la hoja deformado con lesiones necrdéticas = 1; ¢. Pequefias manchas necréticas de color negro o marrén = 2; d.
Manchas necrdéticas cubriendo la totalidad de la hoja = 3; e. Lesiones marrones o negras cubriendo menos del 50% de la
superficie de la hoja = 4; f. Lesiones marrones o negras cubriendo mas del 50% de la superficie de la hoja = 4.5; g. Hoja
completamente infectada = 5; h. Hojas y tallo infectado = 6.

3.4 Analisis estadistico

Con el objetivo de estudiar la interaccion endéfito-patégeno en el ensayo de interaccion in
vitro, se analizd estadisticamente el crecimiento diario medio usando un ANOVA simple. Los valores
de las medias se compararon mediante el test LSD de Fisher (a=0.05). Los resultados de incidencia y
severidad del ensayo in vivo se analizaron usando un ANOVA multifactorial, considerando tratamiento
y la familia como factores, analizando también las interacciones. La normalidad de los datos se
confirmd usando el test estadistico de Shapiro-Wilks (SHAPIRO & WILKS, 1965).

4. Resultados

4.1 Identificacion del patégeno y los endéfitos
De acuerdo con datos morfologicos (MORELET, 1985) y moleculares, el patégeno se identifico
como V. tremulae.

De entre los 12 endéfitos estudiados (Tabla 1), cada uno de ellos representando un morfotipo,
los 6rdenes Pleosporales (5 cepas), Dothideales (2) y Eurotiales fueron los mas representativos del
conjunto (Tabla 1). La cepa BU21-TP1 no pudo ser identificada molecularmente al no existir en la
base de datos ninguna secuencia similar. Tres cepas de Pleosporales (BU21-TM1, BU21-TM2 y BU21-
TR3) resultaron ser muy proximas taxonémicamente de acuerdo con sus secuencias ITS. Sin
embargo, sus diferencias fenotipicas parecen indicar que son diferentes cepas dentro de la misma
especie, posiblemente Allosphaerosphaeria.

4.2 Experimento in vitro

Los ensayos de antagonismo in vitro revelaron distintos tipos de interacciones entre V.
tremulae y los distintos endéfitos (Figura 2). La interaccién mas frecuente fue el parasitismo (Figura
2a, b). Once de los doce endéfitos mostraron algin tipo de interacciéon parasitica a lo largo del
experimento. A los 28 dias varios endéfitos mostraron un claro comportamiento parasitico (e.g.,
BU21-TP1 y BU21-TP2), mientras que otros comenzaron a exhibir este comportamiento a partir del dia

7°CONCRESQ FORESTAL
ESPANOL



6/8

48 (e.g., BU21-TR2, BU21-TM3, BU21-TY2 y BU21-TR3). Estos resultados nos indican niveles de
parasitismos variables, en algunos casos apareciendo de forma combinada con otros tipos de
interaccion (i.e. BU16-TY3, competencia por el sustrato y parasitismo débil, Figura 3).

Figura 2. Ejemplos de interacciones in vitro entre V. tremulae (color oscuro, en la parte izquierda de la placa) y distintos
hongos enddfitos sobre placas de MEA (Malt Extract Agar). a) Parasitismo fuerte del hongo endéfito BU21-TP2. b)
Parasitismo débil por la cepa BU21-TM3. ¢) Inhibicion del crecimiento de V. tremulae por competencia por el sustrato por el
enddfito BU21-TR1. d) Antibiosis débil por la cepa BU21-TM2.

Diez de los doce endéfitos ensayados fueron capaces de reducir la tasa de crecimiento de V.
tremulae con respecto a las placas control (V-V) (P < 0.05) (Figura 3). La cepa BU21-TP1 (no
identificado) exhibi6é una inhibicién fuerte del crecimiento del patégeno (82% de reduccion del area de
crecimiento, 52% de antagonismo), debido a una combinacién de los mecanismos de competencia
por el sustrato y micoparasitismo provocando el colapso de las hifas del patégeno al tercer dia de
interaccion. Las cepas BU21-TR1 (Dothideales) y BU21-TP2 (Hypocreales) ejercen una fuerte
inhibicién del patégeno por competencia por el sustrato y parasitismo, respectivamente. La cepa
BU21-TP2 dio lugar a la interaccion parasitica mas clara frente al patégeno (Figura 2 a) reduciendo su
crecimiento de 0.52 mm2/dia a 0.22 mm?2/dia.
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Figura 3: Resultados del test in vitro; crecimiento diario medio del patégeno enfrentado a cada uno de los endéfitos
(mm2/dia). Las letras sobre las barras indican grupos homogéneos (test LSD, a=0.05), barras verticales indican el error
estandar, letras en el interior de las barras indican el tipo de interaccién segun el siguiente codigo: A: antibiosis (en enddfito
inhibe el crecimiento del patégeno sin contacto fisico), C= competencia por el sustrato (el crecimiento del endéfito es mayor
que el del patégeno, inhibiendo su desarrollo), P= parasitismo (el enddéfito crece sobre el micelio del patégeno). CONTROL:
crecimiento diario medio de la planta V-V (enfrentamiento Venturia - Venturia).
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4.3 Experimento in vivo

Los tratamientos V y E+V mostraron una amplia variabilidad en la incidencia y severidad de los
sintomas. Los resultados del ANOVA para los valores de incidencia y severidad a los 14 y 21 dai
mostraron un efecto significativo entre tratamientos (P < 0.0001). La familia y las interacciones entre
familia y tratamiento no mostraron diferencias significativas (P > 0.17).

Respecto a las comparaciones entre tratamientos, las plantas V mostraron una incidencia
mayor que las plantas E+V, tanto a los 14 como a los 21 dai (Figura 4a). Las plantas E+V mostraron
una incidencia necrética similar a las plantas E o C- a los 14 dai, pero superiores a las plantas C- a los
21 dai (P < 0.05). La reduccion de la incidencia de los sintomas en las plantas E+V con respecto a las
V fue de un 43,18%. Una tendencia similar se observd para la severidad de los sintomas, mostrando
las plantas E+V valores inferiores a las plantas V en ambas fechas de evaluacion (Figura 4b).

25 35 -
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=2 © 25 -
ET . X L o b b
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Figura 2: Incidencia y severidad de los sintomas mostrados por P. alba sometidas a los siguientes tratamientos: E = plantas
inoculadas con una mezcla de esporas de 10 enddfitos; C= plantas inoculadas con agua destilada esterilizada; E+V=
plantas inoculadas con la mezcla de 10 hongos enddfitos infectadas 15 dias después con el patégeno V. tremulae; V=
plantas infectadas con esporas de V. tremulae. Las letras superiores indican grupos homogéneos (LSD test, =0.05), las
barras verticales muestran el error estandar.

Discusion

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de la implicacion de los hongos endoéfitos en la
mitigacién de los sintomas causados por V. tremulae sobre la especie P. alba. Plantulas de un ano
fueron inoculadas con una mezcla de diez endéfitos con potencial de biocontrol, exhibiendo estas
plantas una menos incidencia y severidad de sintomas frente al patégeno que los controles positivos.
En esta misma linea, RAGHAVENDRA & NEWCOMBE (2013) demostraron que hongos endoéfitos
foliares eran capaces de reducir la severidad de los sintomas causados por el hongo biotrofo
Melampsora x columbiana en 6 genotipos de Populus distintos. El efecto beneficioso de los hongos
endoéfitos ha sido también demostrado en otras especies arbéreas (MEJIA et al., 2008).

De acuerdo con nuestras observaciones en campo, los arboles de P. alba parecen mas
resistentes a V. tremulae que otras especies dentro de la seccion Populus, y nos planteamos si esta
mayor tolerancia a la enfermedad podria ser debida al efecto de su flora endéfita. A pesar de
observarse una reduccion de la sintomatologia en plantas tratadas con endéfitos, las plantas
inoculadas solamente con el patégeno mostraron sintomas bastante moderados, lo que sugiere que
la mayor parte de la tolerancia de las plantas tratadas previamente con endéfitos se deberia a una
respuesta genética. En un ensayo paralelo con plantas de Populus x canescens se obtuvieron valores
de incidencia de sintomas notablemente mayores con una inoculacion similar del patégeno (datos no
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mostrados), lo que sugiere que los bajos sintomas encontrados no fueron debidos a la metodologia.
Posiblemente, en otras especies de Populus ocurra algo similar a lo observado para P. alba, siendo la
componente genética mas importante que la carga endéfita. Sin embargo, el genotipo del hospedante
puede influir en la tasa de colonizacién de endéfitos (MARTIN et al., 2013), y por lo tanto, el papel de
los endoéfitos en la defensa podria ser mas relevante en unos genotipos que en otros.

El 83% de los hongos ensayados, mostraron alglin grado de parasitismo frente al patégeno,
evidenciando el potencial de los endéfitos en la restriccion del crecimiento del patégeno. A pesar de
que los ensayos in vitro no reflejan fielmente lo que ocurre in planta, son de utilidad para hacer una
primera seleccion (MARTIN et al, 2015). De acuerdo con este test de antagonismo in vitro, la
interaccion predominante fue el parasitismo de las hifas del endoéfito sobre las del patégeno,
induciendo un crecimiento anormal de las mismas y reduciendo la tasa de crecimiento del patégeno.
El efecto antibiético de los endéfitos no fue muy evidente en ninguna cepa durante el ensayo in vitro,
probablemente debido al lento crecimiento del patégeno en el medio de cultivo. Sin embargo, no
podemos descartar que la proteccion ejercida por alguno de estos endoéfitos in vivo sea debida a una
induccién de los mecanismos de resistencia de la planta de forma sistémica (WALLER et al., 2005).
Tres cepas del orden Pleosporales y muy préoximas taxonémicamente, segin sus secuencias ITS,
mostraron comportamientos distintos frente al patégeno. Este resultado nos sugiere la importancia de
trabajar a nivel de cepa a la hora de seleccionar hongos con potencial de biocontrol, tal y como se
evidenci6 en el caso de Verticilium spp. frente a la grafiosis del olmo (SCHELFER et al., 2008).

El orden Pleosporales fue el mas abundante de entre los endoéfitos aislados. Es considerado
como un orden de endéfitos generalistas (SIEBER, 2007), siendo también el principal orden aislado
en otros trabajos con Populus spp. (SANTAMARIA & DIEZ, 2005; MARTIN-GARCIA et al., 2011;
MARTIN-GARCIA et al., 2012; BALINT et al., 2013). A nivel de especie, Aureobasidium pullulans se
aisl6 también en otras especies de Populus: P. tremula (SANTAMARIA & DIEZ, 2005), P. x
euramericana (MARTIN-GARCIA et al., 2011) y P. nigra (MARTIN-GARCIA et al., 2012). En nuestro
estudio, este hongo es representado por la cepa BU16-TR1, la cual es capaz de inhibir el crecimiento
del patégeno por competencia por el sustrato.

5. Conclusiones

Este estudio aporta nuevas evidencias de la implicacion de los hongos endéfitos en la
tolerancia de las plantas frente a patégenos en los bosques templados. Algunos endoéfitos de P. alba
parecen rincrementar dicha tolerancia cuando son inoculados de forma preventiva ante el patégeno
V. tremulae. De esta manera, una inoculacion artificial durante las fases tempranas del crecimiento
de las plantulas podria beneficiar su estado fitosanitario y su crecimiento. Sin embargo, es necesario
conocer mas en profundidad la distribucion espacial y temporal de los endéfitos in planta, su modo de
transmisién o su influencia sobre el metabolismo de la planta.
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