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Resumen

El dlamo negro (Populus nigra) es considerada una especie clave en los bosques de ribera en
Europa y una de las especies autdctonas mas amenazadas, debido entre otras causas a su sustitucion
por plantaciones monoclonales de hibridos mds rentables y a la pérdida de variabilidad genética
consecuencia de la intensiva introgresion con estas tultimas. El objetivo de este estudio fue descri-
bir y comparar la comunidad de hongos enddfitos en los ramillos de choperas autdctonas (P, nigra)
y plantaciones monoclonales de hibridos (2. x euramericana clone 1-214), para explorar los efectos
de la pérdida del dlamo negro en la diversidad de hongos endofitos en las choperas espafolas.
Enddfitos de ramillos fueron aislados desde tres choperas autdctonas y tres plantaciones monoclo-
nales de hibridos en Palencia, e identificados a partir de la secuencia de la region ITS de su rDNA.
Un total de 13 especies fueron aisladas, seis de las cuales fueron encontradas exclusivamente en 2.
nigra, cuatro solo en P. x euramericana y tres fueron aisladas desde ambos. Los resultados mues-
tran que la comunidad de hongos enddfitos de ramillos varia entre las choperas autdctonas y las
plantaciones monoclonales.
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INTRODUCCION

El alamo negro (Populus nigra 1.) es una
especie dioica, helidfila y pionera de bosques de
ribera, ecosistema en el cual desempeifia un papel
clave. Aunque la distribucion de P. nmigra se
extiende por gran parte de Europa, se trata de uno
de los arboles mas amenazados del continente.
Los factores que amenazan a dicha especie son
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las infraestructuras hidraulicas que condicionan
los periodos de inundacion, la plantacién de cho-
peras monoclonales de hibridos que reemplazan
al dlamo negro en busqueda de una mayor renta-
bilidad y finalmente la introgresién genética
desde estas plantaciones monoclonales, ya que un
ntmero reducido de clones son utilizados y por lo
tanto estos aportan la mayor cantidad de polen
(LEFEVRE et al., 1998; SMULDERS et al., 2008).
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La superficie de plantaciones de hibridos de
chopo estd incrementando en la actualidad por
el valor econdmico que alcanza su madera en la
industria del desenrollo. Su rentabilidad fluctua
entre 1.200 y 2.400 €-ha-afio en las mejores
calidades de estacion (DiAz Y ROMERO, 2001).
Dichas plantaciones son monoclonales y aun-
que en Espafia se utilizan varios clones,
Populus x euramericana (Dode) Guinier clone
[-214 (P. deltoides Marsh. @ x P. nigra L. &)
es el mas comun, alcanzando hasta el 70% de la
superficie total de choperas (FERNANDEZ Y
HERRANZ, 2004).

En la actualidad los organismos publicos
pretenden incrementar la superficie de planta-
ciones de chopo. Concretamente, Castilla y
Le6n, que es la Comunidad Auténoma con
mayor superficie de choperas con entorno a dos
tercios del total nacional, ha elaborado un
borrador de la “estrategia de la populicultura en
Castilla y Ledén”, cuyo principal objetivo es
doblar la superficie de plantaciones de chopo en
las proximas dos décadas. Ante lo cual, un equi-
librio entre beneficio econdmico y el manteni-
miento de la diversidad biolégica en las
choperas es necesario.

Si bien dicha estrategia prevé que las planta-
ciones de chopos no sustituiran los actuales bos-
ques de ribera, una posible pérdida de variabili-
dad genética debido a la introgresion genética
de las plantaciones monoclonales causaria pro-
bablemente una serie de efectos indirectos sobre
aquellos organismos vinculados a P. nigra. Sin
embargo, mientras que la mayoria de macroor-
ganismos son especificos de un tipo de ecosiste-
ma, muchos microorganismos presentan una
especificidad total hacia el hospedante, por lo
que la desaparicién de una especie de arbol
podria conllevar la pérdida de sus microorganis-
mos asociados, por ejemplo de aquellos hongos
enddfitos exclusivos de P. nigra. Esta disminu-
cion de biodiversidad fungica conllevaria la pér-
dida de metabolitos secundarios segregados por
los hongos, fuente potencial de nuevos produc-
tos farmacéuticos.

El objetivo principal de este estudio fue des-
cribir y comparar las comunidades de hongos
enddfitos de las choperas autdctonas (P. nigra)
y las plantaciones monoclonales de hibridos de
chopo (P. x euramericana clone 1-214).
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MATERIAL Y METODOS

En la cuenca del rio Duero, concretamente
en la provincia de Palencia, fueron selecciona-
das tres plantaciones monoclonales de hibridos
de chopo (P. x euramericana clone 1-214) de 10
anos de edad y tres choperas autoctonas (2.
nigra). Las caracteristicas altitudinales, edéficas
y climaticas de todas las parcelas fueron simila-
res y su localizacion no disté mas de 60 km entre
si. Tres arboles de cada parcela fueron aleatoria-
mente seleccionados, si bien se procurd que los
arboles seleccionados en las choperas autécto-
nas tuvieran un diametro similar a los arboles
presentes en las plantaciones monoclonales para
minimizar en lo posible la influencia de la edad.

Durante el otofio se recogieron 4 ramas sanas
de las cuatro orientaciones del tercio superior de
la copa de cada arbol. Posteriormente cuatro tro-
zos de ramillos de 1 ano de edad fueron cortados
de cada rama y esterilizados (agitacion en etanol
al 70% durante un minuto, agitacién en hipoclo-
rito sédico al 4% durante 4 minutos, de nuevo
agitacion en etanol al 70% durante un minuto y
finalmente unos segundos en etanol al 70% sin
agitacion). Finalmente, los trozos de ramillo fue-
ron sembrados en placas Petri con medio PDA
(patata, dextrosa y agar) y, una vez selladas con
Parafilm®, fueron conservadas en oscuridad a
22°C durante tres semanas. Aunque varias colo-
nias crecieron en los 4 trozos de ramillos de cada
rama, un unico aislamiento procedente de cada
rama fue seleccionado de forma aleatoria y sub-
cultivado a una nueva placa Petri con medio
PDA. De este modo, se obtuvieron cuatro aisla-
mientos por arbol muestreado, lo que hace un
total de 36 aislamientos por especie (4 aislamien-
tos/arbol x 3 arboles/parcela x 3 parcelas) con dos
especies de chopos (es decir, un total de 72 aisla-
mientos). Ante la imposibilidad de cuantificar la
diversidad total de hongos endofitos, este estudio
buscé un equilibrio entre el rigor ecoldgico y la
eficiencia economica por lo que se centrd en los
endofitos dominantes. Asi, un tamafio muestral
de 36 aislamientos por especie permite detectar
(con una probabilidad del 95%) aquellas especies
con una frecuencia superior a 0,08 [p = 1-(1-f)",
donde f = frecuencia y n = tamafio muestral|.

La identificacion de los aislamientos se baso
en la comparacion de sus secuencias con las depo-
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sitadas en la base de datos del GenBank (NCBI),
requiriendo una coincidencia minima del 97% de
al menos 401 pares de bases. Previamente fue
necesaria la obtencién del DNA, para lo cual se
siguieron los protocolos establecidos por VAINO et
al. (1998). Posteriormente la amplificacién de la
region ITS del rDNA fue llevada a cabo utilizan-
do los cebadores ITS1-F (GARDES & BRUNS,
1993) y ITS4 (WHITE et al., 1990) y siguiendo los
protocolos establecidos por WHITE et a/. (1990) y
Vainio & HaNTuLA (2000). Entonces los produc-
tos obtenidos de la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) fueron purificados con el “High
Pure PCR Product Purification Kit” (Roche,
Mannheim, Germany), siguiendo las instruccion
de los productores. Finalmente, el DNA purifica-
do fue secuenciado en ambas direcciones al
mismo tiempo y las secuencias fueron alineadas
mediante LI-COR software (ALIGN IR ver. 2.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las longitudes de las secuencias de la region
ITS variaron entre 401 y 548 pares de bases.
Todas las secuencias, excepto dos, alcanzaron
una similitud aceptable (97% de al menos 401
pares de bases) con alguna secuencia depositada
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previamente en el GenBank. Un total de 13 espe-
cies fueron identificadas, seis de ellas fueron ais-
ladas exclusivamente desde P. nmigra, cuatro
Unicamente desde P. X euramericana y tres fue-
ron encontradas en ambos hospedantes [(Lewia
infectoria (Fuckel) ML.E. Barr & E.G. Simmons
(anamorph: Alternaria infectoria E.G. Simmons),
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. y Epicoccum
nigrum Link)|. Si bien, aunque A. alternata fue
encontrada en ambos hospedantes fue mas fre-
cuente en P. nigra (p<0,03; test de Fisher) (Tabla
1). Las especies aisladas exclusivamente de P
nigra fueron Alternaria spp., Aureobasidium
pullulans (de Bary) G. Arnaud, Cryptodiaporthe
salicella (Fr.) Petr., Fimetariella rabenhorstii
(Niessl) N. Lundq., Plagiostoma fraxini (Redlin
& Stack) Sogonov y Stemphylium vesicarium
(Wallr.) E.G. Simmons. Por otro lado, Athelia
bombacina Pers., Biscogniauxia mediterranea
(De Not.) Kuntze, Cytospora chrysosperma
(Pers.: Fr.) Fr. (teleomorph: Valsa sordida
Nitschke) y una especie no identificada sélo fue-
ron aisladas desde P. x euramericana. De todos
ellos C. chrysosperma fue el aislamiento mas fre-
cuente encontrandose en siete de los nueve arbo-
les del clon 1-214, lo que indica una frecuencia
significativamente superior que la total ausencia
en P. nigra (p<0,01; test de Fisher) (Tabla 1).

e Abundancia relativa (%)
. Similaridad ; ;

Especie (%) Populus nigra Populus x euramericana

Pnl| Pn2 | Pn3 Mean Px1 | Px2 | Px3 Mean
Alternaria alternata 99 -100 |33,3| 25 25 (27.8+28 | 0 25 0 8,3+38,3
Alternaria spp. 100 0| 83 0| 28+28 0 0 0 0
Athelia bombacina 99 0 0 0 0 0 0 83 | 2,8+28
Aureobasidium pullulans 100 16,7 8,3 0| 83+438 0 0 0 0
Biscogniauxia mediterranea 100 0 0 0 0 0 | 8,3 0 2,8+2.8
Cryptodiaporthe salicella 99 0 0 83]128+x28 | 0 0 0 0
Cytospora chrysosperma 99-100 | O 0 0 0 66,7\ 83 | 75 50 £21
Epicoccum nigrum 99 — 100 0 0 33,3|11,1 11,1 O |16,7| 8,3 | 8,6+4,8
Fimetariella rabenhorstii 98-99 0 25 0| 83+83 0 0 0 0
Plagiostoma fraxini 97 0 83| 83| 56+28 0 0 0 0
Lewia infectoria 99-100 | 25| 25 25 25+0 33,3| 25 83 |222+73
Stemphylium vesicarium 99 16,7 O 0| 56%£56 0 0 0 0
No identificado 0 0 0 0 0 |16,7 0 5,656

Tabla 1. Distribucion y abundancia relativa de las especies fungicas aisladas en el estudio. El porcentaje de similari-
dad es respecto al taxon mds cercano del GenBank. La abundancia relativa (%) corresponde al aislamiento de una

especie desde las 12 ramas muestreadas en cada parcela
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Los resultados de este estudio muestran que las
comunidades de hongos enddfitos difieren entre P,
nigra 'y el hibrido del clon 1-214, ya que solo tres
de las trece especies encontradas fueron comunes
a ambos hospedantes. Precisamente las tres espe-
cies comunes a ambos hospedantes pueden ser cla-
sificadas como especies generalistas (SCHULZ &
BoyLE, 2005). Esta diferenciacién de la comuni-
dad fiingica entre ambos hospedantes es atin mas
resefiable teniendo en cuenta que el clon 1-214
comparte un 50% de la carga genética del P, nigra.

A. pullulans fue aislado exclusivamente
desde P. nigra, si bien este ha sido previamente
encontrado en P. x euramericana (clone 1-214)
(MARTIN-GARCIA et al., 2011), por lo que es pro-
bable que hubiera sido aislado en P. x eurameri-
cana en este estudio si se hubiese incrementado
el tamafo muestral. Dos de las especies aisladas
en las choperas autdctonas (F. rabenhorstii y S.
vesicarium) no habian sido identificadas previa-
mente en P X euramericana (CALLAN, 1998;
GINNS, 1986; MARTIN-GARCIA et al., 2011),
Populus tremula (SANTAMARIA & DIEZ) o géne-
ros que comparten el mismo héabitat como Salix
sp. (PETRINI & FISHER, 1990) y Alnus sp. (FISHER
& PETRINI, 1990). A su vez, C. salicella parece
ser una especie tipica de habitat riparios, ya que
ha sido aislada con anterioridad en Salix sp.
(GINNS, 1986), Alnus sp. (GINNS, 1986), Populus
tremuloides (CALLAN, 1998; GINNs, 1986), P
trichocarpa (CALLAN, 1998; GINNS, 1986) y P.
canadensis (P. deltoides x nigra x eugenei)
(GINNS 1986). Finalmente, P. fraxini no parece
ser un endofito especifico de los géneros
Fraxinus sp. y Chionanthus sp., como habia
sido sugerido (SoGoNoV et al., 2008).

Por otro lado, las especies encontradas en las
plantaciones monoclonales, excepto A. bombaci-
na, han sido previamente aisladas desde otras
especies de arboles. Asi, C. chrysosperma fue
aislada desde Populus tremuloides (CALLAN,
1998), P. tremula (SANTAMARIA & Digz, 2005), P
balsamifera (CALLAN, 1998), P. trichocarpa
(CALLAN, 1998), Populus hybrid (CALLAN, 1998)
y Eucalyptus grandis (BETTUCCI & ALONSO,
1997). De igual modo, PETRINI & FISHER (1990)
encontraron Cyfospora sp. colonizando Salix
fragilis. B. mediterranea es considerada una
especie generalista ya que ha sido aislada desde
otros muchos géneros (NUGENT et al., 2005).
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Aunque la mayoria de los hongos aislados en
este estudio pueden ser clasificados como “ver-
daderos enddfitos”, tres especies (S. vesicarium,
B. mediterranea 'y C. chrysosperma) pueden ser
considerados como patogenos de debilidad
detectados en su fase de latencia, ya que fueron
aislados desde tejidos sin sintomas de enferme-
dad. S. vesicarium es un patdgeno capaz de cau-
sar graves danos en peral (Rossi & PATTORI,
2009) y en cultivos de cebolla (AVELING &
SNYMAN, 1993), sin embargo hasta la fecha no
habia sido identificada sobre chopos. B. medite-
rranea aunque generalmente se presenta como
un hongo enddfito en arboles sanos, ocasional-
mente se convierte en un agente patégeno bajo
condiciones de estrés hidrico (NUGENT et al.,
2005). C. chrysosperma es conocido por ser el
tipico patdégeno de debilidad de chopos, aunque
bajo ciertas condiciones es capaz de generar gra-
ves dafios (WORRALL et al., 2008).

La presencia de C. chrysosperma tnicamente
en las plantaciones monoclonales podria ser debi-
do al origen de los plantones del hibrido o a dife-
rencias en la susceptibilidad de las distintas espe-
cies de chopo hacia este patogeno de debilidad.
Todos los arboles de cada una de las plantaciones
monoclonales es muy probable que procediesen de
un mismo ortet, por lo que si la cepa madre hubie-
se estado infectada por Cytospora, todos los plan-
tones utilizados en la plantacion probablemente
fuesen ya portadores de este hongo en su fase
latente. Por otro lado, es bien conocido que las dis-
tintas especies de chopos, incluso sus clones, pre-
sentan diferentes grados de susceptibilidad. Por
ejemplo, P. trichocarpa es mas susceptible a C.
chrysosperma que P. X canadensis (syn. P. X eura-
mericana) (BLOOMBERG, 1962a,b), mientras que
ALONSO et al. (2000) demostraron que la suscepti-
bilidad de P. x euramericana a C. chrysosperma
variaba segun el clon.

CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que las comuni-
dades fungicas de enddfitos varian entre las cho-
peras autoctonas (P. nigra) y las plantaciones
monoclonales de hibridos (P. x euramericana
clone 1-214). Estos resultados deben ser consi-
derados como preliminares y nuevos estudios
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sobre los hongos endofitos de hojas, madera y
raices deben ser llevados a cabo para evaluar el
riesgo que supone la disminucion de las chope-
ras autéctonas y la posible pérdida de variabili-
dad genética debida a la introgresion ocasionada
por las plantaciones monoclonales.
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