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Resumen

Los hongos endofitos juegan un papel decisivo en diferentes procesos biolégicos. Se consideran
implicados en la resistencia de las plantas ante diferentes tipos de estrés. Ademas, ante la
senescencia de los tejidos que habitan, parecen ejercer un papel relevante en las fases iniciales de
degradacion. Con el fin de progresar en el conocimiento de sus funciones ecoldgicas se estudio,
mediante herramientas metagendmicas, la flora endéfita asociada a dos especies forestales, Uimus
minor y Eucalyptus globulus, y su implicaciéon en la defensa de la planta ante la grafiosis y en la
degradacion de la madera, respectivamente. En el olmo se detectaron 164 unidades taxonémicas
operacionales (OTUs) y la frecuencia de dos érdenes flingicos se correlaciond positivamente con la
resistencia de su hospedante a la grafiosis. En ramillos de eucalipto en diferentes fases de
degradacion se detectaron 115 OTUs, los cuales parecen actuar de forma secuencial en el proceso de
acuerdo a su taxonomia y capacidad de degradacion de los diferentes componentes de la madera.
Los resultados sitlan a los endéfitos como herramientas biotecnolégicas potenciales en el control de
enfermedades y la industria de la celulosa.
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1. Introduccion

La mayoria de la plantas en ecosistemas naturales establecen simbiosis con hongos
micorricicos y/o endoéfitos (PETRINI 1986). Estos hongos simbiontes pueden tener profundos efectos
en la ecologia, salud y evolucién de las plantas asi como sobre la diversidad y estructura de otras
comunidades de organismos como bacterias, nematodos e insectos (OMACINI et al., 2001). Debido a
que la interaccién entre planta y endéfito no causa sintomas, se podria considerar como una
interaccion comensalista. Sin embargo, algunos endoéfitos establecen una interaccion positiva para la
planta (mutualistas), incrementando su tolerancia frente a factores biéticos y abiéticos (RODRIGUEZ
et al.,, 2009), mientras que otros parecen actuar como saprofitos o patdégenos latentes. De esta
manera, algunos autores definen el endofitismo como un estado transitorio durante el cual se
produce una infeccidon asintomatica, sin importar el tipo de interaccidon que puedan tener con su
hospedante (SCHULZ et al., 1998).

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha han investigado las variaciones de la
diversidad de endoéfitos entre especies, genotipos, localizaciones u 6rganos, habiéndose evidenciado
que todos estos factores ejercen un efecto significativo en la diversidad. Por ejemplo, genotipos de
olmos tolerantes a la grafiosis muestran una menor diversidad de endéfitos en el xilema que olmos
susceptibles (MARTIN et al., 2013). Una mayoria de hongos endoéfitos son capaces de colonizar varias
especies (ARNOLD & LUTZONI, 2007). Por ejemplo, hongos como Alternaria o Penicillum poseen un
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amplio rango de hospedantes. Sin embargo, otros hongos endéfitos muestran una clara especificidad,
como es el caso de Lophodermium piceae en Picea abies (KOUKOL et al., 2012), o Discula umbrinella
en haya (MORICCA et al., 2012). Sin embargo, la mayor parte de estudios sobre la diversidad de
endofitos realizados hasta la fecha se han realizado mediante técnicas de aislamiento en medios
artificiales, técnica que solo es capaz de detectar una minoria de la diversidad total presente en los
tejidos.

Si bien se empiezan a conocer los fundamentos de la distribucién espacial y temporal de los
endofitos en los ecosistemas, aln existe poca informacion sobre qué servicios ecolédgicos prestan. El
abanico de funciones ecolédgicas de los hongos endéfitos de plantas lenosas probablemente esta
correlacionado con la diversidad de las especies (PURVIS & HECTOR, 2000). Las interacciones de los
endofitos con las plantas les conceden a menudo un aumento de la tolerancia frente a agentes
bidticos y abibticos causantes de estrés. Este aumento de resistencia puede producirse por varios
motivos: por ejemplo, el endéfito puede inducir mecanismos de defensa sistémica en la planta; o
producir metabolitos secundarios antifiingicos y/o antibidticos que inhiben el crecimiento de
patégenos (SCHULTZ et al., 1999). También pueden parasitar a otros microoganismos o competir con
ellos por el espacio y nutrientes de la planta (SAMUELS et al., 2000). De esta forma, los endéfitos
parecen tener un interesante potencial para el biocontrol de enfermedades en las plantas
(RODRIGUEZ et al., 2009). Sin embargo, especialmente en el caso de especies lefiosas, poco se
conoce aln sobre los mecanismos e interacciones entre hospedantes, patégenos y endéfitos.

Se ha descrito que los hongos endoéfitos juegan un importante papel en la poda natural,
ayudando al arbol a despojarse de las ramas que no necesitan mediante procesos de degradacion de
la madera mientras protegen los tejidos del tronco contra patégenos mas agresivos (KOWALSKI &
KEHR, 1992). En un estudio sobre el género Xylaria, se propuso la hipotesis de que algunos endéfitos
permanecen latentes hasta la senescencia de su hospedante para empezar a degradar los
contenidos de la pared celular (WHALLEY, 1996). Asi, estos endéfitos tendrian una posicién de partida
mas ventajosa para aprovechar los recursos disponibles cuando el tejido del hospedante entrara en
senescencia, pues habria ganado el nicho ecolégico antes de que la descomposicion comenzase.
PROMPUTTHA et al. (2007) evaluaron si los endéfitos se convierten en sapréfitos durante la
senescencia del hospedador, encontrandose que hay ciertos taxones que posiblemente existan como
endofitos y saprofitos. Se cree que un nivel de oxigeno limitado y/o la disponibilidad de nutrientes
controlan el comportamiento patogénico de endéfitos del xilema, tales como Fomes fomentarius y
Nectria coccinea. Ademas, se ha evidenciado que hongos endéfitos aislados de dos arboles tipicos de
los bosques chilenos (Prumnopitys andina y Drymis winteri) muestran actividad ligninolitica y
celulolitica y promueven la degradacion de la madera (OSES et al., 2006). En este mismo estudio se
sugiere la hip6tesis de que dentro del ciclo de vida de ciertos hongos descomponedores, hay una fase
endofitica en la que no se degrada el xilema.

El presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento de la diversidad, distribucién y
funciones de los hongos endéfitos en las especies forestales. Para ello nos planteamos dos hipétesis
de trabajo: i) la diversidad de la flora endéfita varia en funcién del grado de resistencia de la planta
hospedante ante el estrés bibtico; y ii) ciertos hongos enddéfitos, al morir el tejido en el que habitan,
son pioneros en las primeras etapas de degradacion de la madera, donde actian de forma secuencial
en funcion de sus capacidades metabdlicas.

2. Objetivos

Para afrontar el estudio de las dos hipotesis de trabajo se han planteado dos objetivos
principales: i) analizar la flora endéfita asociada a olmos de diferente grado de tolerancia a O. novo-
ulmi; y ii) evaluar la variacién temporal en la composicion de hongos endéfitos durante el proceso de
degradacion de la madera de eucalipto. Ambos objetivos se han afrontado usando técnicas de
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secuenciacion de ADN metagendmico y el segundo objetivo se ha complementado con estudios
metabdlicos de algunas cepas representativas de endofitos.

3. Metodologia
3.1. Toma de muestras

Para el primer objetivo del trabajo, se realizd un muestreo en el banco de clones de olmo
ubicado en el Centro Nacional de Recursos Genéticos Forestales Puerta de Hierro (Madrid). Este
banco clonal incluye siete genotipos de U. minor tolerantes a la grafiosis mas otros individuos no
resistentes, que presentan diferentes grados de tolerancia a la enfermedad. Se recogieron cuatro
ramas (2-3 cm de diametro) en diez arboles, tres de ellos catalogados como tolerantes, cuatro
considerados como de tolerancia intermedia y otros tres susceptibles. Las cuatro ramas de cada arbol
se recolectaron en cada uno de los puntos cardinales de la copa con el fin de obtener una muestra
representativa de cada individuo, limitando asi el posible efecto de infecciones locales. Las ramas se
recogieron en la mitad inferior de la copa, hasta una altura de cuatro metros. Las muestras se
almacenaron por debajo de 10 °C y se procesaron en una camara de flujo laminar en un plazo
maximo de 24 horas tras su recogida. En primer lugar se esterilizaron superficialmente con cuatro
banos secuenciales: (1) 10 minutos en agitacion ligera en agua destilada autoclavada con una gota
de Tween 20, (2) una vez secados, 30 segundos en etanol al 75%, (3) 5 minutos en hipoclorito de
sodio al 4% y (4) 15 segundos en etanol al 75%. Con el fin de eliminar una alta proporcion de hongos
epifitos, dejamos sélo la parte interior del floema y el xilema, eliminando las capas externas de la
corteza mediante un bisturi estéril. Posteriormente, fueron envueltos en papel de aluminio
autoclavado y almacenados a -80 °C.

Para el segundo objetivo del trabajo, se recogieron cuatro ramas (2-3 cm de diametro, una por
cada punto cardinal de la copa) de tres individuos de Eucalyptus globulus ubicados en la provincia de
Toledo. Tras su traslado al laboratorio, los ramillos se introdujeron en una cadmara de incubacion, sin
aplicar ningln tipo de esterilizacion de su superficie. Los ramillos se mantuvieron en condiciones
controladas, a 25 °C, en oscuridad, y con atmésfera saturada de humedad, pero no aislada
herméticamente. En el momento inicial (dia 0) y en los dias 17, 34, 51y 70 de incubacién se tomaron
muestras de los ramillos para la extraccion del ADN metagendémico, segln la metodologia
especificada en el apartado siguiente. Para cada dia de muestreo, el ADN se extrajo juntando material
de los cuatro ramillos, evitando tomar material de los 2 cm mas cercanos al extremo de los mismos.
Asi pues, cada dia de muestreo se obtuvieron tres muestras de ADN, una por cada arbol muestreado,
y cada muestra contuvo ADN procedente de cuatro ramillos. En total se obtuvieron 15 muestras de
ADN metagendémico. Asimismo, se eliminé la parte superficial de la corteza en condiciones estériles,
para evitar muestrear hongos epifitos. Debe tenerse en cuenta, que no se forzé la muerte de la rama.
Por tanto, el tejido vegetal se mantuvo vivo durante las semanas iniciales.

3.2. Aislamiento de ADN flingico

Las ramas de olmo y eucalipto se trituraron con un molino IKA A1l (Staufen, Alemania)
manteniendo los tejidos congelados continuamente con la adicién regular de nitrégeno liquido. A
continuacion, el polvo de madera se almacené a -80°C en tubos de centrifuga estériles. Las muestras
de las cuatro ramas por cada arbol se reunieron y se molieron juntas, de manera que sélo se recupero
un tubo de polvo de madera de cada arbol. Tanto para el primer como para el segundo objetivo, el
aislamiento del ADN se realiz6 después de la digestion enzimatica del polvo de madera para mejorar
la recuperacion del ADN flngico. Se incubaron aproximadamente 150 mg de polvo de madera
durante 20 minutos a 37 °C en 400 ul de solucién enzimatica que contenia 0,04 mg de Lyticase
(referencia L2524, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) y TrissEDTA 50 mM. Posteriormente, se
centrifugé a 13.000 rpm y se elimind el sobrenadante. El resto del aislamiento del ADN se llevo a
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cabo utilizando el kit de Invisorb Spin Plant Mini (STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3. Determinacion de la composicién de endoéfitos

El estudio de la composicion de endéfitos, tanto en las muestras de olmo como de eucalipto, se
llevé a cabo por secuenciacion masiva del fragmento ITS1 (primer Espaciador Transcrito Interno) del
ADN ribosdémico. La creacion de la libreria se realiz6 en dos etapas. En primer lugar, amplificamos la
region diana con oligonucleétidos que contenian o bien el cebador de especifico de hongos ITS1-F, o
bien el cebador eucariota ITS2 en el extremo 3', y colas con secuencias universales (tipo M13) en el
extremo 5'. Posteriormente, el producto amplificado se reamplificé con oligonucleétidos que
contenian tales colas universales, una etiqueta especifica para cada muestra y los adaptadores para
la pirosecuenciacion 454. Después de la segunda PCR, se cuantifico el producto de todas las
muestras, se agruparon equimolarmente y se purificaron en una plataforma 454 GS FLX Titanium
(Roche, Suiza, Basilea).

El tratamiento bioinformatico del resultado de la pirosecuenciacion se realizd siguiendo las
pautas propuestas por LINDHAL et al. (2013). En primer lugar, se llevaron a cabo los procesos de
demultiplexacion, eliminacion de ruido, desreplicacion, desquimerizacion y truncamiento de
secuencias utilizando los valores por defecto del script RunTitanium desarrollado en AmpliconNoise
v1.29 (QUINCE et al., 2011). Posteriormente, la region ITS1 se extrajo de las secuencias por medio de
FungallTSextractor (NILSSON et al., 2010). Aunque AmpliconNoise crea OTUs (es decir, unidades
taxonémicas operacionales) mediante el colapso de secuencias idénticas, nosotros las construimos
usando GramCluster 1.3 (RUSSELL et al., 2010) que permite algo de variacion entre secuencias. De
esta forma, construimos OTUs en todas las muestras de la libreria. Dichos OTUs constituyeron la
unidad de estudio en los subsiguientes analisis.

El perfil taxonémico se estimd a través de dos métodos diferentes. El primer método consistid
en comparar las secuencias ITS1 de cada OTU con la base de datos UNITE usando un algoritmo
MEGABLAST (ALTSCHUL et al., 1997). La salida se analiz6 en MEGAN 4 (HUSON et al., 2011) para
obtener la primera asignacion taxonémica. En segundo lugar, se comparé con la base de datos UNITE
utilizando el Naive Bayesian RDP Classifier (Ribosomal Database Project, WANG et al., 2007), que
clasifica las secuencias en el rango taxonémico seleccionado.

3.4. Caracterizacion metabdlica de cepas flungicas aisladas de eucalipto

Con el fin de caracterizar metabdlicamente los endoéfitos implicados en la degradacion de la
madera se realizaron una serie de aislamientos de hongos endoéfitos a partir de ramas recogidas en la
misma poblacién de eucalipto que en el caso del estudio metagendmico. De esta manera se obtuvo
una coleccion de 21 cepas de endéfitos representando a los principales 6rdenes flingicos presentes
en la madera de eucalipto. El aislamiento de los hongos y su identificacibn mediante la secuenciacion
del Espaciador Transcrito Interno (Internal Transcribed Spacer; ITS) de su ADN ribosémico, se
realizaron siguiendo la metodologia descrita en MARTIN et al. (2013). Las secuencias se alinearon
usando el programa Segman (DNASTAR, EEUU) y se obtuvo una secuencia de consenso.
Posteriormente se empled el programa BLAST (algoritmo MEGABLAST) del GenBank (NCBI, EEUU)
para determinar la secuencia mas similar de las presentes en esta base de datos. Ademas de las
cepas de enddfitos, se incluyeron en el estudio dos cepas de basidiomicetos saprofitos de pudricion
blanca de referencia (Tramtes sp. y Pycnoporus saniguineus), con el fin de comparar las capacidades
metabdlicas de endofitos y saprofitos.

Para la caracterizacion metabdlica de las cepas se realizaron dos ensayos. El primero para
evaluar la posible inhibicién del crecimiento de los hongos por una seleccién de 15 metabolitps
secundarios fendlicos, implicados en la defensa de las plantas ante patégenos (WITZELL & MARTIN,
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2008) (Tabla 1). El segundo ensayo se realiz6 para evaluar la capacidad de crecimiento de las
distintas cepas a partir de 13 fuentes de carbono presentes en los tejidos vegetales incluyendo
oligosacaridos, polisacaridos, lignina y acidos grasos (Tabla 1). En un caso concreto se estudié una
combinacién entre un metabolito secundario (alcohol veratrilico) y la lignina, ya que el primero facilita
la degradacion de la lignina por algunos hongos saproéfitos (ZAPANTA & TIEN, 1997). Para ambos
ensayos se utilizaron microplacas de 96 pocillos. El diseno de las microplacas con los diferentes
metabolitos y fuentes de carbono estudiados se detalla en el trabajo de BLUMENSTEIN et al. (2015).
Las microplacas se prepararon en camara de flujo laminar para evitar contaminaciones. En todos los
pocillos, el volumen total del medio fue de 100 pl. Este medio incluyd las sales que constituyen el
medio Murashige y Skoog (MS; MURASHIGE & SKOOG, 1962), y el tinte redox E de BIOLOG a 1,5 mg/I
para potenciar el cambio de color del medio a medida que los hongos metabolizasen las distintas
sustancias. Ademas, se administré micelio triturado de cada hongo endéfito en una concentracion
final de 0,14 mg/ml, excepto en los controles negativos, en los que se administré6 agua.
Posteriormente, las microplacas fueron tapadas y selladas con Parafilm y se cultivaron en una camara
de cultivo en total oscuridad a una temperatura de 25 °C. Para poder evaluar la capacidad
degradadora de los hongos y sus interacciones con los distintos metabolitos secundarios, se
realizaron mediciones con un lector de absorbancia de microplacas ELx808 de BIO-TEK tras 9 dias de
incubacion, realizandose mediciones a una longitud de onda de 630 nm. Una mayor absorbancia se
relaciona con un mayor crecimiento del hongo en el pocillo.

Tabla 1. Metabolitos y fuentes de carbono utilizados en los ensayos de caracterizacion metabédlica de hongos enddéfitos
aislados de Eucalyptus globulus. C = concentracién; M = concentraciéon molar de atomos de carbono

Ensayo de metabolitos Ensayo de fuentes de carbono
secundarios
Sustancia C Fuente de carbono primaria Fuente de carbono secundaria
(/1) Sustancia c (M) Sustancia C(M)
Acido salicilico 0,05 Galactosa 0,25
Acido galico 1,00 Glucosa 0,25
Acido tanico 1,00 Sacarosa 0,25
Acido clorogénico 1,00 Celobiosa 0,25
Alcohol veratrilico 2,37 Xilosa 0,25
O-cresol 0,10 Pectina 0,25
Fenol 0,10 Starch 0,25
Timol 0,10 Xilano 0,25
Acido cafeico 1,00 Lignina Kraft 0,25
Carvacrol 0,10 Lignina Kraft 0,25  Alcohol veratrilico 0,01
Catequina 1,00 Lignina Kraft 0,12
Quercetina 0,01 Lignina Kraft 0,12  Alcohol veratrilico 0,12
Miricetina 0,01 Sacarosa 0,25
Acido oleico 0,25
Acido lignocérico 0,05
Sacarosa 0,25
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3.5. Anélisis estadistico

Para analizar variaciones en la composicion de hongos endoéfitos entre grupos de muestras se
estudiaron las relaciones entre la frecuencia de aparicion de los diferentes OTUs, incluyendo la
rigueza de OTUs, y la resistencia a la grafiosis mediante analisis de regresion simple.

Para el analisis de los resultados de la caracterizacion metabélica de los endoéfitos de eucalipto
se llevaron a cabo analisis de correlacion entre la degradacién de las distintas fuentes de carbono por
los distintos hongos y su dia estimado de maxima presencia en el proceso de degradacién. Este dia se
estim6é como la media del dia de aparicién de la cepa en cuestion, ponderada por su abundancia
relativa en cada dia de muestreo, segln los datos metagendmicos. Se realizd también un analisis de
componentes principales (PCA) para buscar relaciones entre la filogenia de los hongos y el
comportamiento ante las fuentes de carbono y las sustancias de inhibicion. Para el analisis
estadistico se utilizaron los programas informaticos Microsoft Excel y STATISTICA v8.0.

4. Resultados
4.1. Diversidad de enddfitos en olmo en relacion a la tolerancia a la grafiosis

A partir de las muestras de ramillos recogidas en los 10 individuos de olmo estudiados se
detectaron un total de 20.000 secuencias asighadas a 164 OTUs, las cuales representan a 14
ordenes fungicos. Un 32% de las OTUs se detectaron en sélo un arbol y un 69% estuvieron
representadas en cuatro arboles o menos. Un 13% de las OTUs se encontraron en al menos 8 de los
10 arboles analizados.

La riqueza de especies por arbol mostrd una relacién moderada (R2 = 42,38) y significativa (P =
0,041) con el nivel de tolerancia a la grafiosis, expresado como la media del % de marchitamiento
foliar mostrado por el genotipo tras la inoculacion artificial del patégeno. Este Gltimo dato se obtuvo a
partir de ensayos previos de susceptibilidad realizados por el Programa de Conservacién y Mejora de
los Olmos Ibéricos en los que se inocularon un minimo de 6 réplicas por cada genotipo (datos no
mostrados). Es decir, los genotipos mas susceptibles tendieron a albergar una composiciéon de
hongos endéfitos menos diversa que los genotipos mas tolerantes. No obstante, el genotipo con una
mayor riqueza de especies fue un genotipo de tolerancia intermedia (Figura 1).
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Figural. Relacion entre la susceptibilidad a la grafiosis y la riqueza de hongos enddfitos (R2 = 42,38 P = 0,041)
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La abundancia relativa de dos 6rdenes flngicos, Erythrobasidiales y Chaetotryriales, en los
arboles de estudio mostrd una relacion significativa (R2 = 82,24, P < 0.001; y R2 = 74,98, P < 0.005,
respectivamente) con el grado de tolerancia del arbol a la grafiosis. Esto es, a mayor tolerancia a la
grafiosis mayor fue la proporcién de estos dos érdenes flngicos en los ramillos respecto al total de
endéfitos representados en el arbol (Figura 2).

100 T ] 100" - T T T T T
[ R?=8224 | = [ | R?=74.98 |
= o P = 0.0003 1 = Foeo P =0.0012 -
! 80— - 1 80— \ =
o R ] o L. \
> > 1\

[eIe) \ [SRY F \ E
°5 SE L ]
o= ] O€ % \ N i
<8 °g |
RS BS f \ . 1
© T [ — S
S E 2E [~ SN
£8 28 —
g 2 |
3 ] 3 20
17} e @ [
> — > L
N a L
o, I I 1 1] o, 1 1 1 1 -
0 0.01 0.02 0.03 0.04 [1] 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Abundancia de Erythrobasidiales Abundancia de Chaetothyriales

Figura 2. Abundancia de enddfitos de los 6rdenes Erythrobasidiales (izquierda) y Chaetothyriales (derecha) en relacion con
la susceptitibilidad de su hospedante hacia O. novo-ulmi.

4.2. Sucesion de hongos endoéfitos en el proceso de degradacion de la madera de eucalipto

De las muestras de ramillos de eucalipto sometidas a un proceso de degradacion controlada se
obtuvieron 11.000 secuencias que fueron agrupadas en 115 OTUs. La diversidad de OTUs detectada
y estimada mediante el indice de Shannon, asi como la riqueza de especies, fueron decreciendo a lo
largo del experimento hasta alcanzar su minimo en el dia 51 para, finalmente, mostrar un ligero
incremento en el dia 70 (Figura 3). Los OTUs pertenecientes a los 6rdenes Dothideales y Pleosporales
presentaron una mayor abundancia relativa en los ramillos de eucalipto en los primeros dias de
degradacion (dias O y 17) para posteriormente ir disminuyendo su proporcion en la madera a medida
que la degradacién progresaba. Por el contrario, otros 6rdenes como los Botryosphaeriales o los
Tremellales fueron mas abundantes en los Ultimos dias del periodo de degradacion estudiado.
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£ 10 - T
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0 17 34 51 68
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Figura 3. Evolucion temporal del indice Shannon de diversidad de enddfitos (izquierda) y de la abundancia de los distintos
ordenes ftingicos (derecha) en diferentes momentos del proceso de degradacion de ramillos de eucalipto.

En los hongos aislados a partir de ramillos de eucalipto, se observd que aquellos endéfitos cuyo
dia estimado de maxima presencia en el proceso de degradacion fue temprano (Dothideales y
Pleosporales) toleraron mejor ciertos metabolitos secundarios de defensa de las plantas, tales como
los acidos salicilico y tanico (Figura 4). Algunas de estas cepas no solo toleraron estos metabolitos
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sino que fueron capaces de metabolizarlos, mostrando un mayor crecimiento que en ausencia del
metabolito. Por el contrario, el hongo Polyporal sapréfito generalista Trametes sp. asi como otras
cepas asociadas a estadios mas avanzados de degradacion fueron fuertemente inhibidos por estos
metabolitos.

(a) (b)

08
06

04

Ratio de absorbancias
Ratio de absorbancias

0,2

0,0 *

[ 20 a0 60 80 100
0,2

Dia estimado de maxima presencia Dia estimado de maxima presencia

Figura 4. Ratio de absorbancias del crecimiento de hongos enddfitos aislados del eucalipto creciendo con o sin el
metabolito secundario, frente al dia estimado de su maxima presencia en el proceso de degradacién de la madera.
Metabolitos estudiados: (a) acido salicilico; (b) acido tanico. Los puntos rojos representan hongos Dothideales y el morado
una cepa de un hongo Botryosphaerial que en el caso b representdé una excepcion al crecer bien en presencia de acido
tanico, pese a su presencia tardia en el proceso de degradacion.

En cuanto al ensayo de metabolizacion de diferentes fuentes de carbono, la adicién de alcohol
veratrilico a la lignina en pequenas proporciones mejoré considerablemente el crecimiento del
saprofito generalista Trametes sp. y de una cepa Botryosphaerial. El resto de cepas o no se vieron
influenciadas por el alcohol veratrilico o se vieron inhibidas por su presencia. Cuando la concentracion
del metabolito se increment6 hasta igualar la de lignina, la mayor parte de las cepas vieron inhibido
su crecimiento, salvo las dos cepas Botryosphaeriales estudiadas (Figura 5). En lineas generales, los
endofitos degradaron bien los oligosacaridos, a diferencia de los basidiomicetos generalistas. La
pectina solo fue metabolizada de manera notable por los hongos Botryosphaeriales. El resto cepas o
la metabolizaron muy ligeramente o fueron incapaces de hacerlo. El xilano fue de metabolizado por
casi todas las cepas excepto por el Trametes sp., siendo de nuevo los hongos Botryosphaeriales los
que mostraron una mayor capacidad degradadora.

5. Discusion

Los estudios llevados a cabo en este trabajo apuntan a que los hongos endéfitos desempefan
diferentes funciones en las especies forestales. Por un lado, se ha evidenciado que la composicion de
la flora endéfita varia considerablemente entre distintos huéspedes de la misma especie (Uimus
minor). Ademas, esta variacidbn parece guardar cierta relacién con la tolerancia del arbol a la
enfermedad de la grafiosis. No obstante, el ensayo realizado en olmo necesitaria ser complementado
con otros estudios que verificaran la posible relacién causal entre la composicion de endéfitos y la
tolerancia a la enfermedad. A su vez, se ha demostrado que la composicion endofitica en eucalipto
varia con el tiempo durante el proceso de degradacién de la madera. Esta variacion parece guardar
una estrecha relacién con la capacidad de las diferentes cepas para degradar los componentes de la
madera y para soportar los metabolitos potencialmente fungitéxicos presentes en ella. Estas
capacidades degradadoras evidencian que los hongos endoéfitos no sélo tienen funciones ecolégicas
relevantes cuando habitan en la planta viva, sino que una vez ésta o alguno de sus érganos muere
diferentes taxones de endoéfitos actlian de manera secuencial y posiblemente complementaria en la
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descomposicion de los principales componentes de la madera. Esta accion degradadora facilitaria la
accion posterior de hongos sapréfitos generalistas. A continuacion se discuten en mayor profundidad
los resultados mas relevantes de este trabajo.

Estudios previos de endoéfitos del olmo realizados mediante aislamientos en medios de cultivo
estandar, apuntaron a que los genotipos mas susceptibles al patégeno de la grafiosis presentaban
una mayor frecuencia y diversidad de endéfitos en el xilema que individuos tolerantes (MARTIN et al.
2013). Sin embargo, cuando se comparaba la flora endéfita total de los ramillos (incluyendo también
tejidos de floema) esta relaciéon se diluia mostrando ambos grupos diversidades semejantes, aunque
con tendencia a una mayor diversidad en los susceptibles. Se sugeria entonces la posibilidad de que
los individuos tolerantes podrian tener un perfil quimico constitutivo mas hostil hacia los hongos en
general, y por tanto no solo resultaban ser mas tolerantes a la grafiosis sino que inhibirian a cualquier
hongo que tratara de establecerse en el xilema, fuera o no patogénico (MARTIN ET al. 2013). Los
resultados del presente trabajo, obtenidos mediante técnicas metagendémicas, nos presentan un
escenario diferente, donde los genotipos mas susceptibles presentan una menor riqueza de endoéfitos
que los genotipos de tolerancia intermedia o alta (Figura 1). Hay que destacar que en este trabajo, a
diferencia del desarrollado por MARTIN et al. (2013), no se separaron los tejidos xilematicos de los
floematicos. En cualquier caso, la estimacion de la composicion de endoéfitos obtenida en el presente
estudio ofrece una vision mucho mas completa de la flora endoéfita que la estimada mediante
aislamientos (164 OTUs frente a 16 tipos morfolégicos en el caso del trabajo con aislamientos), lo que
evidencia las limitaciones de los resultados basados Unicamente en aislamientos en medios
artificiales.

La menor riqueza de hongos endéfitos encontrada en olmos susceptibles a la grafiosis podria
interpretarse de diferentes maneras. Por un lado, esta menor riqueza haria menos probable la
existencia de hongos endéfitos con actividades antagonistas hacia O. novo-ulmi, o que ocuparan un
nicho ecoldgico similar al del patégeno, dificultando asi su establecimiento en el arbol. A su vez, esta
menor riqueza haria menos probable la existencia de endéfitos que modularan el metabolismo de
defensa de la planta, estimulando por ejemplo los mecanismos de resistencia inducida (PIETERSE et
al., 2014). Este resultado apoyaria la asuncion general de que los sistemas biolégicos mas diversos
son mas estables ante perturbaciones ocasionadas por plagas y enfermedades. En el caso de la
grafiosis, al tratarse de un patdégeno vascular, podriamos argumentar que la flora endéfita que habita
en el floema no tiene influencia sobre el hongo patdgeno, ya que se desarrolla en el interior de los
vasos. Sin embargo, la flora endéfita del floema podria resultar de vital importancia durante las
primeras fases de invasion del hongo, ya que los escolitidos, vectores de la enfermedad, depositan
las esporas del patdégeno en el floema, donde éstas germinan (ANDERBRANT et al. 2016). Ademas,
los procesos de induccibn de mecanismos de resistencia suelen funcionar a nivel sistémico
(PIETERSE et al., 2014) y, por tanto, la flora endéfita que habita en los tejidos floematicos podria
tener un efecto decisivo a la hora de activar mecanismos de defensa en el xilema.

Un estudio previo demostrdé que una amplia variedad de hongos endéfitos aislados a partir de
tejidos de xilema o floema de olmo mostraban un efecto antagonista hacia el patégeno de la grafiosis
cuando eran enfrentados en placas Petri en medio de cultivo estandar (MARTIN et al. 2015). Sin
embargo, este efecto inhibitorio o antagonista en placa Petri no se manifestd con claridad en ensayos
en planta, en los que estos hongos eran inoculados con antelacion a la inoculacién del patégeno. Sin
perjuicio de que mejoras metodolégicas (por ejemplo en cuanto a dosis o0 métodos de inoculacion)
pudieran ofrecer mejores resultados, el presente trabajo aporta una serie de taxones flngicos que
pueden resultar de interés para ser ensayadas en planta. En particular, la abundancia relativa de dos
ordenes flngicos en cada uno de los genotipos estudiados mostré una relacién estrecha con el grado
de tolerancia de la planta hospedante hacia la grafiosis (Figura 2). Cabe destacar que en un ensayo
paralelo en el que se estudid la variacion espacial de la flora endéfita en un olmo centenario, estos
dos o6rdenes flingicos aparecieron distribuidos por la practica totalidad de la parte aérea del arbol
(datos no publicados), lo cual sugiere su caracter sistémico o, al menos hace poco probable la
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hipétesis de que estos hongos realicen infecciones locales. Ademas estos hongos aparecieron en
todos los olmos analizados, lo que sugiere su ubicuidad. A priori parece que los endéfitos sistémicos y
ubicuos podrian jugar un papel mas relevante y basal en el ecosistema, en comparacion con
endéfitos que realizan infecciones locales, si bien estos Ultimos podrian solapar diferentes funciones
entre ellos. El presente trabajo abre nuevas vias de investigacion para desvelar si la mayor proporciéon
de estos hongos en individuos tolerantes tiene alguna causalidad o es simplemente fruto del azar o
de otros factores no relacionados con la tolerancia.

En el segundo de los objetivos planteados en el trabajo nos preguntabamos cémo la
composicion de endéfitos variaba una vez el tejido comienza a morir y a descomponerse. Los estudios
sobre la degradaciéon de la madera tradicionalmente se han centrado en fases de degradacién
avanzadas, ignorando las primeras etapas, cuando las células vivas de la madera comienzan a morir.
Se ha propuesto que los hongos endéfitos estarian implicados en desencadenar el inicio del proceso
de degradacién de la madera (SCHWARZE et al., 2000) y nuestros resultados apoyan esta hipétesis.
La diversidad fungica se mantuvo durante los primeros dias, cuando el tejido permanecié aln vivo,
pero al morir éste la diversidad cayo, posiblemente debido a una disminucioén de la flora de hongos
incapaces de desarrollarse como saprofitos (Figura 3). La recuperacion parcial de la diversidad en los
Ultimos dias de estudio podria deberse a la proliferacion de flora saprofita que permanecia de forma
latente en el tejido.

Si bien en el ensayo de caracterizacion metabdlica de los endéfitos se observé una alta
variabilidad a nivel de cepa, se pueden deducir algunas tendencias generales en funcién del
momento de aparicion de cada taxén en el estudio metagendmico. Los end6fitos que aparecieron con
mayor frecuencia al inicio del proceso de degradacion (principalmente los Dothideales) son capaces
de tolerar y metabolizar algunos de los compuestos de defensa de la planta tales como el acido
salicilico y tanico (Figura 4), posiblemente porque son endéfitos estrictos adaptados a vivir en tejidos
vivos, donde este tipo de compuestos son mas abundantes. Los endéfitos que aparecieron en las
etapas mas avanzadas de la degradacion, asi como los saproéfitos generalistas de referencia (i.e.
Trametes sp.) en lineas generales toleraron peor estos metabolitos secundarios.

El alcohol veratrilico es un metabolito secundario producido por el hongo Phanerochaete
chrysosporium y otros hongos de pudricién blanca. Se ha demostrado que este metabolito cataliza la
actividad enzimatica de la lignina peroxidasa, acelerando la degradacion de la lignina (BARBOSA et
al., 1996). En nuestro estudio, los endéfitos que mejor toleraron la presencia de este metabolito
fueron los Botryosphaeriales (Figura 5), lo cual sugiere su adaptacion a estados avanzados de la
degradacion de la madera y concuerda con su maxima presencia en el Ultimo dia de muestreo del
estudio metagenémico. Es posible que estos endéfitos permanezcan en la madera en estado latente
hasta que el tejido comience a morir, y entonces comiencen a degradar los polimeros estructurales de
la madera de forma saproéfita. Este orden de ascomicetos incluye patégenos capaces de causar la
muerte del floema y del cambium en especies forestales, tales como Botryosphaeria dothidea o
Neofusicoccum australe, siendo probable que estos hongos pasen a una fase sapréfita una tras la
muerte de los tejidos en la que degraden la lignina de la pared celular.

Respecto a los oligosacaridos, practicamente todos los ascomicetos mostraron un notable
crecimiento sobre estas fuentes de carbono. Este resultado sugiere que los hongos endoéfitos estrictos
podrian estar mas ligados a células del floema y de los radios parenquimaticos, donde el nivel de
oligosacaridos es mas alto. Los basidiomicetos saprofitos, por el contrario, no mostraron la misma
capacidad de degradacion de estos azlcares, en sintonia con el conocimiento de que los hongos
basidiomicetos y, en especial, los de pudricion suelen degradar células de madera lignificadas cuyo
contenido en azucares es minimo (STOKLAND, 2012). Esto denotaria su adaptacion a fases mas
avanzadas de la degradacién, donde estos compuestos ya han sido metabolizados.
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Figura 5. Relacion de absorbancias de los hongos enddfitos creciendo sobre lignina y sobre lignina suplementada con
alcohol veratrilico (1:1). El punto morado representa las cepas de endéfitos Botryosphaeriales.

6. Conclusiones

Las especies forestales albergan una gran diversidad de hongos endéfitos, cuyo modo de
interacciéon con su planta hospedante y su entorno bidtico y abiético es aln poco conocido. Esta
diversidad varia en funcion del genotipo de la planta hospedante, y parece guardar cierta relacién con
el grado de tolerancia de la planta hacia el estrés biético. Una parte de la flora endéfita esta adaptada
a vivir principalmente sobre tejidos vivos, mientras que otra parte muestra un amplio rango
metabdlico y estd adaptada a vivir en estado latente sobre la planta viva y a proliferar cuando los
tejidos comienzan a morir. Se ha evidenciado la implicacién de estos hongos en las etapas iniciales
de degradaciéon de la madera, accién que posiblemente facilite la posterior actividad de hongos
saprofitos mas generalistas. De los hongos endoéfitos seguramente surgiran nuevas herramientas
biotecnoldgicas tanto en el campo de la fitopatologia como en la industria lignocelulésica. A modo de
ejemplo, una de las cepas estudiadas en el presente trabajo ha sido evaluada recientemente para
mejorar la sacarificacion enzimatica y el pulpeo de la madera de Eucalyptus globulus (FILLAT et al.,
2016).
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