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 La dehesa es un ecosistema muy importante en el suroeste de la Península Ibérica tanto 

por la gran extensión que ocupa, alrededor de 1,3 millones de hectáreas en Extremadura, como 

desde un punto de vista social, ecológico y económico. Los tres componentes esenciales de la 

biocenosis de este ecosistema, y sobre los que más se ha estudiado, son el ganado (doméstico y 

silvestre), el estrato arbóreo y al estrato herbáceo. Sin embargo, existe un cuarto componente, la 

micoflora endofítica que, aunque no se le haya prestado especial atención, tiene gran importancia 

en muchos aspectos de la producción vegetal y animal de la dehesa, e influye en gran medida 

sobre los otros tres componentes. Los hongos endofíticos, que aparecen en el interior de la mayor 

parte de los vegetales, durante todo o parte de su ciclo vital, en numerosas ocasiones provocan 

un efecto beneficioso sobre las plantas hospedantes, aumentando su valor adaptativo, 

particularmente en condiciones de estrés y protegiéndolas frente a enfermedades y/o patógenos. 

Esto hace que en muchos casos tengan una gran influencia sobre las producciones de la biomasa 

herbácea y la calidad de éstas, alterando las características bromatológicas y nutritivas o 

produciendo sustancias tóxicas para el ganado. 

 Por tanto, viendo la importancia del ecosistema dehesa en el suroeste peninsular y la gran 

influencia de los endófitos sobre las producciones herbáceas y las calidades de éstas, los 

principales objetivos del presente trabajo fueron: (1) Identificar y caracterizar la micobiota 

endofítica de dos especies de leguminosas características de los pastos de la Dehesa Extremeña y 

determinar cómo influyen los factores edafoclimáticos y la especie hospedante sobre su 

abundancia y diversidad específica; (2) Determinar la influencia de las especies endofíticas más 

abundantes sobre la producción y determinados parámetros de calidad del pasto (proteína, fibra, 

lignina, digestibilidad, nutrientes, etc.); (3) Evaluar el efecto antagonista de hongos endofíticos 

sobre algunos patógenos fúngicos y analizar la influencia de la asociación endófito-patógeno en 

su patogenicidad en planta (Lolium rigidum), producción de materia seca y calidad del forraje. 

 Para ello se procedió a la recolección de muestras de Trifolium subterraneum y 

Ornithopus compressus de cinco deheses de Badajoz y cinco dehesas de Cáceres, con 

condiciones ambientales diversas. Estas muestras se esterilizaron y se sembraron en placas Petri, 

de donde se aislaron los endófitos. Se identificaron molecularmente y morfológicamente. De 

todos estos endófitos se seleccionaron los más característicos y se inocularon sobre Trifolium 

subterraneum, Ornithopus compressus y Poa pratensis en condiciones de invernadero, y además 

sobre T. subterraneum en condiciones de campo. Justo antes de la floración se procedió a su 

recolección, para determinar el contenido en biomasa radicular y aérea, parámetros de calidad, 

contenido en cenizas y minerales. Por último para ver el efecto antagonista del endófito sobre 
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dos patógenos (Biscogniauxia mediterranea y Fusarium moniliforme) se realizó un ensayo en el 

que se vio el efecto del filtrado de los hongos endófitos sobre el crecimiento de los patógenos 

considerados y la germinacion de esporas de Fusarium moniliforme. Posteriormente se realizó un 

ensayo en condiciones de invernadero sobre Lolium rigidum para ver el efecto de la asociación 

endófito-patógeno y cómo influye en la calidad del forraje. 

 De todos estos ensayos realizados se obtuvieron los siguientes resultados: con respecto a 

los ensayos de diversidad endofítica, se identificó que la mayoría de los hongos obtenidos en 

Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus pertenecieron al phylum Ascomycota, 

presentando una gran abundancia y riqueza de especies. Las clases más ricas y abundantes 

fueron Dothideomycetes y Sordariomycetes. De ambas especies analizadas se obtuvieron un 

total de 773 y 726 aislados respectivamente, que correspondieron con 54 y 61 genotipos cada 

una. En los dos hospedantes analizados, tanto la zona muestreada (y algunas de sus condiciones 

edafoclimáticas) como el tipo de tejido analizado (hojas y tallos) tuvieron una influencia 

significativa sobre la diversidad y la riqueza endofítica. En cuanto a la influencia del endófito 

sobre la producción y calidad del pasto, gran parte de la micoflora endofítica estudiada, tanto en 

Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus como en Poa pratensis, presentaron un efecto 

positivo sobre las plantas en las que habían sido inoculados. Es el caso del endófito 

Chaetosphaeronema sp., que aumentó el contenido en biomasa forrajera de T. subterraneum en 

condiciones de campo en un 80 %, mientras que Epicoccum nigrum provocó un descenso en la 

acumulación de Pb en T. subterraneum y O. compressus del 80 y 38 %, respectivamente. Dicho 

efecto dependió de la asociación endófito-hospedante y de las condiciones ambientales. Por 

último referente a la influencia del endófito sobre el patógeno y sobre su severidad en 

condiciones in vitro y en planta, ciertos endófitos se pueden comportar como antagonistas de 

hongos patógenos afectando a alguna de sus características fisiológicas y fitopatógenas, tales 

como el crecimiento miceliar, severidad y daños en la producción y calidad del forraje. Como es 

el caso del crecimiento miceliar de Fusarium moniliforme, que fue limitado por Sordaria 

fimicola y Paecilomyces variotii (15,46 y 27,42 %, respectivamente), y el de Biscogniauxia 

mediterranea por los endófitos Trichoderma gamsii, Paecilomyces variotii y Penicillium 

chrysogenum (20,50, 56,71 y 51,68 %, respectivamente), en condiciones in vitro. Por tanto, se 

concluye que la utilización de endófitos puede ser una buena estrategia de mejora de la 

producción vegetal en especies de pasto, o de su calidad bromatológica para hacer frente a 

posibles deficiencias de nutrientes o problemas de toxicidad, o protegiendo las plantas ante 

diversos agentes. 
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 The dehesa is a very important ecosystem in the southwest of the Iberian Peninsula due to 

the large area it extends, around 1.3 million hectares in Extremadura, and from a social, 

ecological and economic point of view. There are three essential components of the biocenosis in 

this ecosystem, which have been very studied, livestock (domestic and wild animals), trees and 

herb layer. However, there is a fourth component (endophytic micobiota), which tradiotionally 

has not received much attention. Endophytes can affect largely many aspects of plant and animal 

production in dehesas, and they can affect greatly  the other three components. Endophytic fungi 

inhabit the inner tissues of most of plants, during all or part of their life cycle. Many times they 

cause a beneficial effect on host plants, increasing their adaptive value, particularly under 

stressful conditions and protecting them against pest and/or diseases. This means that in many 

cases, they have a great influence on the biomass production and nutritive value of forage, by 

altering bromatological and nutritional characteristics or producing toxic substances for 

livestock.  

 Therefore, due to the importance of the dehesa ecosystem in southwestern Spain and the 

great influence that endophytes can have on grass productions and nutritive value of forage, the 

main objectives of the present study were: (1) to identify and characterize the endophytic 

mycobiota occurring in two legume species characteristics in dehesas of Extremadura and to 

determine how abundance and diversity are affected by edafoclimatic factors and host species. 

(2) To determine the influence of a collection of endophytic species on biomass yield and 

nutritive value of the forage (protein, fiber, lignin, digestibility, nutrients, etc.) in pasture species; 

and (3) to assess the antagonistic effect of endophytic fungi on several fungal pathogens and to 

analyze the influence of endophyte-pathogen interactions in plant pathogenicity, dry matter 

productivity and forage quality in plants of Lolium rigidum. 

 For this purpose Trifolium subterraneum and Ornithopus compressus plants were 

collected from ten dehesas (five in the province of Badajoz and five in the province of Cáceres) 

with different environmental conditions. These samples were surface sterilized and placed in 

Petri dishes, where endophytes were isolated from. They were identified by both morphological 

and molecular methods. From all these endophytes, those more characteristic were selected and 

inoculated in plants of Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus and Poa pratensis under 

greenhouse conditions, and also in plants of T. subterraneum under field conditions. Before 

flowering, plants were harvested and carried to laboratory where the dry biomass of both herbage 

and root system, nutritive value parameters, and minerals content were determined. Finally the 

antagonistic effect of endophytes on two pathogens (Biscogniauxia mediterranea and Fusarium 
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moniliforme) was evaluated in vitro by analyzing the effect of endophytic filtrates on the 

mycelial growth of both pathogens and on the spore germination of Fusarium moniliforme. In 

addition, an in planta test was carried out under greenhouse conditions on Lolium rigidum to 

evaluate the effect of the endophyte-pathogen association and how it affects biomass yield and 

forage quality. 

The experiments showed the following results: regarding the endophytic mycobiota 

associated to these two legume species,  most of the fungi identified in Trifolium subterraneum 

and Ornithopus compressus belonged to the phylum Ascomycota, and it presented a great 

abundance and species richness. The richest and most abundant classes were Dothideomycetes 

and Sordariomycetes. Both legume species accounted a total of 773 and 726 isolates, 

respectively, which corresponded to 54 and 61 genotypes, respectively. In both hosts analyzed, 

the sampled area (and several of the edafoclimatic conditions) and the tissue type analyzed 

(leaves and stems) had a significant influence on the diversity and richness of endophytes. 

Regarding the influence of endophytes on biomass yield and nutritive value of the forage, many 

of the fungal endophytes presented a positive effect on plants of Trifolium subterraneum, 

Ornithopus compressus and Poa pratensis. That was the case of the endophyte 

Chaetosphaeronema sp. which increased the forage yield around a 80% in T. subterranum under 

field conditions; while Epicoccum nigrum caused a decrease in the accumulation of Pb in the T. 

subterraneum and O. compresus forage in a 80 and 38 %, respectively. These effects depended 

on the endophyte-host interaction and environmental conditions. Finally regarding the 

antagonistic effects of endophytes on pathogens in vitro, and the association endophye-pathogen 

in plants, the results indicated that several of the endophytes showed an antagonistic behaviour 

against the pathogenic fungi studied, affecting some of their physiological traits, such as 

mycelial growth, severity and damage on forage productivity and nutritive value characteristics. 

For instance, the mycelial growth of Fusarium moniliforme was limited by Sordaria fimicola and 

Paecilomyces variotii (a 15.46 and 27.42 %, respectively), and the growth of Biscogniauxia 

mediterranean by the endophytes Trichoderma gamsii, Paecilomyces variotii and Penicillium 

chrysogenum (a 20.50, 56.71 and 51.68 %, respectively) in in vitro conditions. Therefore, it can 

be concluded that the use of endophytes can be a good strategy for the improvement of plant 

production in pasture species, or of nutritive value of their forage, by addressing potential 

nutrient deficiencies or toxicity problems, or protecting plants agains diverse agents. 
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1.1. El ecosistema dehesa. 

1.1.1. Aspectos generales. 

 El presente trabajo se encuadra en la dehesa, pudiendo ser definida como un ecosistema 

agrosilvopastoral en el que conviven fundamentalmente especies herbáceas y arbóreas en 

ambientes mediterráneos semiáridos, cuyos recursos son utilizados por animales domésticos y/o 

cinegéticos en régimen extensivo, con respeto al medio ambiente y a su sostenibilidad (Olea et 

al., 2004). Respecto a su extensión geográfica, en la Península Ibérica es uno de los ecosistemas 

más importantes debido en parte a la gran superficie que domina. Esta superficie varía según 

diferentes autores debido a la diferente interpretación del concepto dehesa. Olea et al. (2005) 

indicaron una superficie de 3,5 - 4 millones de hectáreas en la Península Ibérica, de las cuales 

1,30 millones están situadas en Extremadura. Por otra parte, en el Plan Español de Dehesas 

(Barba et al., 2008) se indica que la dehesa se extiende por 5,74 millones de hectáreas, aunque 

esta superficie se refiere a "zonas adehesadas" que incluyen un mayor número de ecosistemas 

que lo que conocemos como "dehesa típica". 

 En el suroeste de la Península Ibérica, el ecosistema dehesa se caracteriza por un clima 

semiárido mediterráneo con veranos calurosos y secos e inviernos relativamente fríos 

(temperatura media de las mínimas del mes más frío entre 1º y 6 ºC, según Le Houerou, 1975) y 

húmedos (Olea et al., 1991). La pluviometría interanual es muy irregular, oscilando entre 400 - 

800 mm, y claramente estacional, siendo más elevada en otoño y primavera. Desde el punto de 

vista geológico, las dehesas extremeñas se enmarcan principalmente dentro del dominio 

cambriano, precámbrico y silúrico del Paleozoico, formadas por pizarras y afloramientos de tipo 

eruptivo (Olea et al., 1987). Aparecen también recubrimientos posteriores correspondientes al 

Terciario, ocupando un área pequeña y en menor grado del Cuaternario. Las dehesas extremeñas 

se asientan principalmente sobre suelos ácidos, procedentes de sustratos pizarrosos y graníticos, 

encuadrados dentro de las denominadas "tierras pardas meridionales". Suelen ser suelos poco 

profundos, fácilmente erosionables, con escaso contenido en materia orgánica, pH entre 5 - 6, y 

especialmente pobres en fósforo, nitrógeno y en suelos graníticos, también en calcio (Olea y 

Paredes, 1997). 
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1.1.2. Componentes de la biocenosis. 

 Gran parte de la literatura relacionada con la dehesa coincide en destacar al ganado 

doméstico y silvestre, al estrato arbóreo y herbáceo como los tres componentes esenciales de la 

biocenosis de este ecosistema (San Miguel-Ayanz, 1994). Respecto a la ganadería doméstica, se 

suelen explotar razas ganaderas autóctonas que se encuentran perfectamente adaptadas al medio 

en el que viven y que presentan una buena rusticidad. El ganado ovino es la especie que 

tradicionalmente se ha utilizado en los pastos de dehesa para producción cárnica y lechera. 

Además de ésta, también se puede encontrar ganadería bovina y caprina, éstas complementadas 

con la montanera del cerdo, principalmente de raza ibérica. Las especies silvestres más 

abundantes son las de caza menor como la perdiz, conejo, liebre, paloma, etc.; la caza mayor, de 

menor abundancia, está representada principalmente por ciervos y jabalís. En cuanto al estrato 

arbóreo, las especies más características de la dehesa son la encina (Quercus ilex L. ssp. ballota) 

y el alcornoque (Quercus suber L.), presentándose en ocasiones quejigos (Quercus faginea L.) 

en las zonas de mayor humedad. Aparte de sus funciones productivas, su principal labor es 

proporcionar estabilidad ecológica, económica e incluso social al sistema. Aprovechándose 

además como recurso forrajero ya sea mediante ramoneo, forraje o frutos, con producciones 

medias entre 100 y 800 kg ha
-1

 (Olea y San Miguel-Ayanz, 2006). 

 El componente principal, fundamental e ineludible de la dehesa es el estrato herbáceo; 

florísticamente es muy variado, abundando especies mayoritariamente terofíticas (la producción 

se concentra en primavera-otoño, y casi nula en verano), compuesto casi exclusivamente por 

anuales, cuyos principales atributos son: un pequeño porte, su carácter efímero (agostamiento 

precoz) (Fernández y Porras, 1998), su extensividad (suele cubrir la mayor parte de la 

superficie), su persistencia (dan lugar a una población de semillas que permanece latente en el 

subsuelo y germina, en parte, todas las otoñadas) y su protagonismo (ni son todos los años las 

mismas, ni durante su ciclo su papel e importancia es el mismo) (Granda y Prieto, 1991). La 

diversidad específica del pasto natural en las dehesas de Extremadura es muy elevada, 

destacando por su abundancia e importancia pascícola las siguientes especies: entre las 

gramíneas, Lolium rigidum Gaud., Dactylis glomerata L. y Poa bulbosa L. y entre las 

leguminosas, Trifolium subterraneum L., Ornithopus compressus L. y Biserrula pelecinus L.. 

Las producciones medias anuales según Olea y San Miguel-Ayanz (2006) pueden cifrarse en 

1.440 kg M.S. ha
-1

 año
-1

. No obstante las producciones presentan unas grandes oscilaciones, 

entre 600 y 3.500 kg M.S ha
-1

 año
-1 

según Martín-Bellido et al. (1986), debido a diferentes 

factores edafoclimáticos, entre los que destacan la textura, la profundidad del suelo, la capacidad 
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de retención hídrica, la pluviometría (especialmente la de otoño) y el frío invernal (Olea et al., 

1986). Por lo general, en un año medio, con lluvias de otoño y primavera medias, la producción 

se reparte: 20 % en otoño, 12 % en invierno y 68 % en primavera. Por lo contrario, en años en 

que los otoños son secos, casi la totalidad de la producción es obtenida en primavera (Olea et al., 

1986). Los pastos naturales de dehesa tienen en general una baja calidad, condicionando la 

producción animal y el sistema de manejo. Olea y San Miguel-Ayanz (2006) analizaron la 

calidad del pasto, obteniendo unos valores medios de 10,3 % de proteína bruta (PB); 55,2 % de 

digestibilidad de la materia orgánica (DMO) y un porcentaje de leguminosas de 8,5 %. Además, 

la evolución de la calidad puede ir variando a lo largo del año partiendo en otoño e invierno con 

unos niveles de proteína bruta del 17 y 18 % y presentando una gran reducción en febrero, 

alcanzando unos niveles de 13-14 %; otra reducción significativa se inicia en abril, siendo 

progresiva hasta el secado completo del pasto en junio, donde se llegan a alcanzar mínimos entre 

6,5 y 7 %. La digestibilidad in vitro de la materia orgánica (DMO) de estos pastos parte de 

niveles entre 56 y 58 % en otoño, invierno y principios de primavera, sufriendo una fuerte 

disminución a partir de final de abril cuando ocurre la plena floración, llegando a niveles del 44 

% cuando el pasto está totalmente seco (Osorio, 1972). 

 

1.1.3. Principales especies herbáceas del pasto de dehesa utilizadas en el trabajo. 

Trifolium subterraneum 

 El trébol subterráneo (Trifolium subterraneum L.) es una leguminosa de origen 

mediterráneo que presenta la capacidad de auto-regeneración anual. Se produce de forma natural 

en los pastizales y dehesas del suroeste de España en suelos ácidos. Esta leguminosa es la más 

importante en implantaciones de praderas, siendo utilizada tanto sola como mezclada con otras 

especies, tanto en España como en otros países con climas templados o Mediterráneos, como 

Australia, el sur de América Latina, el sur de Europa, el noroeste y sureste de Estados Unidos, 

Nueva Zelanda, Sudáfrica, Japón, etc. (Frame et al., 1998). Hay muchos factores que afectan al 

crecimiento, la producción de biomasa, la calidad bromatológica, la persistencia y la 

regeneración de T. subterraneum. Las condiciones climáticas, especialmente las precipitaciones 

durante la estación de crecimiento, son sin duda, el factor más importante (Bolger et al., 1993), 

pero la fertilidad del suelo (Saul et al., 1999), la competencia con otras especies de plantas 

(Conning et al., 2011), el sombreamiento (Kyriazopoulos et al., 2012), el manejo del ganado 

(Ates et al., 2013) y las plagas y enfermedades (Simpson et al., 2011) también pueden llegar a 
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tener una gran influencia en estos parámetros. Esta especie produce una cantidad de biomasa 

herbácea relativamente abundante y con una alta calidad para la alimentación del ganado, con 

valores de 2.330 - 3.550 kg ha
-1 

de materia seca y un contenido de proteína bruta (PB) alrededor 

de 15 a 19 % (García-Criado et al., 1986). Además, presenta una alta palatabilidad y 

digestibilidad debido a su bajo contenido relativo en fibra y lignina, con valores promedio de 

fibra neutro detergente (FND), fibra ácido detergente (FAD) y lignina ácido detergente (LAD) de 

26,8; 21,8 y 3,23 %, respectivamente (García-Ciudad et al., 1985). 

 

Ornithopus compressus 

 La Serradela amarilla (Ornithopus compressus L.), es una especie anual de pasto de 

origen mediterráneo. Es endémica de los pastizales del suroeste de España, debido a su 

adaptación al clima mediterráneo y tolerancia a suelos arenosos y ácidos que contienen bajos 

niveles de materia orgánica. Debido a su carácter pionero, además de su capacidad como 

leguminosa de modificar la estructura del suelo y fertilidad, ha sido ampliamente utilizada para 

la recuperación de suelos degradados (Sandoval et al., 2011). Aunque muy variables debido a la 

irregularidad interanual típica del clima mediterráneo, su rendimiento forrajero oscila entre 2.200 

- 6.000 kg ha
-1

 (Frame et al., 1998; Ovalle et al., 2006). Esta especie produce forraje con 

excelente valor nutritivo, con concentración alta en proteína bruta y digestibilidad. Los valores 

reportados en la etapa de plena floración son: PB de 21,7 a 29 % de materia seca, FAD de 18,8 a 

23,1 % de materia seca, y niveles de energía metabolizable de 11,2 a 12,0 MJ kg
-1

 de materia 

seca (Frame et al., 1998). Por esta razón, es utilizada comúnmente para la alimentación animal. 

Se ha utilizado como forraje sembrado en su espacio europeo nativo, pero también se ha 

introducido a otras zonas de clima mediterráneo, principalmente en Chile (Del Pozo y Ovalle, 

2009) y Australia (Bolland y Gladstones, 1987; Nichols et al., 2012). Es mayormente utilizada 

en Australia donde se cultiva sola o mezclada con serradela rosa o francesa (Ornithopus sativus 

Brot.), trébol subterráneo (Trifolium subterraneum L.), y/u otros tréboles y especies de Biserrula 

(Frame et al., 1998; Anonymous, 2001). 

 

Lolium rigidum 

 El vallico, Lolium rigidum Gaud., es una gramínea forrajera anual espontánea, que se 

encuentra de forma natural en los pastos de dehesa (Santamaría et al., 2014), y que presenta muy 

buena capacidad adaptativa a condiciones de secano. Es una planta alógama autoincompatible 
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(Fearon et al., 1983), por lo que presenta polinización cruzada, diploide y con elevada 

variabilidad genética (Powles, 1995). Es una especie muy polimórfica, en la que se reconoce al 

menos dos subespecies: Lolium rigidum subsp. rigidum muy extendido por la cuenca 

mediterránea y Lolium rigidum subsp. rottbolloides limitado a las zonas costeras orientales del 

Mediterráneo (Terrel, 1968). También se cultiva principalmente en el sur de Australia e Italia 

para pastoreo invernal (Terrell, 1968; Bullita, 1976). En nuestro país su uso no ha llegado a 

generalizarse por considerarla en principio una planta que puede infectar los campos y tierras 

agrícolas. Su interés radica en la calidad del forraje (Oliveira y López, 1999). La producción de 

forraje es variable y difícil de predecir, tanto la cuantía como el momento del aprovechamiento, 

ya que aquélla dependerá de la abundancia y del buen reparto de las precipitaciones, al igual que 

de la fertilidad del suelo, siendo más elevada cuanto mayor sean ambas. En nuestras condiciones 

las producciones pueden oscilar de 1.500 a 5.000 kg ha
-1

 de materia seca, presentado un 

contenido de materia orgánica de 85,5 %; proteína bruta de 15,6 % y fibra bruta 10,1 % (Oliveira 

y López, 1999). 

 

Poa pratensis 

 El pasto azul de Kentucky (Poa pratensis L.) es una hierba nativa perenne común en 

Europa, Asia, América del Norte y el norte de África. Su variabilidad ecológica le permite 

adaptarse a los climas fríos de invierno (Reader et al., 1994), lo que explica su capacidad de 

crecer en diversas condiciones y diferentes latitudes. En las zonas del Mediterráneo, por ejemplo, 

es común encontrarla en praderas permanentes, prados, bosques abiertos, praderas y zonas 

alteradas. Debido a su alta capacidad adaptativa, ha sido ampliamente cultivada en climas 

templados como forraje y césped. Como forraje, sus rendimientos oscilan desde 4.100 a 10.400 

kg ha
-1

, en función de las condiciones del medio ambiente (Dürr et al., 2005). Varios estudios se 

han centrado en diferentes calidades del forraje de P. pratensis (Dürr et al., 2005; Holman et al., 

2007). Se ha indicado que el contenido de proteína bruta varía entre 7,6 - 26,6 %, y el contenido 

de fibra neutro detergente desde 43,5 a 58,7 %. Sin embargo, en las zonas mediterráneas, la 

productividad de forraje es baja, a pesar de su alta calidad nutritiva. Como cultivo forrajero, se 

pueden sembrar sola o mezclada con otras gramíneas o leguminosas como el trébol blanco 

(Trifolium repens L.) (Murphy et al., 1997). Las condiciones climáticas, especialmente la 

precipitación durante la estación de crecimiento, son los factores más importantes que afectan al 

crecimiento, la producción de biomasa, los rasgos de calidad, la persistencia y la regeneración de 

P. pratensis (Croce et al., 2001). Sin embargo, la fertilidad del suelo (Hodge, 2004), la etapa de 
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crecimiento de la planta (Holman et al., 2007), y el fotoperiodo (Hay y Heide, 1983) pueden 

también afectar a estos parámetros. 

 

1.1.4. Estado fitopatológico del pasto de dehesa. 

 A las enfermedades criptogámicas de los pastos de dehesa no se le suelen prestar mucha 

atención, ya que al ser un pasto biodiverso siempre hay especies menos afectadas y raramente 

hay episodios epidémicos que afecten significativamente a la superficie de forma continua. Aun 

así, las distintas especies del pasto de dehesa también sufren el ataque de plagas y enfermedades. 

Según la bibliografía (Frame, 2006), Trifolium subterraneum es de todas las leguminosas, una de 

las menos propensas a padecer enfermedades. No obstante una de las enfermedades que le puede 

afectar es Phytophthora clandestina Taylor que provoca pudriciones en la parte radicular, 

afectando indirectamente al forraje, y que se encuentra tanto en condiciones de secano como de 

regadío (Taylor y Greenhalgh, l987). Otro conjunto de hongos que causan pudriciones 

radiculares pueden ser Pythium, Fusarium y Rhizoctonia spp., pero en realidad éstos son 

considerados como patógenos secundarios, es decir que suelen aparecer cuando la planta está 

debilitada, ya sea por las condiciones ambientales o por el ataque de otras plagas y/o 

enfermedades. Por otro lado, puede verse afectada por antracnosis, causada por Kabatiella 

caulivora Kirchn., que provoca quemaduras en la parte aérea, causando graves daños (Frame, 

2006). En estaciones de primavera con gran humedad y temperaturas altas es frecuente la 

presencia del oídio (Erysiphe polygoni Dc.). También pueden padecer virosis que afectan a la 

superficie foliar, producción y rendimiento de semilla en planta. Estos virus (virus del mosaico 

amarillo, moteado del trébol subterráneo, el virus del enanismo, etc.) son generalmente 

transmitidos por áfidos que actúan como vectores (Jones, l992; Helms et al., l993). En cuanto a 

las plagas, los ácaros (Halotydeus destructor Tucker, Acyrthosiphon kondai Shinji.) pueden 

afectar a la supervivencia del conjunto plántula-semillas. En Ornithopus compressus la 

producción de semillas se puede ver afectada gravemente por la presencia de un lepidóptero 

(Heliothis punctigera Wallengren) que se alimenta de ella. Respecto a las gramíneas que 

intervienen en el estudio, en el caso de la floración de Lolium rigidum puede ser afectada por el 

hongo Fusarium moniliforme (Gladys et al., 1999), mientras que Poa pratensis, según la 

bibliografía consultada (Frame, 2006), no suele presentar enfermedades problemáticas. 

 Como en un ecosistema se producen interacciones continuas entre los diferentes 

componentes de la biocenosis, tampoco se pueden obviar las enfermedades que afectan al estrato 
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arbóreo, que muchas veces también pueden afectar al estrato herbáceo o actuar éste como 

reservorio de propágulos. En este sentido, la enfermedad más importante que ahora mismo afecta 

al arbolado es la denominada como “seca”. Esta enfermedad que provoca el decaimiento y 

muerte de encinas y alcornoques, ha sido asociada con el hongo Phytophthora cinnamomi 

(Camilo-Alves et al., 2013; Pérez-Sierra et al., 2013). No obstante, la “seca” parece un síndrome 

complejo en el que, además de agentes bióticos, parecen estar implicadas las condiciones 

ambientales y de manejo (Sánchez et al., 2002). Este síndrome se manifestándose principalmente 

en dehesas marginales donde existe baja fertilidad, con sequias, demasiada humedad, etc. Las 

dehesas donde se realiza un mal mantenimiento del terreno, como roturaciones del estrato 

arbustivo o laboreo cada cierto periodo de años, hace que el terreno se degrade y el árbol sea más 

vulnerable ante cualquier otro problema biótico o abiótico. Otra enfermedad importante es el 

chancro carbonoso, causada por el hongo Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze. Es un 

hongo Xylareaceo que en hospedantes, especialmente del género Quercus, sometidos a estrés 

ambiental, es capaz de colonizar el xilema y la corteza, induciendo la necrosis y la formación del 

chancro (Henriques et al., 2015). 

 Dentro de los patógenos fúngicos del estrato arbóreo y herbáceo vamos a describir en 

más profundidad los siguientes por haber sido utilizados en el presente trabajo debido a su 

importancia: 

Biscogniauxia mediterranea 

 Conocido como chancro carbonoso, es un hongo Xylaraceo que a lo largo de su vida se 

comporta como endófito en ramas, cortezas, hojas y en menor medida en madera. Pero en 

hospedantes sometidos a estrés ambiental, es capaz de colonizar el xilema y la corteza, 

induciendo la necrosis y la formación del chancro. Es un patógeno que afecta a una amplia gama 

de hospedantes leñosos, en particular al género Quercus (Vannini et al., 2009). Se describió por 

primera vez en Portugal afectando al alcornoque (Quercus súber) (Baeta Neves, 1948; 1949; 

1954; Vieira Natividade, 1950). En España, la primera referencia del Chancro carbonoso fue en 

1963, identificado con el nombre Hypoxylon mediterraneum (De Not.) Ces. & De Not. (Torres, 

1985). Los últimos criterios taxonómicos, lo clasifican dentro del género Biscogniauxia 

perteneciente a la división Ascomycota. Debido a su importancia en la dehesa, y a que fue 

encontrado como endófito en especies de pasto, las cuales posiblemente actúan como reservorio 

del patógeno, se decidió estudiar una forma de control biológico, mediante la utilización de 

hongos endófitos, para limitar o disminuir estas fuentes adicionales de propágulos. 
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Fusarium moniliforme 

 Conocido por tener la capacidad de producir una gran cantidad de micotoxinas, entre 

ellas fumonisinas y zearalenonas, al igual que en otras especies del género, como F. solani 

(Mart.) Sacc. (Muneera et al., 2011). En nuestro caso F. moniliforme Sheld. ha sido citado por 

varios autores, produciendo moniliforminas, micotoxinas descubiertas por primera vez en 1970 

en maíz de E.E.U.U. por Cole et al. (1973). La moniliformina afecta al entorno del metabolismo 

de los glúcidos, inhibiendo además el mecanismo base de las enzimas (tiamina, piruvato 

deshidrogenasa, cetoglutarato deshidrogenasa, piruvato descarboxilasa y ácido acetohidroxi 

sintetasa). Al compartir todas estas enzimas un cofactor, se sugiere que la acción de la 

moniliformina se basa en el ataque a la Vitamina B (tiamina) (Soriano del Castillo, 2007). Todo 

esto puede provocar cáncer en el ganado (García Martínez, 2002). Además de esto existen otro 

tipos de especies como F. oxysporum Schltdl. y F. tricinctum (Corda) Sacc. las cuales afectan a 

plantas de interés agrícola. Este patógeno fue utilizado ya que se considera una enfermedad que 

afecta a la floración de Lolium sp. (Gladys et al., 1999) y es uno de los patógenos más 

importantes para el consumo humano y animal por su secreción de micotoxinas como 

zearalenona, tricotecenos y fumonisinas (Peraica et al., 1999). Además, este riesgo es reconocido 

por el Codex Alimentarius publicado por las organizaciones internacionales FAO, WHO y 

normativas sobre los límites que se deben establecer en cuanto a la presencia de las principales 

toxinas en los alimentos y materias primas en la Unión Europea (Soldevilla et al., 2005). Por 

tanto, como su control en especies de gramíneas parece muy conveniente, también se decidió 

estudiar una forma de control biológico, mediante la utilización de hongos endófitos. 
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1.2. Micobiota endofítica. 

1.2.1. Definición del término y diversidad endofítica. 

 Además de los tres componentes esenciales de la biocenosis del ecosistema dehesa 

expuestos anteriormente, existiría un cuarto componente, la micobiota endofítica, el cual ha sido 

muy poco estudiado en la dehesa, y que puede tener una gran importancia en bastantes aspectos 

de la producción vegetal y animal de este ecosistema. La micoflora o micobiota endofítica 

comprende a los hongos que se encuentran en el interior de la mayoría de las especies vegetales, 

sujetos a una evolución conjunta y que en la mayor parte de los casos no se tiene muy claro el 

papel que desempeñan en el sistema. 

El término "hongo endófito" ha sufrido una continua evolución en su definición desde 

que De Bary lo utilizó en el siglo XIX para "describir hongos que viven en el interior de las 

plantas" (De Bary, 1866). Más recientemente, Large (1940) y Carroll (1986) propusieron que 

además de vivir en el interior de las plantas, éstos tenían que infectar plantas aparentemente 

sanas sin causar síntomas, pudiendo así diferenciarlos de los hongos patógenos. Por otro lado 

Wilson (1995) fue más allá, definiéndolos como "hongos que, durante todo o parte de su ciclo 

vital, invaden los tejidos de plantas vivas y causan infecciones asintomáticas únicamente en los 

tejidos internos de la planta pero sin causar síntomas de enfermedad". Los primeros estudios 

sobre hongos endófitos fueron realizados a finales del siglo XIX donde las especies más 

estudiadas eran las gramíneas, en especial Lolium linicolum A.Br. y Lolium temulentum L. 

(Nestler, 1898; Neubauer y Remer, 1902). El interés por el estudio de los hongos endófitos sobre 

gramíneas tuvo un nuevo impulso a raíz de la observación de que L. temulentum no era 

consumido por los animales, y que esto era causado por la secreción de una toxina por parte de 

un hongo que vivía en su interior, impidiendo su ingesta (Kingsbury, 1964). Por otro lado, los 

estudios en otras familias diferentes de las gramíneas no comenzaron hasta los años 70. Se 

conocen hongos endófitos en todas las especies de plantas que han sido estudiadas, tanto en 

zonas tropicales y de clima templado, como desérticas o boreales (Schulz y Boyle, 2005; Higgins 

et al., 2006). 

 Estos organismos son muy abundantes, llegándose a encontrar en todas las especies de 

plantas que han sido analizadas con dicho propósito. Diversos estudios realizados han revelado 

su presencia en plantas pertenecientes al grupo de las algas (Hawksworth, 1988), musgos (Schulz 

et al., 1993), líquenes (Li et al., 2007), y plantas superiores tanto del estrato arbóreo (Bernstein y 

Carroll, 1977; Rodrigues, 1996; Collado et al., 1999; Santamaría y Diez, 2005; Arnold, 2007), 
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arbustivo (Shamoun y Sieber, 1993; Fisher et al., 1995), como del herbáceo (Schulz y Boyle, 

2005; Higgins et al., 2006; Porras-Alfaro et al., 2008). De los estudios realizados anteriormente 

al siglo XX, como media se identificaron 50 especies para cada especie vegetal (Stone et al., 

2004). Esto sufrió un cambio cuando aparecieron las técnicas moleculares, permitiendo que las 

especies estériles pudieran ser identificadas (Arnold et al., 2000). Con estas técnicas, los hongos 

identificados aumentaron significativamente. Estos endófitos se distribuyen con una gran 

diversidad específica, perteneciendo a numerosos órdenes y géneros; aunque la gran mayoría 

pertenecen a la división Ascomycota (Stone et al., 2004; Arnold y Lutzoni, 2007). 

 

1.2.2. Clasificación de los endófitos y sus formas de transmisión. 

 En general se han descrito cuatro tipos de hongos endófitos reflejando las diferencias en 

la relación evolutiva, taxonómica, plantas a las que hospedan y funciones ecológicas. Al primer 

tipo (o tipo I) pertenecen los endófitos denominados endófitos clavicipitáceos, que infectan 

principalmente gramíneas. Los otros tres tipos (tipos II, III y IV) pertenecen a los denominados 

endófitos no clavicipitáceos, que pueden ser obtenidos de diversos grupos de plantas y no sólo 

gramíneas, desde plantas no vasculares, helechos y plantas afines, coníferas y angiospermas. La 

mayoría de los estudios se han centrado en los endófitos clavicipitáceos dada su importancia e 

impacto agrícola (Wen-Jing et al., 2012), o han examinado conjuntamente los endófitos 

clavicipitáceos y no clavicipitáceos (Arnold, 2007). Antiguamente los endófitos no 

clavicipitáceos eran tratados como un único grupo, aunque ya se han separado en los tres 

anteriormente indicados. Esto era debido a la falta de conocimiento sobre la importancia 

ecológica de los endófitos no clavicipitáceos. 

 Los endófitos clavicipitáceos (endófito-C) representan un pequeño número de especies 

filogenéticamente relacionadas con una gran preferencia por el hospedante, que suelen ser 

especies de gramíneas, tanto de estaciones frías como cálidas (Bischoff y White, 2005). 

Normalmente estos endófitos se encuentran dentro de los brotes de las plantas, donde se 

producen las infecciones sistémicas intercelulares. La transmisión de estos endófitos 

principalmente es vertical, es decir, el hongo a través de la planta materna pasa a su 

descendencia a través de las semillas infectadas (Saikkonen et al., 2002). Las plantas colonizadas 

por lo general albergan abundantes aislados/genotipos del hongo (Wille et al., 1999). 

Frecuentemente este hongo confiere unas mejoras adaptativas a la especies que hospedan como: 

aumento de la biomasa vegetal, tolerancia a la sequía y producción de sustancias químicas 

https://www.researchgate.net/researcher/84490018_Wen-Jing_Wang
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tóxicas para los animales, disminuyendo la herbivoría (Clay, 1988). Sin embargo, los beneficios 

conferidos parecen depender de la especie hospedante, el genotipo del hongo y de las 

condiciones ambientales (Saikkonen et al., 1999; Faeth y Sullivan, 2003; Faeth et al., 2006). 

 Por otra parte, los endófitos no clavicipitáceos (endófito-NC) son muy diversos; lo que 

representa un conjunto polifilético de hongos principalmente Ascomicetos con diversas 

funciones ecológicas mal definidas o desconocidas. Los endófitos-NC se han encontrado en una 

gran cantidad de plantas terrestres y de todos los ecosistemas terrestres, que van desde los 

trópicos hasta las tundras (Arnold y Lutzoni, 2007). La gran diversidad de este grupo, sus 

posibles funciones ecológicas y sus posibles aplicaciones a nivel de producción vegetal han 

hecho que este grupo cada vez tenga más interés y que vayan aumentando los estudios por parte 

de micólogos, ecologistas, fisiólogos y científicos aplicados (Vasiliauskas et al., 2007; Macia-

Vicente et al., 2008; Selosse et al., 2008). Como ya se ha indicado, los endófitos-NC se pueden 

dividir a su vez en tres tipos basándonos en los patrones de colonización del hospedante, el 

mecanismo de transmisión entre generaciones, el nivel de biodiversidad en planta y su función 

ecológica. Aunque las tres clases tienen rangos amplios de hospedantes, el tipo II puede crecer 

en la parte aérea y radicular. Por el contrario, los endófitos de los tipos III y IV están restringidos 

a los tejidos aéreos ó radiculares, respectivamente. También existen diferencias en la 

colonización de los tejidos del hospedante, en la que el tipo III forma infecciones muy 

localizadas, mientras que los tipos II y IV son capaces de colonizar extensas regiones de tejidos. 

En general, la diversidad del tipo II en plantas huéspedes individuales es bastante limitada 

(Rodríguez et al., 2008), mientras que la diversidad del tipo III puede ser muy elevada; por 

ejemplo más de 20 especies registradas a partir de una sola hoja de una planta tropical (Arnold et 

al., 2003). La diversidad del tipo IV en plantas individuales no ha sido suficientemente evaluada. 

Las diferencias en la biodiversidad en planta de los tipos II y III pueden reflejar diferencias en la 

colonización del hospedante y en los patrones de transmisión, aunque los miembros de ambos 

tipos se transmiten horizontalmente, es decir a través de esporas de planta a planta. El tipo II 

también se puede transmitir verticalmente a través de la cubierta de la semilla, semillas o 

rizomas. Un aspecto único del tipo II es su capacidad para conferir tolerancia al estrés abiótico 

de las plantas que se encuentran infectadas con dicho hongo, único tipo en el que se ha 

demostrado ésto (Rodríguez et al., 2008). Mientras que en la mayoría de las especies de los tipos 

III y IV no se ha evaluado este carácter beneficioso. 

 Diversos estudios muestran que las semillas y las plántulas están prácticamente libres de 

endófitos y la presencia de éstos aumenta a medida que las hojas o semillas van envejeciendo 
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(Arnold et al., 2003; Gallery et al., 2007). A pesar de ello existen algunas especies de endófitos, 

como es el caso de los géneros Epichloë y Neotyphodium (hongos clavicipitáceos), cuya 

dispersión puede ser a través de semillas infectadas (Freeman, 1904). Teniendo en cuenta que los 

endófitos no suelen provocar síntomas a sus hospedantes, en el caso de los hongos no 

clavicipitáceos existe la incertidumbre sobre donde se puede producir el inóculo endofítico, ya 

que su producción puede estar a veces asociada a la formación de lesiones y estructuras a 

menudo macroscópicas en plantas. Los endófitos que se comportan como saprofitos latentes, 

podrían producir el inóculo tras la muerte de su hospedante. En estos casos particulares, la 

hojarasca y otros restos vegetales podrían ser un foco de inóculo de endófitos (Bills y Polishook, 

1994). Tadych et al. (2007) comprobaron que en algunas plantas vivas se conocen algunas 

situaciones en las cuales se producen conidios de manera imperceptible en la superficie foliar. 

También existen algunos insectos que juegan un papel fundamental en su dispersión, ya que las 

esporas pueden quedar pegadas en su cuerpo, o bien algunas especies tienen esporas resistentes 

al paso por el aparato digestivo del insecto (Devarajan y Suryanarayanan, 2006). 

 

1.2.3. Especificidad por el hospedante y tipos de interacción con éste. 

 En los diversos estudios realizados sobre hongos endófitos, las hojas son los órganos más 

estudiados. Las tasas de infección son elevadas, entre el 78 y el 100 % de las hojas analizadas 

contienen alguna especie de hongo endófito (Petrini et al., 1982; Arnold et al., 2000). Al estudiar 

la distribución interna de los endófitos en las hojas, se han obtenido estimaciones que indican 

que entre el 30 y el 73 % de ésta puede estar colonizada por endófitos (Rodrigues, 1994; Arnold 

et al., 2000). En este caso, las especies Neotyphodium y Epichloë infectan sistémicamente el 

espacio intercelular de las hojas, tallos reproductivos, y semillas de sus anfitriones (Clay y 

Schardl, 2002; Leuchtmann et al., 2014). En ocasiones los hongos pueden actuar como patógeno 

en unas plantas y como endófito en otras plantas de la misma especie o de otra especie. Esto se 

ha estudiado en varias especies de Colletotrichum que son patógenos de una determinada especie 

pero pueden infectar asintomáticamente plantas de otra especie (Redman et al., 2001). Otro 

ejemplo ocurre con Fusarium moniliforme que ha sido descrito como patógeno que causa 

pudrición de granos, raíces, tallos y plántulas de maíz (Rheeder et al., 1992; Bacon y Hinton, 

1996), y que sin embargo ha sido también encontrado como endófito en otras plantas de la 

misma especie (Kedera et al., 1994). En infecciones asintomáticas analizadas en maíz, las hifas 

crecen intercelularmente, mientras que en las patogénicas el crecimiento es además intracelular 

(Bacon y Hinton, 1996). 
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 También se demuestra la especificidad por el hospedante en diversos estudios 

(Schirrmann y Leuchtmann, 2015), donde se investigaron las posibles barreras de reproducción 

en cuatro miembros de Epichloë typhina: E. typhina que infectaba a Dactylis glomerata; E. 

typhina subsp. clarkii infectando a Holcus lanatus; E. typhina subsp. poae infectando a Poa 

nemoralis y E. typhina infectando a P. trivialis. Esto reveló distintos patrones de relación 

especifica con el hospedante. Sugiriendo que las poblaciones naturales de Epichloë pueden ser 

genéticamente diferenciados debido a la especificidad con el hospedante. 

 Existen múltiples interacciones entre planta y hongo endofítico. Los hongos pueden ser 

(1) patógenos de debilidad, (2) mutualistas o simbiontes ó (3) saprófitos latentes. En el primer 

caso, los patógenos estarían en estado de latencia, esperando a que la planta tuviera algún 

problema que debilitase su sistema defensivo, para atacar los tejidos vegetales y proliferar. En 

este sentido, varios trabajos como los de Sánchez-Márquez et al. (2007), han identificado 

reconocidos patógenos dentro de la cohorte endofítica de diversas plantas. Por otra parte, con 

respecto a las relaciones mutualistas o simbióticas, se ha demostrado que bajo influencia de 

factores de estrés biótico o abiótico, las interacciones con endófitos son beneficiosas para las 

plantas, y éstas a su vez le suministran protección y alimento al hongo. Esta cualidad, cuyo 

interés parece que va en aumento, ha llevado a algunos autores a decir tras diversos estudios, que 

las interacciones con estos hongos son muy importantes para la adaptación y supervivencia de 

las plantas (Rodríguez y Redman, 2008). Hoy en día se conocen casos de las ventajas y 

beneficios que pueden producir los hongos endófitos a las plantas. Estas ventajas y beneficios 

van en dos líneas fundamentales: (a) pueden conferir a la planta mejoras adaptativas ante 

diversos tipos de estrés abiótico (Assuero et al., 2006; Oberhofer et al., 2014; Vázquez de 

Aldana, et al., 2015) y (b) pueden por otra parte servir de protección a las plantas frente a 

herbívoros, plagas y enfermedades (Clarke et al., 2006; Santamaria et al., 2012; Schardl et al., 

2013). Estas ventajas y beneficios han motivado la realización de diversos estudios para intentar 

aprovecharlas, tal y como se desarrolla en el apartado siguiente. Otras especies se comportan 

como saprofitos latentes, hongos que infectan asintomáticamente plantas y que cuando las 

plantas empieza a envejecer o mueren, colonizan sus tejidos, pudiendo llegar a formar 

estructuras reproductivas y completar su ciclo de vida (Promputtha et al., 2007). 
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1.2.4. Factores que afectan a las comunidades de hongos endófitos. 

 Los patrones de distribución de las comunidades de hongos endofíticos entre hospedantes 

vegetales y/o dentro del hospedante han sido muy estudiados en las últimas décadas (Petrini y 

Fisher 1990; Collado et al., 2000). Dentro de una misma especie hospedante, la composición de 

su micobiota endofítica va a variar en gran medida tanto del factor geográfico como de la 

distancia entre plantas (Arnold et al., 2003; Gange et al., 2007; Giauque y Hawkes, 2013), o la 

estación del año (Collado et al., 1999; Wu et al., 2013). La especie hospedante también presenta 

una gran influencia sobre la micoflora endofítica (Maciá-Vicente et al., 2008); sin embargo, se 

encuentra frecuentemente poca especificidad entre el hospedante-endófito (Waller et al., 2005; 

Sánchez-Márquez, 2009). También se ha comprobado que el órgano de la planta influye 

claramente sobre las comunidades fúngicas que se observe. En este sentido, se ha comprobado 

que en algunos endófitos se presenta una especificidad sobre el tipo de tejido de la planta (Fisher 

y Petrini, 1992; Rodrigues, 1994; Carroll, 1995; Gazis y Chaverri, 2010), tanto a nivel radicular 

(Jumpponen y Trappe, 1998; Mandyam y Jumpponen, 2005; Waller et al., 2005; Porras-Alfaro et 

al., 2008), como a nivel de semillas (Gallery et al., 2007). Por supuesto, en el caso de las hojas, 

puede existir especificidad en función de la zona donde se encuentra el hongo, tal y como 

muestran algunos estudios (Rodrigues y Samuels, 1999) en los que una especie desconocida de 

Phomopsis se encontró exclusivamente en el raquis de las hojas de Spondias mombin L. y otras 

especies se encontraron exclusivamente en el peciolo (Hata y Sone, 2008). 

 

1.2.5. Influencia de endófitos sobre el crecimiento vegetal. 

 Los endófitos han demostrado en numerosos estudios tener diversos efectos, muchos de 

ellos beneficiosos, sobre las características productivas de las plantas hospedantes. Respecto a la 

influencia de los hongos endófitos sobre la producción de biomasa herbácea, esta vendría 

impuesta principalmente por la ventaja adaptativa que el endófito aporta a la planta infectada, 

que le permite adaptarse mejor a condiciones de sequía y estrés abiótico (Malinowski y Belesky, 

2000; Assuero et al., 2006; Oberhofer et al., 2014; Vázquez de Aldana, et al., 2015). Dicha 

influencia directa sobre la producción ha sido constatada por diversos autores. West et al. (1988), 

tras ensayos de campo con riego deficitario, observaron un incremento de la materia seca en 

aquellas plantas con el endófito inoculado. Este ensayo fue acompañado de otro en invernadero 

donde se incrementó el ahijamiento y la producción de materia seca en las plantas inoculadas con 

endófito (De Battista et al., 1990). Vázquez de Aldana et al. (2013), observaron que en plantas 
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de Festuca rubra en presencia de Epichloë, la compentencia mostrada por especies de pastos era 

menor que en aquellas no infectadas con el endofito. También se ha constatado en plantas 

infectadas por endófitos una mejor adaptación a la deficiencia de nutrientes en suelos 

(Malinowski y Belesky, 2000; Zabalgogeazcoa et al., 2006), o al exceso de aluminio 

(Malinowski y Belesky, 1999), zinc (Monnet et al., 2001) y cadmio (Likar y Regvar, 2013). No 

obstante, la influencia de la infección endofítica sobre la producción no está totalmente clara, y 

hay varios estudios que no encontraron diferencias significativas en la producción de biomasa de 

plantas infectadas con respecto a las que no, como es el caso estudiado por Zabalgogeazcoa et al. 

(2006) sobre Festuca rubra en campo inoculada con Epichloë festucae Leuchtm. La falta de 

efecto también ha sido constatada en otros estudios (Fritz y Collins, 1991) sobre el binomio 

Festuca arundinacea-Neotyphodium coenophialum Morgan-Jones & W. Gams. 

 También se ha observado un efecto de los hongos endófitos sobre los parámetros de 

calidad y su contenido nutritivo (Oliveira et al., 2004; Soto-Barajas et al., 2015). Ciertos 

endófitos secretan metabolitos secundarios que de una u otra forma pueden afectar a la 

palatabilidad del pasto para el ganado. Respecto a los principales parámetros de calidad del 

pasto, fibra neutro detergente (FND), fibra ácido detergente (FAD), lignina (LAD) y 

digestibilidad de la materia orgánica (DMO), se ha observado en diferentes estudios 

(Zabalgogeazcoa et al., 2006) una disminución del contenido de FND, y por tanto un aumento de 

la digestibilidad en plantas de Festuca rubra inoculadas con Epichloë festucae durante el periodo 

reproductivo de las plantas; y lo mismo para plantas de Festuca arundinacea infectadas 

creciendo en condiciones optimas de nutrientes (Vázquez de Aldana et al., 2000). Por el 

contrario en otros estudios (Oliveira et al., 2002) se ha encontrado que, con bajos niveles de 

fertilización en Lolium perenne L., no hubo ningún efecto significativo entre plantas infectadas y 

no infectadas, aunque con altas dosis de fertilización sí que se produjo un incremento en la 

digestibilidad de las plantas infectadas. Por tanto, también se observan resultados 

contradictoriosen la literatura con respecto a la influencia del endófito sobre la calidad del pasto, 

y son también frecuentes los trabajos en los que no se observó un efecto significativo (Fritz y 

Collins, 1991; Humphry et al., 2002). Si que parece que hay más efecto sobre la capacidad de 

absorción de nutrientes por parte de la planta. Este es el caso de los trabajos de Zabalgogeazcoa 

et al. (2006), donde encontraron un incremento de los contenidos de fósforo y un descenso en los 

de manganeso en las plantas de Festuca rubra infectadas con Epichloë festucae con respecto a 

las que no. Ese mismo efecto sobre el fósforo también fue encontrado por Malinowsky et al. 

(1998) en plantas de Festuca arundinacea infectadas con Neotyphodium coenophialum, autores 
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que también encontraron un aumento de calcio y magnesio en las plantas infectadas. En otros 

estudios la infección con Neotyphodium spp. dio lugar a una mayor actividad antioxidante en las 

gramíneas Stipa robusta (Vasey) Scribn. y Festuca arizonica Vasey (Hamilton y Bauerle, 2012). 

Con respecto al cobre, se ha observado en varios sistemas planta-endófito un descenso 

significativo en el contenido respecto a plantas no infectadas (Dennis et al., 1998; 

Zabalgogeazcoa et al., 2006). 

 

1.2.6. Influencia de endófitos sobre el estado fitosanitario. 

 Además de los beneficios aportados frente a condiciones abióticas, también se ha 

comprobado que ciertos hongos endófitos protegen a las plantas frente a ataques de un gran 

número de especies de insectos (Breen, 1994; Zabalgogeazcoa, 2008). Estos endófitos también 

protegen de varias especies de nematodos (Timper et al., 2005; Martinuz et al., 2014) y de varias 

especies de patógenos fúngicos (Felber et al., 2015; Larran et al., 2016). Sobre este último punto, 

por ejemplo Clarke et al. (2006) han demostrado como la infección de la gramínea Festuca 

rubra L. con el endófito Epichloë festucae Leuchtm. Schardl, produjo un aumento de la 

resistencia al hongo patógeno Sclerotinia homeocarpa Bennett. Esta simbiosis endofito-planta 

también redujo la severidad de la enfermedad del hilo rojo, causada por Laetisaria fuciformis 

(McAlpine) Burds. en Festuca rubra L. subsp. rubra y Festuca rubra L. subsp. fallax gracias al 

endófito Epichloë festucae (Bonos et al., 2005). Algunas especies entomopatógenas como 

Cordyceps bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Li et al., 2007) pueden colonizar como endófitos 

diversas especies de plantas (Quesada-Moraga et al., 2006; Zabalgogeazcoa et al., 2008, Felber 

et al., 2015), algo que también se ha observado con hongos nematófagos (Bordallo et al., 2002; 

Martinuz et al., 2014). Estos últimos autores demostraron que al inocular Fusarium oxysporum 

(Fo162) sobre Arabidopsis thaliana (L.) Heynh se redujo significativamente el número de 

Meloidogyne incognita juveniles que infectaban las raíces y el número de agallas que producen. 

La capacidad de los hongos endófitos de actuar como antagonistas de patógenos fúngicos 

también se encuentra en el estudio de Gherbawy y Yaser, (2003) en el que en este caso mediante 

Trichoderma harzianum, Trichoderma pseudokoningii y Glioclaium se logró controlar 

significativamente el crecimiento de Fusarium oxysporum.  

La presencia de este tipo de hongos podría alterar las poblaciones de fitopatógenos 

cercanas a plantas infectadas, existiendo un interés por la utilización de este tipo de endófitos 

como agentes de control biológico. Estos endófitos también pueden ser capaces de producir una 
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serie de sustancias alelopáticas y antibióticas (Santamaría et al., 2007; Wang et al., 2007; Lima 

Fávaro et al., 2012) que favorecen el predominio de las especies infectadas frente a otras. Este 

efecto se demostró, por ejemplo, en el estudio realizado por Sutherland et al. (1999) donde se 

puso de manifiesto el predominio de plantas de Lolium perenne L. infectadas con un 

determinado endófito cuando eran sembradas en mezcla junto con Trifolium repens L. En otros 

casos, se ha observado que los endófitos son capaces de proteger a las plantas que infectan de los 

herbívoros, como por ejemplo el ganado, debido a la producción de metabolitos secundarios 

(Paterson et al., 1995; Bazely et al., 1997; Thom et al., 2013), afectando a su palatabilidad y a 

otras propiedades nutritivas. 

 

1.2.7. Identificación molecular aplicada a los hongos endófitos. 

 Con todos los estudios indicados en el apartado anterior, se constata la gran importancia 

que los hongos endófitos pueden llegar a tener sobre la producción y la calidad de las principales 

especies de pasto utilizadas como base de la alimentación animal. Claramente parece que el 

efecto depende tanto de la especie endofítica considerada, de la planta hospedante y de las 

condiciones concretas de la zona de estudio. Por tanto, a la hora de iniciar estudios sobre la 

interacción hongo endófito-especie herbácea, lo primero sería conocer la micoflora endofítica 

autóctona de la zona de estudio, y de que parámetros ambientales depende. Para ello, sería básico 

el aislamiento de las especies endofíticas y su identificación. Lo más común para la 

identificación es la utilización de placas Petri donde los endófitos previamente han sido aislados, 

y se identifican a partir de las estructuras reproductoras. El problema de dicha identificación es 

que en muchos casos los aislados son estériles y no producen estructuras reproductoras en placa, 

dificultando o imposibilitando su identificación. En algunos casos, los aislados estériles son 

agrupados en "morfotaxones" o "morfoespecies", en base a características macroscópicas de los 

cultivos tales como color, tasa de crecimiento o aspecto del micelio (Polishook et al., 1996; 

Umali et al., 1999; Arnold et al., 2000; Fröhlich et al., 2000) y son usados frecuentemente como 

unidades taxonómicas funcionales (Guo et al., 2000; Arnold et al., 2003). Para solucionar este 

problema han emergido diferentes técnicas moleculares (Takamatsu, 1998; Ranghoo et al., 

1999), que son utilizadas para la identificación de hongos (Rollo et al., 1995; Ma et al., 1997; 

Zhang et al., 1997). A finales del siglo XX, se comenzó a aplicar técnicas moleculares al estudio 

de las plantas (Hamby y Zimmer, 1988; Bousquet et al., 1990; Bruns et al., 1990) y de los 

hongos (O'Donnell, 1992; Simon et al., 1992; Kiss y Nakasone, 1998), y posteriormente se 

aplicarían al estudio de los hongos endófitos (Sharples et al., 2000; Müller et al., 2001), 
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facilitando en gran medida su identificación. En los últimos años se han realizado multitud de 

trabajos en los que se describe la gran diversidad de la población endofítica basado en técnicas 

moleculares (Girlanda et al., 2002; Bernardi-Wenzel et al., 2010; Martín-Garcia et al., 2011; 

Brathen et al., 2015; Clay et al., 2016). 

 La utilización de las técnicas moleculares ha proporcionado un gran avance en los 

estudios de identificación, de estudios poblacionales y sobre las relaciones evolutivas en las 

especies de hongos endófitos. Hay diversas técnicas moleculares que se pueden utilizar para la 

identificación de hongos endofíticos, basadas en la utilización de la PCR (reacción en cadena de 

la polimerasa) como son la técnica de PLFRs (polimorfismo de longitud en los fragmentos de 

restricción del ADNr/ARNr), que consiste en cortar el ADN con unas enzimas de restricción que 

generan un patrón de bandas que puede ser único para cada especie; o como es la técnica RAPD 

(polimorfismo del ADN aleatoriamente amplificado), que se basa en utilizar "iniciadores" o 

"cebadores" de cadena corta, que amplifican el ADN en varios puntos, generándose patrones 

diferentes en función del "iniciador" y de la especie de hongo que se trate. Sin embargo, desde 

que la secuenciación es una técnica operativa, ha desbancado a las demás debido a su grado de 

precisión. Obviamente, la secuenciación del genoma completo sería algo inabordable para un 

trabajo de estas características; sin embargo, se conoce que dentro del ADN fúngico, hay una 

región, conocida como región del espaciador interno transcrito (ITS, del inglés Internal 

Transcribed Spacer), que es particularmente útil en el análisis de especies cercanas en muchos 

géneros (Zervakis et al., 2004), ya que es relativamente pequeña y por tanto asumible su 

secuenciación (de unas 650 pares de bases), y evoluciona rápidamente, siendo muy variable y 

permitiendo por tanto la diferenciación o determinación interespecífica (Jorgensen y Cluster, 

1988; Cullings et al., 1996; Vogler y Bruns, 1998), y a veces incluso, una diferenciación 

intraespecífica (Baura et al., 1992). No obstante, hoy en día, además del análisis de la región 

ITS, existen otras técnicas que podrían ser utilizadas para apoyar nuestros resultados, tal como el 

análisis del gen que codifica la β-tobulina y EF-1α, utilizados en numerosos trabajos (Wang et 

al., 2014; García-Lopez et al., 2016). Una vez que se dispone de la secuenciación de la región 

ITS, se puede comparar con las depositadas en la base de datos del GenBank que dispone de 

millones de secuencias aportadas constantemente por los investigadores. Este hecho hace que sea 

la más indicada en la actualidad para la identificación de las diversas especies endofíticas. 

 



 

 

 

 

 

 

 
2. OBJETIVOS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

 
52 



Objetivos 

 
53 

 Del análisis del apartado anterior se deduce que los estudios efectuados sobre los hongos 

endófitos y sus aplicaciones en pastos de dehesa son muy escasos, especialmente en condiciones 

mediterráneas. Por tanto, conociendo la gran importancia que tiene el ecosistema dehesa en el 

suroeste de España, no solo en términos de superficie, sino también desde un punto de vista 

económico, ecológico y social, y el importante papel que parecen jugar las especies de hongos 

endófitos sobre la producción y calidad de los pastos, principal producción de estos sistemas, 

toma especial importancia el estudio en profundidad de estos organismos. 

 La hipótesis de partida es que las especies pratenses localizadas en el ecosistema dehesa, 

con una gran diversidad microclimática y específica, contienen a su vez una gran diversidad de 

micoflora endofítica; y que esta micoflora endofítica, de la que gran parte se desconoce, tiene 

que desempeñar algún papel en el ciclo de vida del hospedante al cual infecta. Dentro de los 

diferentes tipos de roles que pueden jugar las diferentes especies de endófitos, partimos de la 

hipótesis de que pueden influir de manera significativa sobre parámetros muy importantes en la 

producción vegetal y por tanto de la alimentación animal, principal activo y motor de la dehesa. 

Por tanto conocer la frecuencia endofítica en las condiciones de dehesa, los factores que regulan 

esa distribución de frecuencias y los efectos principales que esta tiene sobre la producción y 

calidad del pasto, puede suponer un avance significativo en el conocimiento de estos organismos 

y una nueva herramienta que nos puede permitir un manejo y una gestión del ecosistema dehesa 

más eficaz, de manera que se pueda aumentar la rentabilidad y permita su sostenibilidad. 

 La principal novedad que aporta el estudio realizado es que ha sido llevado a cabo en un 

medio, como es la dehesa, prácticamente no estudiado en este aspecto y en el que la micobiota 

endofítica pueden tener una gran influencia sobre los parámetros productivos. Además, casi 

todos los trabajos se vienen realizando con gramíneas, siendo muy limitados los estudios con 

otras familias de pratenses también muy importantes como las leguminosas. Es por ello que ante 

el análisis de un nuevo medio, y nuevos hospedantes, el número y diversidad específica de los 

endófitos aparecidos posiblemente sean diferentes de trabajos anteriores, pudiendo hacer pruebas 

sobre especies no contrastadas anteriormente que hagan avanzar, aclarar y arrojar un poco más 

de luz sobre estos organismos y sus eventuales aplicaciones sobre la producción vegetal. 

 Por todo ello, los objetivos concretos del estudio fueron los siguientes:  

1. Identificar y caracterizar, mediante procedimientos moleculares principalmente (región 

ITS), aunque también morfológicos, la micobiota endofítica asociada a especies 

pascícolas con gran interés en la dehesa del suroeste peninsular, como Trifolium 

subterraneum y Ornithopus compressus. La influencia de las condiciones edafoclimáticas 
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y del tejido de la planta analizado sobre la diversidad y distribución endofítica fue 

también evaluada. 

2. Evaluar en condiciones de invernadero la influencia de la inoculación con una selección 

de especies de hongos endófitos en plantas de Trifolium subterraneum, Ornithopus 

compressus y Poa pratensis sobre la producción de biomasa herbácea y diversos 

parámetros de calidad del forraje producido, entre las que se encuentran proteína bruta, 

fibra neutro detergente, fibra ácido detergente, lignina y contenido en nutrientes. Con el 

fin de analizar la posible extrapolación de los resultados, dicha evaluación también se 

realizó en condiciones de campo con la especie T. subterraneum. 

3. Evaluar el efecto in vitro de los filtrados producidos por una selección de hongos 

endófitos sobre el crecimiento miceliar de dos patógenos fúngicos, Biscogniauxia 

mediterranea y Fusarium moniliforme, y sobre la germinación esporal de F. moniliforme, 

con el fin de analizar su eventual uso como agentes de control biológico. Además con 

uno de los patógenos (F. moniliforme) se evaluó la influencia de la asociación endófito-

patógeno en su patogenicidad en planta (Lolium rigidum), producción de materia seca y 

calidad del forraje al ser ambos inoculados en condiciones de invernadero. 
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3.1. DIVERSIDAD ENDOFÍTICA EN ESPECIES DE PASTO.  

3.1.1. Caracterización de las zonas de estudio y recogida de muestras. 

 Para la recogida de muestras del material vegetal del presente estudio se eligieron diez 

dehesas de la Comunidad Autónoma de Extremadura (cinco en la provincia de Badajoz y otras 

cinco en Cáceres), intentando que englobaran las características edafoclimáticas lo más 

representativas posible de la región (Figura 1). 

 

Figura 1 Puntos de localización de las diferentes fincas muestreadas, donde AB: La Abadía, ET: El Tarro, HA: La 

Haza, LB: La Barrosa, MA: Mampolín, MO: Moheda de Olalla, PI: La Pizarrilla, SE: San Esteban, TA: 

La Talanquera y VA: Valdesequera. 

 

 El estrato arbóreo en las dehesas estaba formado predominantemente por encinas 

(Quercus ilex subsp. ballota (Desf.) Samp.). Los pastos naturales, o estrato herbáceo, estaba 

formado mayoritariamente por especies anuales espontáneas (Helianthemetalia, Brometalia, 

Sisymbrietalia, etc.), aunque también estaban presentes algunas especies perenne (Agrostietalia, 

Poetalia, etc.). Todas las dehesas se encontraban en zona mediterránea caracterizada por veranos 

secos y calurosos e inviernos moderadamente fríos, con precipitaciones anuales que oscilan entre 

540-920 mm, caracterizado por una fuerte variación estacional e interanual. La ubicación, altitud 

y características edafoclimáticas de las diez dehesas seleccionadas se muestran en la tabla 1. 
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Tabla 1 Características de las diferentes dehesas estudiadas y sus variables edafoclimáticas. En los valores edáficos se presenta el valor medio y error estándar de cuatro 

muestras. 

Dehesas La Abadía 

(AB) 

El Tarro 

(ET) 

La Haza 

(HA) 

La Barrosa 

(LB) 

Mampolín 

(MA) 

Moheda de 

Olalla (MO) 

La Pizarrilla 

(PI) 

San Esteban 

(SE) 

La 

Talanquera 

(TA) 

Valdesequer

a (VA) 

Provincia Cáceres Badajoz Cáceres Cáceres Badajoz Cáceres Badajoz Cáceres Badajoz Badajoz 

Coordenadas UTM 

(Datum 29 Zona 

Norte) (m) 

X=751,761 

Y=4.461,076 

X=677,915 

Y=4.353,026 

X=748,510 

Y=4.428,827 

X= 692,853 

Y=4.357,660 

X=675,686 

Y=4.258,595 

X= 704,216 

Y=4.349,073 

X=685,420 

Y=4.243,932 

X=694,509 

Y=4.431,826 

X=653,013 

Y=4.267,740 

X=685,365 

Y=4.325,603 

Media Tª (C°)* 15 16 16 16 17 16 16 16 17 17 

Precipitación 

(mm)* 

918 609 838 549 661 562 677 811 563 541 

Solar radiación (10 

KJ m-2 day-1 µm-1)* 

2.034 2.023 2.036 2.031 2.030 2.033 2.035 2.049 2.036 2.039 

Elevación 

(m.s.n.m.) * 

486 392 300 327 300 300 402 425 200 213 

Tipo de suelo † Entisol 

Orthent 

Entisol 

Orthent 

Inceptisol 

Xerept 

Inceptisol 

Xerept 

Entisol 

Orthent 

Entisol 

Orthent 

Entisol 

Orthent 

Entisol 

Orthent 

Entisol 

Orthent 

Alfisol 

Xeralft 

Textura de suelo Franco Franco 

arenoso 

Franco Franco 

arenoso 

Franco 

arenoso 

Franco 

arenoso 

Franco Franco 

arenoso 

Franco 

arenoso 

Franco 

arenoso 

pH (1 : 2,5) 5,46  0,10 5,07  0,17 4,72  0,21 5,36  0,07 5,23  0,11 5,76  0,24 4,86  0,06 5,77  0,32 5,54  0,10 5,35  0,12 

CE (dS m-1) (1 : 5) 4,97  0,74 5,72  0,75 4,66  0,14 7,75  1,75 5,74  0,86 7,04  0,51 7,15  0,78 7,09  1,00 9,80  0,36 8,55  0,62 

Corg (g kg-1) 11,37  0,69 7,41  0,16 14,27  2,26 9,60  0,75 7,11  0,46 18,50  5,34 9,50  0,73 10,43  1,05 6,09  0,76 6,96  0,66 

CIC (mmol+ kg-1) 80,5  10,7 106,3  26,2 108,8  23,2 102,3  27,7 87,4  14,4 123,6  28,8 79,5  8,0 77,9  2,7 60,6  2,2 63,0  5,1 

Ntot (g kg-1) 1,50  0,11 1,35  0,23 2,00  0,12 1,68  0,06 1,13  0,06 1,98  0,43 1,50  0,18 1,60  0,11 1,03  0,12 1,28  0,11 

P Olsen (mg kg-1) 3,20  0,18 11,63  2,79 3,84  0,12 3,51  0,33 3,08  0,71 3,93  0,67 15,14  6,87 3,48  0,35 2,70  0,10 10,03  1,65 

Ktot (mg kg-1) 74,3  5,5 109,58  4,9 118,3  16,3 83,1  4,7 45,9  5,6 121,2  39,7 103,6  12,8 284,4  41,4 75,3  4,3 115,3  27,9 

Mgtot (mg kg-1) 267,4  30,3 34,0  5,6 66,5  8,3 212,7  38,6 267,4  44,4 571,2  187,1 426,2  33,6 419,3  53,0 170,1  59,5 243,1 19,8 

Ca (mg kg-1) 831,6  54,7 781,5  29,9 1062,1  85,5 761,5  42,3 691,4  60,9 881,7  82,4 531,0  29,1 751,5  39,5 681,3  42,3 681,3  84,5 

Natot (mg kg-1) 43,11  7,54 33,34  2,54 28,16  1,99 44,26  5,57 41,38  1,88 39,66  2,94 36,78  9,26 36,78  7,09 66,10   8,35 54,03  15,23 

Cutot (mg kg-1) 1,84  0,23 0,00  0,00 0,32  0,22 0,93   0,17 0,66  0,09 0,92  0,15 1,06  0,13 0,36  0,24 0,87  0,08 0,76  0,09 

Fetot (mg kg-1) 163,9  18,2 57,8  10,8 200,6  48,9 85,5  35,6 143,0  23,0 76,7  11,1 157,0  39,8 81,1  15,0 34,5  1,4 107,7  48,3 

Mntot (mg kg-1) 36,16  9,95 11,50  3,15 9,02  1,23 66,23  12,00 13,71  2,07 88,63  29,35 82,60  9,15 10,25 2,07 95,73  7,74 79,48  21,94 

Zntot (mg kg-1) 1,60  0,13 1,50  0,21 1,60  0,05 1,85  0,48 1,56  0,25 2,56  0,46 1,89  0,39 0,95  0,12 1,41  0,17 1,88  0,26 
* De acuerdo con el Atlas Climático Digital de la península Ibérica (Ninyerola et al., 2005). 

† Datos obtenidos de la Infraestructura de Datos Especiales de Extremadura (http://www.ideextremadura.com/IDEEXVisor/) de acuerdo con la clasificación USDA, 2006. 
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 Para la determinación de los parámetros edáficos, en cada finca se tomaron manualmente 

y de manera aleatoria cuatro muestras de suelo en la zona de recogida del material vegetal. Cada 

muestra de suelo se tomó hasta una profundidad de 30 cm, profundidad hasta la que de manera 

mayoritaria llega el sistema radicular de las especies estudiadas. Cada muestra se secó en estufa 

a 70 ºC hasta pesada constante y se tamizó a < 2 mm, utilizando un molino de rodillo. 

 De cada muestra se determinó: 

- Textura, mediante determinaciones gravimétricas. 

- pH, mediante un medidor de pH calibrado (relación de 10 g de suelo : 25 mL de H2O 

desionizada). 

- Conductividad eléctrica (CE), por medio de un medidor de CE. 

- Carbono orgánico (Corg), por oxidación con dicromato. 

- Capacidad de intercambio catiónico (CIC), por el procedimiento de Chapman (Chapman, 

1965). 

- Nitrogeno total, usando el método Kjeldahl (Bremner, 1996), con el medidor Kjeltec ™ 

K350 (Buchi Ltd., Flawil, Suiza) 

- Fósforo asimilable, por el método Olsen (Olsen et al., 1954). 

- Concentraciones totales de K, Mg, Ca, Na, Cu, Fe, Mn, y Zn se determinaron por el 

Servicio Ionómica del CSIC (Consejo Superior de Investigaciones Científicas) por medio de la 

técnica ICP-OES (plasma de acoplamiento inductivo junto a un espectrofotómetro de emisión 

óptico). Se basa en la medición de la radiación de la línea espectral emitida por los átomos 

excitados en un plasma de argón generado por calentamiento inductivo con un campo 

electromagnético de alta frecuencia. 

 La recogida del material vegetal fue realizada en abril del 2012, momento en que las 

diferentes especies de pasto estaban florecidas, facilitando así su identificación. En cada dehesa 

se realizaron recorridos aleatorios seleccionando diez plantas sanas de cada una de las dos 

especies de pasto consideradas (Ornithopus compressus y Trifolium subterraneum). En la finca 

"La Barrosa" sólo se fue capaz de recoger cuatro plantas de T. subterraneum. Las plantas 

recogidas fueron seleccionadas aleatoriamente dentro de los recorridos, pero tenían que cumplir 

una serie de condiciones: estar sanas, sin síntomas visibles de enfermedades; separadas al menos 

50 m unas de otras (dentro de las de la misma especie) y situadas fuera de la influencia de la 
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cubierta arbórea, ya que esta última puede tener un efecto sobre las condiciones microclimáticas 

afectando a la composición endofítica. Las plantas seleccionadas fueron cortadas a ras del suelo, 

incluyendo hojas y tallos, posteriormente fueron guardadas en sobres de papel y llevadas al 

laboratorio para su procesado. Con el fin de limitar el deterioro de las muestras, éstas fueron 

refrigeradas a 4 ºC hasta su procesado, que se realizó lo antes posible. 

 

3.1.2. Aislamiento de la micobiota endofítica a partir del material vegetal recolectado. 

 Una vez en laboratorio y previamente a su cultivo en placa Petri, el material vegetal fue 

sometido a un proceso de desinfección superficial mediante una inmersión durante 30 segundos 

en etanol al 70 % v/v BP (Panreac, Barcelona; España) seguido de la inmersión en una solución 

al 2 % de NaClO (10 % w/v QP, Panreac, Barcelona; España) con dos gotas de Tween-80 

(Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España) durante cuatro minutos para tallos y dos minutos para 

hojas, por último se finalizaría con tres inmersiones en agua destilada estéril durante un minuto 

cada una. Este procedimiento fue similar al propuesto por Bills (1996) para el aislamiento de 

hongos endófitos, con el fin de eliminar epífitos y microorganismos contaminantes de laboratorio 

que limitarían la obtención de los endófitos. Para comprobar que la esterilización superficial 

había sido lo suficientemente eficaz, se seleccionaron al azar cinco hojas y cinco tallos (n = 10 

muestras en total) ya esterilizados y se presionaron durante unos segundos sobre la superficie de 

la placa Petri conteniendo PDA estéril (patata, dextrosa y Agar: 39 g L
-1

. Scharlau, Sentmenat, 

Barcelona; España). La ausencia de crecimiento de cualquier microorganismo en el medio, 

confirmó que el procedimiento de esterilización superficial fue eficaz. 

Después se cortaron pequeños trozos de hojas y tallos de unos 5 mm de longitud y fueron 

sembrados en placas Petri de 90 mm de diámetro, conteniendo 20 mL de medio de cultivo PDA, 

a razón de cinco trozos por placa. Para cada una de las plantas recogidas se prepararon dos 

placas, una con los fragmentos de hojas, y otra con los fragmentos de tallos, que se incubaron en 

oscuridad y a temperatura ambiente de 24 ºC. Según iban emergiendo los hongos de las 

porciones de hojas y tallos, fragmentos de micelio fueron transferidos a nuevas placas con PDA, 

teniendo así, cada uno de los hongos aislados. Posteriormente los aislados fúngicos se agruparon 

en morfotipos en función de diferentes características morfológicas tales como: producción, 

longitud y morfología de las esporas (en aquellos casos en las que se produjera), color del 

micelio, textura, forma, exudados y tasa de crecimiento. En aquellos casos que produjeron 
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estructuras reproductoras se intentó una identificación morfológica mediante la ayuda de varias 

claves (Sutton, 1980; Kiffer y Morelet, 1999). 

 

3.1.3. Identificación de los aislados por procedimientos moleculares (ITS). 

 En cualquier caso, para cada morfotipo identificado, se realizó una identificación 

molecular, a partir de la secuenciación de la región ITS y posterior comparación con la base de 

datos del Genbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Para este caso se procedió siguiendo el 

proceso: obtención del material fúngico, extracción del ADN, amplificación del ADN mediante 

PCR, electroforesis, secuenciación y comparación de la secuencia en el Genbank. El criterio de 

asignación de especies a morfotipos fue el siguiente: con porcentajes de homología > 97 % con 

respecto a secuencias del Genbank, se propuso la misma especie; con porcentajes de homología 

entre el 94 - 97 %, se propuso el mismo género; con porcentajes de homología por debajo del 94 

% se dejó el morfotipo como desconocido. En el caso de discrepancias, ambigüedades o de 

varias especies en el Genbank con el porcentaje de homología superiores al 97 %, o bien se 

utilizaron las características morfológicas (en el caso de que se tuvieran las apropiadas) para 

resolverlas, o bien no se ponía ninguna especie, sino la categoría taxonómica más próxima de 

consenso. 

Obtención del material fúngico. 

 En primer lugar fue necesaria la obtención de material fúngico apto para la extracción del 

ADN. Para el crecimiento del micelio se utilizó medio de cultivo PDB (Caldo de Patata y 

Dextrosa, 24 g L
-1

, Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España), usando el método expuesto por 

Smith y Stanosz (1995) que había sido ligeramente modificado del de Gilbertson et al. (1991). El 

micelio fúngico fue obtenido mediante el cultivo de un trozo de micelio de 5 mm de diámetro 

para su crecimiento en Eppendorf de 1,5 mL con 1 mL de medio PDB. Cuando el micelio hubo 

crecido lo suficiente, los Eppendorf fueron centrifugados a 10.000 rpm durante diez minutos para 

que éste se fuera al fondo y poder eliminar fácilmente la mayor parte del medio de cultivo. Para 

limpiar el resto del medio que pudiera quedar, el micelio se resuspendió en 0,5 mL de buffer TE 

(Tris-HCl pH8 1M, Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España; EDTA 500 mM, AppliChem, 

Darmstadt; Alemania; y agua destilada estéril), se volvió a centrifugar a 10.000 rpm durante 

cinco minutos, y se eliminó el sobrenadante. A continuación las muestras eran conservadas en 

congelador a -20 ºC hasta su extracción de ADN. 
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Extracción de ADN. 

 Para la extracción de ADN se trasladó el micelio de cada muestra a un Eppendorf de 2 

mL, donde se adicionó aproximadamente 0,70 g de arena previamente esterilizada de unos 1 - 2 

mm de grosor (Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España ), y 300 μL de Buffer de lisis (Tris-HCl 

pH8 1M, Scharlau, Sentmenat, Barcelona, España; EDTA 500 mM, AppliChem, Darmstadt, 

Alemania; agua destilada estéril, Sodium dodecyl sulfate 20 %, Panreac, Barcelona, España; y β-

mercaptoetanol, Acros, New Jersey, USA). Esa mezcla se llevó a un agitador de brazos (Retsch 

MM 400) durante cuatro minutos a una frecuencia de 300 Hz, con el fin de romper las paredes 

celulares del micelio y dejar el material genético libre. Una vez realizado, las muestras se 

llevaron a un baño termostático de precisión (IDL-AG5) durante una hora a 65 °C, con el fin de 

favorecer la degradación de las paredes celulares del micelio. 

 Para el resto del proceso, era necesario trabajar en medio frio, a unas condiciones 

térmicas de 4 ºC, para ello se trabajó en una bandeja de poliespán con hielo, con el fin de evitar 

la desnaturalización del ADN. Para cada tubo de muestra se adicionó 350 μL de fenol 

cloroformo alcohol isoamílico (IAA) de Sigma, St. Louis; USA, en una proporción de 25:24:1 

para separar los ácidos nucleídos de las proteínas, a continuación se centrifugó las muestras en 

Vortex durante un minuto y una frecuencia de 300 Hz. Posteriormente se realizó otra 

centrifugación en la centrifuga Biocen durante dos minutos a una frecuencia de 140 rpm, para 

separar el contenido de los Eppendorf en tres fases bien diferenciadas. La primera fase es donde 

se encuentra el ADN, la interfase, de color blanquecino donde se encuentran los restos celulares 

y por último la tercera fase trasparente donde se encuentran los restos del fenol cloroformo 

alcohol isoamílico (IAA). A continuación se extrajo la fase correspondiente al ADN 

depositándolo en Eppendorf estéril de 1,5 mL, al que se le adicionó 250 μL de fenol cloroformo 

alcohol isoamílico y se volvió a centrifugar como anteriormente. De nuevo, de las tres fases en 

las que se separó la solución, nos quedamos con la correspondiente al ADN (primera fase). 

 Esta fase con el ADN se llevó a otro Eppendorf donde se adicionó 100 μL de cloroformo 

isoamil alcohol (24:1) de Sigma, St. Louis; USA, y se centrifugaron durante dos minutos en 

agitador Vortex y otros tres minutos en centrifuga Biocen. Una vez centrifugado se quitó 

nuevamente la primera fase, midiendo el volumen del mismo con la micropipeta, posteriormente 

se añadió por cada 100 μL de fase extraída 60 μL de solución PEG (NaCl 2,5 M y 20 % de 

polietilenglicol 6000). Una vez incorporado, se dejo reposar durante veinte minutos en hielo (4 

ºC), y a continuación se centrifugó a velocidad máxima de 14.600 rpm durante veinte minutos. 

Un vez terminada la centrifugación se eliminó el sobrenadante dejando el contenido de ADN en 
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el fondo del Eppendorf, se añadió 1 mL de etanol al 70 % v/v BP (Panreac, Barcelona; España), 

con el fin de limpiar la muestra y a continuación se centrifugó durante cinco minutos, quitando el 

alcohol, para posteriormente introducirlo en la estufa a 50 °C durante unos 10 - 15 minutos, hasta 

que se evaporase todo el contenido de etanol. Por último se añadió 50 μL de TE (Tris-HCl (pH8) 

1 M (Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España); EDTA 500 mM (AppliChem, Darmstadt; 

Alemania) y agua destilada estéril), después se dejó reposar toda la noche a temperatura 

ambiente y se introdujo en el frigorífico a 4 °C. 

Amplificación del ADN mediante la PCR. 

 Una vez extraído el ADN se procedió a la amplificación de la región ITS (región 

diferenciadora en los hongos) siendo necesario la utilización de un MIX, el cual se preparó con 

los componentes necesarios para que la amplificación se desarrollara adecuadamente, el volumen 

por muestra de MIX fue de 40,5 μL de agua para biología molecular (Lonzan, Verviers; 

Bélgica), 5 μL de 10x Buffer, 2 μL MgCl2, 1 μL dNTPs (Biotools, Madrid; España ), 1 μL de 

oligonucleótidos y los primers ITS1 (5'-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3') e ITS4 (5'- 

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'). Por último se añadió 1 μL de polimerasa (Biotools, 

Madrid; España) (Tabla 2). 

 

Tabla 2 Concentraciones iniciales y finales de los reactivos utilizados para la amplificación de la región ITS. 

Fuente C. Inicial C. Final 1 muestra (μL) 

DDW* - - 40,5 

10x Buffer 10x 1x 5 

MgCl2 50 mM  2 

dNTPs 10 mM 200 μM 1 

ITS 1 25 μM 0,5 μM 1 

ITS 4 25 μM 0.5 μM 1 

Polimerasa 1 U 1 U 1 

  TOTAL 49 

ADN   1 

* DDW, agua destilada estéril. 

 

 Las muestras ya preparadas se llevaron a un termociclador de TECHNE TC3000G 

(Bibby Scientific), para llevar a cabo la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) con las 

siguientes condiciones de amplificación: 94 ºC durante tres minutos, seguidos por treinta ciclos 

de 94 ºC durante treinta segundos, 52 ºC durante un minuto, y 72 ºC durante un minuto y treinta 

segundos; tras estos ciclos una extensión final a 72 ºC durante cinco minutos y por último 

conservado a una temperatura de 4 ºC. Un vez amplificado el ADN, se realizó una electroforesis 

para comprobar que la PCR amplificó correctamente y para estimar el tamaño de la región ITS; 
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previo a la secuenciación, fue necesario purificarlo mediante el kit NucleoSpin; Gel and PCR 

Clean-up (Macherey-Nagel, Düren; Alemania). 

Electroforesis. 

 Se cogió la cubeta de electroforesis y se colocaron los peines para que dejarán los 

orificios donde se iba a introducir el ADN, y a continuación se adicionó el gel de Agarosa D1 

Low EEO (Conda-Pronadisa, Torrejón de Ardoz, Madrid; España) al 1 %, utilizando 1 g de 

Agarosa por cada 100 mL de TAE 1X, que se calentó al microondas agitando cada cierto tiempo, 

para que la Agarosa se disolviera adecuadamente y a continuación se adicionó 5 μL de 

PRONASAFE (Conda-Pronadisa, Torrejón de Ardoz, Madrid; España) Nucleic Acid Staining 

Solution (20.000x), sustancia que se une al ADN y expuesto a radiación ultravioleta emite 

fluorescencia de color verdoso; este aditivo debía ser repartido homogéneamente para evitar 

problemas en la visualización del ADN amplificado. Una vez preparado el Agar con 

PRONASAFE se adicionó en la cubeta y se dejó polimerizar durante unos 45 - 60 minutos, y se 

puso en la cubeta de electroforesis, llenándola de TAE 1X hasta que cubriese el gel de Agarosa. 

El TAE 1X se realizó a partir de 20 mL de TAE 50X (Tris-base (Scharlau, Sentmenat, 

Barcelona; España); acido acético glacial (Scharlau, Sentmenat, Barcelona; España) y EDTA 

pH8 0,5 M (AppliChem, Darmstadt; Alemania) en 1 L de agua mili-q. 

 Las muestras, antes de introducirlas en los pocillos del gel de Agarosa, tuvieron que tener 

una preparación previa. Se extrajo 5 μL de cada una de las muestras consideradas junto con los 

controles positivos y negativos, depositándolos en un parafilm® a los cuales se adicionó 1 μL de 

buffer de carga LB 6X (Takara, Shiga; Japón), proporcionándole al ADN peso, permitiendo así 

que cayera fácilmente en los pocillos y no se disperse por el medio liquido TAE 1X. A 

continuación se cargaron los pocillos de gel de Agarosa con 6 μl de muestra, siendo el último 

cargado con el marcador de 1 kb (Biotools, Madrid; España) preparado con (1 μL de LB 6X + 4 

μL de agua destilada estéril + 1 μL de marcador), con el fin de obtener una referencia respecto al 

tamaño y concentración que presentaba el ADN. Por último se encendió la fuente generadora de 

electricidad con unos parámetros de 120 V, 71 mA y 8 W. Una vez transcurrido el tiempo 

oportuno, el gel se expuso a la radiación ultravioleta, para observar la banda de amplificación. 

Secuenciación de la región ITS. 

 Una vez realizada la extracción, verificada la amplificación, y purificado el ADN, el 

siguiente paso consistió en la secuenciación. Para ello se envió al Servicio de Apoyo a la 

Investigación de la Universidad de Extremadura (SAIUEX), donde fueron secuenciadas tanto en 
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la dirección 5' - 3' como la 3' - 5'. La secuenciación fue realizada con un secuenciador de ADN 

de Applied Biosystems 4-capillary 3130. Las secuencias brutas recibidas de la secuenciación, 

fueron modificadas con el programa BioEdit, con el cual se llegó a una secuencia consenso, que 

es la que se introdujo en la base de datos del EMBL/Genbank de secuencias de hongos, 

utilizando el algoritmo FASTA (Pearson, 1990). 

 

3.1.4. Curva acumulativa de especies y análisis estadístico. 

 Con el fin de analizar si con el número de plantas muestreadas se recogió la mayor parte 

de la diversidad específica de hongos endófitos en las especies de pasto analizadas y con el 

propósito de realizar comparaciones de riqueza cuando el número de plantas muestreadas es 

distinto, se realizaron curvas de acumulación de especies. Estas curvas muestran la riqueza de 

especies en función de un número teórico de plantas muestreadas en base a los datos reales 

obtenidos. Estas curvas se hicieron tanto para la riqueza específica total, como para la riqueza de 

especies singulares (las aisladas sólo una vez) y la de especies plurales (aquellas aisladas al 

menos dos veces). Para su construcción, se hizo un muestreo aleatorio sin reemplazo de los datos 

de las especies de hongos obtenidos de cada una de las plantas muestreadas siguiendo la 

metodología propuesta por Colwell y Coddington (1994). Estos cálculos se realizaron con el 

software EstimateS 9.1 (Colwell, 2013). 

Estadísticas univariante.  

 Con el fin de analizar la influencia de las variables edafoclimáticas sobre la frecuencia de 

aislados, riqueza y diversidad de endófitos, se realizaron dos tipos de análisis: el primero a nivel 

de planta, utilizando la frecuencia de aislados, la riqueza de especies y el índice de diversidad de 

Shannon-Weaver como variables respuesta. Se realizó un test ANOVA de dos vías, con la 

dehesa (10 dehesa), tejido de muestreo (hojas y tallos) y la interacción entre ambos como 

factores, mediante el procedimiento "General Linear Models Procedure" de SAS (Statistical 

Analysis Software v. 9.1.3). En el caso de Ornithopus compressus las variables frecuencia de 

aislados, riqueza de especies y índice de diversidad fueron transformadas (Ln (x + 1)) con el fin 

de normalizar la distribución de los datos y estabilizar la varianza de los residuales. En estos 

análisis, con el fin de disponer de información suficiente por repetición, los datos de cada dos 

plantas se agruparon al azar, es decir, el número de repeticiones fueron cinco (n = 5). El segundo 

análisis fue a nivel de dehesa; donde se realizaron regresión lineal simple y múltiple entre las 

mismas tres variables respuesta y cada una de las variables edafoclimáticas analizadas 
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(temperatura media, precipitación, radiación solar, elevación, pH, CE, CIC, nitrógeno, fosforo, 

potasio, magnesio, calcio y sodio). En este análisis se trabajó con valores promedio de cada 

parámetro por dehesa de muestreo. 

Análisis multivariante.  

 Con el fin de evaluar con más detalle la influencia de las principales variables 

edafoclimáticas sobre la presencia de hongos, se hizo también un Análisis Canónico de 

Correspondencias (ACC), utilizando la "composición de especies de hongos aislados" como 

variable respuesta. Para ello se realizó el procedimiento "Forward selection" aplicando el test de 

Monte Carlo, que se aplicó para probar la relevancia de las variables, primero con 499 

permutaciones para un análisis exploratorio y luego ya con 999 permutaciones para los 

resultados finales (Legendre y Legendre, 1998). Se usó el método de la ordenación constreñida 

"Constrained ordination" utilizando la configuración predeterminada del programa y con los 

datos de las especies transformados o no según correspondiera mediante el programa informático 

CANOCO para Windows versión 4.5 (Ter Braak y Smiluaer, 2002). 
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3.2. INFLUENCIA SOBRE LA PRODUCCIÓN Y CALIDAD DEL PASTO. 

3.2.1. Material fúngico utilizado. 

De las especies de hongos endofíticos encontradas en el apartado anterior se 

seleccionaron inicialmente ocho especies, cuatro de Ornithopus compressus y cuatro de 

Trifolium subterraneum (Tabla 3), para ser utilizadas en la inoculación de plantas de O. 

compressus, T. subterraneum y Poa pratensis, y evaluar su influencia sobre la producción de 

biomasa y parámetros de calidad de su forraje. 

Tabla 3 Origen e identificación de las especies endofíticas utilizadas en los ensayos. 

Nº 

aislado 
Planta hospeda Planta hospedb.  Origen geográfico 

Cordenadas UTM  

(Datum 29 N) (m) 
Identificadorc 

E060 T. subterraneum L. T. subterraneum 

P. pratensis 

Moheda de Olalla 

(Cáceres) 

X=704,216 

Y=4.349,073 

Fusarium lateritium Nees 

E071 T. subterraneum L. T. subterraneum 

O. compressus  

Talanquera (Badajoz) X=653,013 

Y=4.267,740 

Sordaria fimicola (Rob. ex 

Desm.) Ces. 

& De Not. 

E138 O. compressus L. O. compressus 

P. pratensis  

Talanquera (Badajoz) X=653013 

Y=4.267,740 

Embellisia leptinellae 

(Simmons & Hill) 

E140 T. subterraneum L. T. subterraneum 

P. pratensis  

Haza (Cáceres) X=748,510 

Y=4.428,827 

Stemphylium globuliferum 

(Vestergr.) 

E202 O. compressus L. T. subterraneum 

P. pratensis  

Haza (Cáceres) X=748,510 

Y=4.428,827 

Chaetosphaeronema sp. 

E244 O. compressus L. T. subterraneum 

P. pratensis  

Haza (Cáceres) X=748,510 

Y=4.428,827 

Pleosporales sp. 

E269 L. rigidum Gaud. P. pratensis Moheda de Olalla 

(Cáceres) 

X=704,216 

Y=4.349,073 

Penicillium sp. 

E361 L. rigidum Gaud. P. pratensis  Talanquera (Badajoz) X=653,013 

Y=4.267,740 

CODE361 

E631 O. compressus L. T. subterraneum 

O. compressus  

P. pratensis 

Talanquera (Badajoz) X=653,013 

Y=4.267,740 

Epicoccum nigrum Link 

E636 T. subterraneum L. O. compressus Abadía (Cáceres) X=751761 

Y=4.461,076 

Sporormiella pilosa (Cain) 

Ahmed & Cain 
a Planta hosped.: Planta hospedante de la que había sido aislada la especie endofítica. 
b Planta hosped.: Planta hospedante en la que fue inoculada el endófito en los ensayos. 
c Basado en las características morfológicas y en comparación con sus secuencias en el GenBank con una similitud > 97 %. 

 

La selección se hizo en base a una serie de criterios: (1) que hubieran sido frecuentemente 

aisladas, lo que nos indicaría amplitud ecológica, y/o (2) que produjeran metabolitos secundarios 

fácilmente visibles en placa, que pudieran eventualmente tener algún efecto sobre la planta, y/o 

(3) que en la bibliografía hubieran sido referenciadas por tener algún efecto sobre el crecimiento 

de sus plantas hospedantes. Además, como en los ensayos también se iba a utilizar una especie 

de gramínea (P. pratensis), para tener en cuenta algún cierto grado de especificidad por el 

hospedante, también se decidió incorporar otros dos aislados de hongos endófitos, procedentes 

de una gramínea (Lolium rigidum), que habían sido obtenidos por el Grupo de Investigación de 

Agronomía (Universidad de Extremadura) en otros trabajos (Tabla 3). El ensayo por tanto se 
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hizo con 10 especies de hongos endófitos. No obstante, tal y como se indica en la tabla 3, no 

todas las especies endofíticas fueron utilizados en los análisis de los resultados de todas las 

especies hospedante, sino sólo aquellas cuyo reaislamiento había resultado positivo en alguna de 

las especie hospedante, con el fin de asegurar una inoculación efectiva. 

 

3.2.2. Caracterización de las zonas de ensayo y análisis edafoclimático. 

 La evaluación del endófito sobre la producción y calidad de las tres especies pratenses 

estudiadas (Ornithopus compressus, Trifolium subterraneum y Poa pratensis) se hizo en 

invernadero con condiciones más controladas. No obstante, con el fin de evaluar la extrapolación 

de los resultados a condiciones más reales, en una de las especies de pasto (T. subterraneum), el 

ensayo también se hizo en condiciones de campo. Para el ensayo en condiciones controladas, se 

utilizó un invernadero situado en la Escuela de Ingenieras Agrarias de Badajoz (Coordenadas 

UTM Datum 29 Zona Norte: X = 676.133,05 m, Y = 43.007.241,35 m). El invernadero constaba 

de dos módulos tipo túnel o semicilíndrico, con estructura totalmente metálica (tubos de hierro 

galvanizado), con una cubierta de polietileno térmico de larga duración de 800 galgas y 

paramentos verticales de policarbonato. Las dimensiones del invernadero eran de 8 m x 28 m 

cada módulo. La ventilación se realizaba mediante una combinación de ventanas laterales 

(entrada de aire) y cenitales (salida de aire). Así mismo constaba con un sistema de calefacción 

(caldera de gasoil) y refrigeración (cooling-system), por si fuera necesario. Las condiciones 

ambientales, (temperaturas máximas, mínimas y humedad relativa) fueron recogidas mediante un 

Datalogger MicroLite (Lite5032P-RH, Fourtec SA), durante el periodo que las plantas del 

ensayo permanecieron en el invernadero (Figura 2). 
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Figura 2 Representación gráfica de la humedad relativa, temperaturas máximas y mínimas en condiciones de 

invernadero desde el comienzo del ensayo (03/12/2012) hasta su finalización (06/05/2013). Datos en 

promedios de cada periodo de 10 días. 
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 Para el ensayo de campo, éste se realizó en una dehesa representativa de Extremadura, 

propiedad del Instituto de Investigaciones Agrarias Finca La Orden-Valdesequera, Badajoz, 

(Coordenadas UTM Datum 29 Zona Norte: X = 686.589,45 m, Y = 4.323.729,89 m). Las 

variables climatológicas (precipitación, temperaturas máximas y mínimas) a lo largo de la 

duración del ensayo fueron obtenidas de la estación meteorológica de Rueda Chica, Badajoz 

mediante la plataforma del Gobierno de Extremadura "Red de Asesoramiento al Regante de 

Extremadura (REDAREX)" (Figura 3). 
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Figura 3 Representación gráfica de las medias de las precipitaciones mensuales, medias de las temperaturas 

máximas y medias de las mínimas del año 2013 en condiciones de campo, desde su trasplante 26/02/2013 

hasta su recolección 08/05/2013 (REDAREX: http://redarexplus.gobex.es/ RedarexPlus/). 

 

 En ambos ensayos, en los de invernadero y campo, se realizó una caracterización de los 

parámetros edáficos. En el caso del invernadero, se analizó el sustrato que iba a ser utilizado para 

llenar las macetas donde se iban a crecer las plantas para el ensayo. Este sustrato estaba formado 

por 50 % perlita y 50 % de un sustrato comercial compuesto por turba, perlita, cal, activador de 

raíces y fertilizante NPK (COMPO SANA Universal, COMPO GmbH & Co. KG, Münster 

Germany). Por otro lado, en el ensayo de campo se tomaron 4 muestras de suelo de forma 

aleatoria tal y como fue descrito en el apartado 3.1.1. Los análisis de sustrato o de suelo en 

ambos casos se realizaron de igual manera que lo ya descrito en el indicado apartado 3.1.1. Los 

resultados de estos análisis pueden observarse en la tabla 4. 
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Tabla 4 Análisis edafológico del sustrato de invernadero y del suelo de campo. 

Ensayo Invernadero 

Parámetro   Parámetro  

pH (1:2.5) 4,43  0,01  Ktot (mg kg-1) 1210,59  98,98 

EC (S m-1) (1:5) 0,05  0,01  Litot (mg kg-1) 4,61  0,74 

Ntot (g kg-1) 9,6  0,2  Mgtot (mg kg-1) 521,42  40,11 

POlsen (mg kg-1) 5,11  0,30  Mntot (mg kg-1) 26,55  2,51 

K (mg kg-1) 238,51  0,01  Motot (mg kg-1) < 0,01 

Ca (g kg-1) 7,23  0,07  Natot (g kg-1) 3,86  0,67 

Altot (mg kg-1) 532,88  37,08  Ptot (mg kg-1) 286,39  13,46 

Btot (mg kg-1) 3,19  0,17  Pbtot (mg kg-1) 2,07  0,18 

Catot (g kg-1) 5,16  0,50  Stot (mg kg-1) 765,59  13,46 

Cutot (mg kg-1) 5,19  0,64  Setot (mg kg-1) < 0,01 

Fetot (mg kg-1) 436,16  85,89  Zntot (mg kg-1) 6,86  56,51 

Ensayo Campo 

Parámetro   Parámetro  

pH (1:2.5) 6,3  0,18  Ktot (mg kg-1) 0,34  0,01 

EC (S m-1) (1:5) 850,5  135,72  Litot (mg kg-1) 1,04  0,82 

Ntot (g kg-1) 0,11  0,01  Mgtot (mg kg-1) 0,10  0,00 

POlsen (mg kg-1) 1,66  0,85  Mntot (mg kg-1) 539,50  39,46 

K (mg kg-1) 1,56  0,12  Motot (mg kg-1) < 0,1 

Ca (g kg-1) 3,25  0,29  Natot (g kg-1) 0,03  0,00 

Altot (mg kg-1) 17935,07  885,40  Ptot (mg kg-1) 0,02  0,00 

Btot (mg kg-1) 5,52  0,12  Pbtot (mg kg-1) 16,09  0,84 

Catot (g kg-1) 0,08  0,00  Stot (mg kg-1) 0,01  0,00 

Cutot (mg kg-1) 6,84  0,31  Setot (mg kg-1) 0,82  0,16 

Fetot (mg kg-1) 11395,38  494,21  Zntot (mg kg-1) 18,96  0,67 

 

3.2.3. Obtención del material vegetal, inoculación de la micobiota endofítica y diseño 

experimental. 

 En primer lugar tuvimos que conseguir el material vegetal en el que hacer las 

inoculaciones. Para ello, se consideraron como leguminosas las dos especies de donde fueron 

aislados los hongos (Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus). Además, con el fin de 

ver el comportamiento de los mismos hongos sobre especies de gramínea, se utilizó la especie 

Poa pratensis, considerada de gran producción y calidad bromatológica. Para las tres especies se 

utilizaron cultivares comerciales mediante la adquisición de sus semillas: Trifolium 

subterraneum L. cultivar 'Valmoreno' (Finca La Orden-Valdesequera, Junta de Extremadura), 

Ornithopus compressus L. cultivar 'Mazagón'. (Cereales Vallecillo, S.L. Polígono Industrial 

Ramapallas, 06100, Olivenza, Badajoz, España) y Poa pratensis L. cultivar 'Sobra' (Semillas 

Batlle, S.A., 08750, Molins de Rei, Barcelona, España). 

 Antes de la siembra se realizó una esterilización superficial de las semillas mediante su 

inmersión en una solución de 2,5 % de NaClO con dos gotas de Tween-80 (Scharlau, Sentmenat, 

Barcelona; España) durante cinco minutos para T. subterraneum y O. compressus, mientras que 

para P. pratensis fueron dos minutos, seguido de tres inmersiones en agua destilada estéril. Una 
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vez esterilizadas, fueron sembradas con fecha 03/12/2012 (5 semillas maceta
-1

) en pequeñas 

macetas de plástico (7 x 7 cm y 6 cm de alto) con el sustrato correspondiente ya descrito. Toda la 

siembra se repitió completamente aproximadamente a los quince días (18/12/2012), con el fin de 

tener plantas de dos grupos de edad para poder evaluar el efecto de la edad de la planta en la 

influencia del endófito sobre ésta. Esto fue realizado porque ha sido constatado que la edad de 

las plantas influye de alguna manera en la colonización de los tejidos por parte de los endófitos 

(Arnold y Herre, 2003). 

 A pesar de la esterilización superficial de la semilla, algunas especies de endófitos 

presentan una dispersión vertical, por lo que si la semilla se encontraba internamente infectada, 

podría dar como resultado plantas infectadas con otros hongos que pudieran alterar los 

resultados. Para evitar estas posibles infecciones, y otras que pudieran surgir una vez emergida la 

planta (transmisión horizontal), se procedió a la aplicación del fungicida sistémico AMISTAR 

XTRA®, (Syngenta Agro, S.A.) formado por Azoxistrobin (20 % p/v) y Ciproconazol (8 % p/v). 

Se realizaron tres aplicaciones, una cada 10 días, comenzando la primera aproximadamente al 

mes de realizar la primera siembra de plantas. En cada dosis se aplicó mediante un atomizador 

sobre la parte aérea de la planta 1 mL maceta
-1

 de una solución compuesta por 1 mL de producto 

por 1 L de agua destilada estéril. En la tercera dosis, se aplicó además 1 mL de dicha solución al 

sustrato de cada maceta siguiendo la metodología propuesta por Zabalgogeazcoa et al. (2008). 

Una vez realizada la aplicación del fungicida, se realizaron pruebas para comprobar su eficacia. 

Para ello se tomaron muestras vegetales al mes de la última aplicación (con carácter previo a la 

inoculación de endófitos) y se llevaron al laboratorio. Dichas muestras fueron esterilizadas 

superficialmente y puestas en placas Petri con medio de cultivo PDA para la obtención de 

hongos potenciales que estuvieran en su interior. En ninguna de las muestras analizadas se 

obtuvo ningún hongo creciendo dentro. 

 Transcurridas aproximadamente tres semanas, después de la aplicación de la última dosis 

del fungicida, se procedió a la inoculación de cada uno de los hongos endófitos. Existe una gran 

cantidad de métodos de inoculación de organismos fúngicos en especies vegetales (Dhingra y 

Sinclair, 1995), sin embargo, la gran mayoría se basan en la utilización de esporas u otras 

estructuras reproductivas del hongo. Como la mayor parte de los hongos endófitos no fructifican 

en medio de cultivo (Sánchez-Márquez, 2009) se decidió realizar una variante del método de 

Dhingra y Sinclair (1995) en el que se utiliza micelio vegetativo del hongo como inóculo. En 

nuestro caso antes de dicha inoculación, y como la capacidad de penetración depende en gran 

medida de las condiciones climáticas externas, se decidió realizar unas pequeñas heridas en las 
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plantas con carácter previo a la inoculación para facilitar la infección. Las heridas se realizaron 

con una herramienta que consta de dos brazos que terminan en dos superficies planas. En una de 

ellas hay una serie de agujas en un extremo (que hubo que esterilizar previamente), y la otra era 

completamente plana (Figura 4), de tal forma que al situar el material vegetal entre las agujas y 

la superficie plana, éstas conseguían realizar pequeñas heridas en las plantas sin quedar 

seriamente dañadas. 

  

Figura 4 Herramienta con la que se realizó las heridas en las plantas. 

 

 Para obtener suficiente inóculo del micelio de cada hongo para los ensayos, con una 

antelación de dos meses se realizaron cultivos de cada uno en medio líquido PDB. Dichos 

cultivos se realizaron en tarros de 1,5 L, que contenían 1 L de medio de cultivo PDB y a los que 

se dejó creciendo durante los ya indicados dos meses en condiciones de oscuridad y a 24 ºC. Uno 

de los tratamientos consistió en medio de cultivo PDB, sin ningún hongo creciendo, para ser 

utilizado como tratamiento control. En el momento de la inoculación, el micelio junto con el 

medio de cultivo fue homogeneizado mediante una batidora. La inoculación se llevó a cabo 

usando un pulverizador de mano en dos dosis: la mitad del inóculo homogeneizado (es decir, 500 

mL) se aplicó inmediatamente después de haber realizado las heridas en las plantas, y la otra 

mitad se aplicó tres días más tarde. Durante 48 h después de la inoculación, las plantas se 

mantuvieron bajo condiciones de alta humedad para favorecer la infección del hongo endófito, y 

el riego se realizó por la parte inferior de los tiestos poniéndolas en bandejas con agua, para así 

evitar que un riego foliar arrastrase el micelio aplicado en la parte aérea, impidiendo la infección.  
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 Con el fin de comprobar la efectividad de las inoculaciones, un mes después de éstas, se 

procedió a tomar muestras vegetales aéreas de plantas de cada uno de los hospedantes estudiados 

y se llevaron al laboratorio. Allí se procedió al aislamiento e identificación del hongo contenido 

en dicho material según el procedimiento ya descrito con anterioridad consistente en la 

desinfección superficial y siembra en medio de cultivo PDA de hojas y tallos. La presencia e 

identificación positiva en el medio de cultivo del hongo inoculado indicaría que la inoculación y 

posterior infección del endófito se había realizado de manera adecuada. 

 Cada uno de los hongos utilizados en cada especie pratense (Tabla 3) fue inoculado en las 

plantas (14/02/2013) contenidas en 5 macetas para cada una de las especies hospedante 

(Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus y Poa pratensis) y para cada uno de los dos 

grupos de edad (plantas jóvenes: aquellas sembradas más tarde; y plantas viejas: aquellas 

sembradas de manera más temprana). La maceta era considerada nuestra unidad muestral, por lo 

que cada tratamiento (inoculación con cada hongo) constó de 5 repeticiones. Las plantas de 5 

macetas por especie hospedante y grupo de edad fueron también inoculadas siguiendo el mismo 

procedimiento con el medio de cultivo sin hongo, para que sirvieran como control. En el caso del 

trébol subterráneo se utilizó el doble de macetas por tratamiento, especie hospedante y grupo de 

edad, es decir 10 macetas en lugar de 5. De tal forma que la mitad de las macetas se dejó en el 

invernadero para completar allí el ensayo de invernadero junto con O. compressus y P. pratensis, 

mientras que la otra mitad se trasladó al campo 15 días después de la inoculación con el fin de 

comprobar los efectos en condiciones reales y de analizar la posible extrapolación de los 

resultados de invernadero con los obtenidos en condiciones de campo. 

En el ensayo de invernadero las plantas se pusieron sobre mesas de 80 cm de altura y una 

superficie de (10 m x 1,76 m), con un soporte metálico y una plataforma de aglomerado 

siguiendo un diseño experimental completamente aleatorio (Figura 5). Cada maceta se dispuso 

separada de las que tenía alrededor una distancia suficiente para impedir el contacto directo entre 

plantas. Las plantas fueron regadas cada 2 - 3 días hasta capacidad de campo durante toda la 

duración del ensayo. Durante el trascurso del ensayo en invernadero las plantas no recibieron 

aporte fertilizante. 



Materiales y métodos  Influencia sobre producción y calidad 

 
74 

 

Figura 5 Distribución del ensayo de invernadero. 

 

Para el ensayo de campo las plantas que habían sido crecidas e inoculadas en el 

invernadero fueron llevadas a campo y trasplantadas a finales de febrero (26/02/2013), 

aproximadamente 15 dias después de la primera inoculación. En el campo (Finca Valdesequera), 

las plantas fueron trasplantadas siguiendo también un diseño completamente aleatorio en líneas 

orientadas en la dirección noreste-suroeste con un marco de 50 x 50 cm (Figura 6). Después del 

trasplante, las plantas recibieron un riego para facilitar su arraigue y supervivencia. Durante el 

transcurso del ensayo de campo las plantas no recibieron aporte de fertilizante, ni más riegos. 

 

 

Figura 6 Distribución del ensayo en condiciones de campo. 

 

3.2.4. Caracterización patogénica de cada hongo endófito en condiciones de invernadero. 

 En el ensayo de invernadero se procedió a hacer una caracterización patogénica de cada 

endófito inoculado para comprobar que éste no hiciera daño ni provocara ninguna sintomatología 
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fitopatológica en la planta. Para ello, se hicieron análisis visuales de las plantas cada semana 

durante dos meses, comenzando al mes de la inoculación, anotándose todo aquello que indicara 

cualquier tipo de sintomatología, como clorosis, necrosis, síntomas híper o hipoplásicos, 

manchas foliares, etc., y cualquier signo que indicara la presencia del hongo, como estructuras 

reproductoras, micelio, etc.  

 

3.2.5. Influencia de la micobiota endofítica sobre la producción de biomasa y parámetros 

de calidad en condiciones de invernadero y campo. 

 Para evaluar la influencia que cada hongo tiene sobre el crecimiento vegetal y poder 

medir los parámetros de producción de biomasa vegetal y los diversos parámetros de calidad del 

forraje considerados, las plantas fueron recolectadas el 08/05/2013, es decir 2,7 meses después 

de la inoculación en el caso del ensayo de campo y 2,6 meses después de la inoculación en el 

caso del ensayo de invernadero (06/05/2013). Para la recogida de la parte aérea, las plantas 

fueron cortadas a ras de suelo, con precaución de no coger sustrato/suelo, guardadas en sobres de 

papel y llevadas al laboratorio donde se secaron en estufa a 70 ºC durante 48 horas hasta pesada 

constante. En el caso de las plantas de invernadero, cómo éstas estaban creciendo en macetas, 

además se recogió la biomasa radicular. Para ello, se lavaron primero las raíces cuidadosamente 

con agua del grifo para eliminar los restos del sustrato. Luego se llevaron al laboratorio donde 

también se secaron en estufa a 70 ºC durante 48 horas hasta pesada constante. Para la 

determinación de la cantidad de biomasa producida (en g de materia seca por maceta) a lo largo 

del ensayo, de la parte aérea en el caso del ensayo en campo y de la parte aérea y radicular en el 

caso del ensayo en invernadero, las muestras fueron pesadas en la balanza de precisión una vez 

estuvieron secas. Posteriormente, las muestras aéreas fueron molidas en un molino de cuchillas y 

pasadas por un tamiz de luz 1 mm para realizar las determinaciones de los parámetros de calidad 

del forraje, que fueron: proteína bruta (PB), fibra neutro detergente (FND), fibra ácido detergente 

(FAD), lignina ácido detergente (LAD), cantidad de cenizas (conjunto de minerales) y 

concentración total de cada mineral (Al, B, Ca, Cd, Cu, Cr, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, 

Pb, S, Sr, Ti, Tl y Zn). En el caso de Poa pratensis, debido a cantidad limitada de forraje 

obtenido, para determinar los parámetros de calidad se tuvo que prescindir de uno de los factores 

principales "Fecha de siembra" y unir ambos tratamientos "Viejo y Joven". Los métodos y 

procedimientos utilizados para la determinación de los parámetros de calidad se describen a 

continuación. 
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 Para la determinación de la proteína bruta (PB), se obtuvo primero el contenido en 

nitrógeno a partir del método Kjeldahl (AOAC, 2005), con un sistema compuesto de un digestor 

y un destilador (Distillation Unit K-350, BÜCHI, Flawil, Suiza). Para la determinación del 

nitrógeno se utilizó un gramo de muestra, al cual se le añadieron 10 g de catalizador (Kjeldahl 

Catalyst Cu-Se, 1,5 % CuSO4. 5H2O + 2 % Se) y 20 mL de ácido sulfúrico al 98 %. Una vez 

obtenido el porcentaje de nitrógeno con el método Kjeldahl, se multiplicó por el factor 6,25 

siguiendo las indicaciones de Henneberg (1985) para obtener el contenido en proteína bruta de la 

muestra. 

 Para la fibra FND se utilizó el analizador de fibra ANKOM 8-98, cuyo procedimiento 

consta en el método oficial AOAC Ba 6a-05 (2005) y que se basan en los métodos de Goering y 

Van Soest (1970). El procedimiento que se utilizó fue el siguiente: 

- Preparación de una bolsa de filtrado, introduciendo 0,5 g (con un error de 5 ‰) de 

muestra molida. 

- Se colocaron las bolsas (23 bolsas y 1 blanco) en el suspensor, introduciendo en el 

digestor (ANKOM 220 Fiber Analyzer, Fairport, Nueva York, Estados Unidos) 2 L de 

una solución neutra compuesta por: 120 g de solución detergente neutra (Sodium Lauryl 

Sulfate, EDTA disodium, Borate dibasic. Ankona Techonology, NY, USA) 20 mL de 

trietilen-glicol, 20 g de sodio sulfito y 4 mL de α-amilasa, tras la cual se aplicaron cuatro 

lavados con agua destilada, añadiéndole a los dos primeros de nuevo α-amilasa. 

- Tras los lavados se realizó un tratamiento con acetona durante tres minutos y secado al 

aire. Para que se secaran bien, se introdujeron en la estufa a 105 ºC durante 2 horas.  

- A continuación se pesaron y se realizaron los cálculos para determinar la FND. 

 La determinación de la fibra FAD se realizó por medio del analizador de fibra ANKOM 

8-98, siguiendo el procedimiento oficial AOAC (2005). Como materia de análisis se tomó las 

bolsas utilizadas anteriormente, siguiendo los pasos que se indican a continuación: 

- Las bolsas de filtrados procedentes de la determinación de la FND, se colocaron en el 

suspensor, al cual se añadió 2 L de una solución ácida compuesta por: 40 g de 1-Bromuro 

de hexadecil trimetil-amonio y 55,2 mL de ácido sulfúrico al 98 %. 

- A continuación se realizaron cuatro lavados con agua destilada. Tras esto se introdujeron 

las bolsas en acetona durante tres minutos. Secándose al aire y en la estufa como en el 
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apartado anterior y finalmente realizar la pesada de las bolsas y determinar, aplicando los 

cálculos, la FAD. 

 Para determinar la cantidad de lignina LAD presente en las muestras se procedió según lo 

descrito en el método oficial AOAC (2005). Como materia de análisis se toman las bolsas de 

filtrado usadas para la determinación de la fibra ácido detergente. Para ello se siguieron los 

siguientes pasos: 

- En un vaso de precipitado se añadió un reactivo de ácido sulfúrico (H2SO4 al 72 % en 

peso). Se introdujeron las bolsas, cada media hora durante 3 horas, se presionaron con la 

ayuda de otro vaso de precipitado treinta veces.  

- Pasado este tiempo se hacen cuatros lavado con agua caliente, durante 5 minutos cada 

uno, presionando otras treinta veces en cada lavado. 

- Una vez secadas al aire se pesan y se calcula el valor de lignina. 

 Para conocer la cantidad de cenizas (minerales) presente en las distintas muestras, se 

procedió según el método oficial AOAC (2005). Se usaron las bolsas de filtrado usadas para el 

análisis de lignina. Siguiendo los pasos siguientes: 

- Las bolsas una vez pasadas por el cálculo de lignina se introdujeron en crisoles para 

someterlas a un proceso de incineración en horno mufla durante 3 h a 525 ºC. 

- Pesado de muestras y determinación de los valores de ceniza mediante las operaciones 

indicadas en el método utilizado. 

 Las determinaciones de los minerales fueron realizadas por el Servicio de Ionómica del 

Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura (CSIC) en Murcia. Después de una 

digestión con HNO3 / H2O2, las muestras fueron procesadas mediante espectroscopía de plasma 

ICP-OES (plasma de acoplamiento inductivo junto a un espectrofotómetro de emisión óptico) 

para obtener las concentraciones de los siguientes minerales: Al, B, Ca, Cd, Cu, Cr, Fe, K, Li, 

Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sr, Ti, Tl y Zn. 

 

3.2.6. Análisis estadístico. 

 La influencia del tratamiento (hongo endófito inoculado), la edad de las plantas y su 

interacción sobre los diferentes parámetros de producción y calidad considerados, fue evaluada 

para cada especie hospedante por separado mediante análisis de varianza y test de comparaciones 
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múltiples LSD de Fisher para ver las diferencias entre los distintos tratamientos en el caso de 

diferencias significativas en el test ANOVA. 

 En todos los análisis las hipótesis de normalidad y homocedasticidad que deben de seguir 

la distribución de los datos de las variables respuesta fueron comprobadas, entre otros medios, 

mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y por el test de Levene respectivamente. En los casos 

en los que no se cumplieran dichas hipótesis, con el fin de normalizar la distribución y estabilizar 

la varianza de los resíduos, se realizó la transformación de las siguientes variable. En el caso de 

Trifolium subterraneum: Ln (x + 1) para Al, B, Cu, Fe, K, Li, Mn, P, Pb y Zn en el ensayo de 

invernadero y Fe, Mn y Zn en el ensayo de campo; 
2
√x para MSA en el ensayo de campo; 

 3
√x 

para MSA y MSR en el ensayo de invernadero, y Cd, Li, Na, P, y Pb en el ensayo de campo; y 

5
√x para el Cd, Cr, Mo y Ni en el ensayo de invernadero, y LAD, Al, Cr, Mo, Ni y Se en el 

ensayo de campo. Para Ornithopus compressus: 
2
√x para Al, MSR, cenizas y proteína bruta. 

Mientras que para las variables Mo, Se y MSA se realizó la transformación 
5
√x. Por último para 

la variedades Poa pratensis: 
2
√x para la MSA, MSR, Cr, Mo, Se; y para las variables Al y Ti se 

realizó la transformación 
3
√x. 
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3.3. INFLUENCIA SOBRE PATÓGENOS FÚNGICOS. 

3.3.1. Obtención del material fúngico a utilizar en los ensayos. 

 Además de comprobar cómo los hongos endófitos afectan a la calidad del pasto, otro 

aspecto muy importante es ver su posible aplicación como agentes de control biológico frente a 

enfermedades fúngicas. Para realizar los ensayos fue necesaria en primer lugar la selección de 

los diferentes hongos patógenos y endófitos a utilizar. En el caso de los patógenos utilizados, 

Biscogniauxia mediterranea, agente causal del chancro carbonoso del alcornoque, fue aislado 

como endófito en especies de pasto en el presente trabajo. Por tanto debido a esta potencial 

dualidad en su comportamiento, pudiendo permanecer como endófito en especies pratenses, 

actuando éstas como un reservorio del patógeno que estaría a la espera de poder infectar pies de 

alcornoque, nos pareció muy interesante de ser incluida esta especie para ser investigada en 

profundidad. Así, podría ser de gran aplicación el uso de hongos endofíticos como antagonistas 

de B. mediterranea para limitar su presencia en especies de pasto y disminuir su inóculo y por 

tanto su infección a alcornoques. Por otra parte Fusarium moniliforme, conocido agente causal 

de varias enfermedades en cultivos de gramíneas, fue cedido por el Servicio de Sanidad Vegetal 

(Consejería de Agricultura, Desarrollo Rural, Medio Ambiente y Energía del Gobierno de 

Extremadura). 

Con respecto a los endófitos, de todos los aislados obtenidos en el objetivo primero del 

presente estudio, para hacer la selección (Tabla 5), se hizo un estudio previo de confrontaciones 

in vitro en cultivos duales endófito-patógeno (datos no mostrados). La confrontación se hizo en 

placas Petri de PDA en condiciones de oscuridad.  

 

Tabla 5 Origen e identificación de los hongos endófitos utilizados en el ensayo in vitro. 

Nº 

aislado 

Planta hospedante Origen geográfico Cordenadas UTM 

(Datum 29 N) (m) 

Identificadora  

E071 B. mollis L. La Talanquera (Badajoz) X=653,013 

Y=4.267,740 

Sordaria fimicola (Rob. ex Desm.) Ces. 

& De Not. 

E222 T. subterraneum L. La Haza (Cáceres) X=748,510 

Y=4.428,827 

Trichoderma gamsii Samuels & Druzhin 

E408 B. pelecinus L.  Mampolín (Badajoz) X=675,686 

Y=4.258,595 

Paecilomyces variotii Biourge & Bainier 

E631 B. mollis L. La Talanquera (Badajoz) X=653,013 

Y=4.267,740 

Epicoccum nigrum Link 

E635 M. polymorpha L. Mampolín (Badajoz) X=675,686 

Y=4.258,595 

Penicillium chrysogenum Thom 

a Basado en las características morfológicas y en comparación con sus secuencias en el GenBank con una similitud > 97 % 

(www.NCBI.nlm.nih.gov). 
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Los endófitos que mejor respuesta mostraron frente a los patógenos y que consiguieron 

disminuir o limitar su crecimiento fueron Sordaria fimicola (E071); Trichoderma gamsii (E222); 

Paecilomyces variotii (E408); Epicoccum nigrum (E631) y Penicillium chrysogenum (E635). 

 

3.3.2. Efecto del filtrado de la micobiota endofítica sobre el crecimiento de los patógenos 

Biscogniauxia mediterranea y Fusarium moniliforme. 

Obtención de los filtrados. 

 Los endófitos seleccionados se pusieron a crecer en medio de cultivo PDB durante dos 

meses al igual que se realizó en el apartado 3.2.3. En este caso, en lugar del micelio, lo que nos 

interesaba era la fracción líquida que será donde se habrá excretado el eventual metabolito 

secundario producido por el hongo y que es lo que queremos evaluar. Ese líquido resultante, con 

el potencial principio activo del hongo, es a lo que vamos a llamar "filtrado" del hongo y sobre el 

que vamos a evaluar su efecto sobre el crecimiento miceliar y sobre la germinación esporal de 

los patógenos. Para quedarnos con el filtrado se procedió de la siguiente manera. Para eliminar la 

mayor parte del micelio, después de los dos meses de crecimiento, el medio de cultivo con el 

hongo creciendo se hizo pasar por una doble gasa. El líquido resultante fue nuevamente filtrado 

por medio de filtros de celulosa de acetato estériles con un tamaño de poro de 0,2 µm, que 

incorporan una jeringa de plástico estéril. Este líquido resultante es a lo que vamos a considerar 

el filtrado del hongo. De cada uno de los filtrados, 2 mL (concentración 100 %) del filtrado 

fueron distribuidos uniformemente sobre placas Petri (90 x 15 mm) que contendrían 18 mL de 

PDA cuando el medio todavía estaba líquido, con el fin de que el filtrado estuviera 

uniformemente distribuido. De esta forma se hicieron placas de PDA con el filtrado añadido en 

una concentración 1/10 con respecto a la concentración madre, para ser utilizadas en los ensayos. 

Para los controles se añadió 2 mL de medio PDB estéril en lugar del filtrado. 

Efecto del filtrado sobre el crecimiento. 

Para determinar el efecto de los filtrados sobre el crecimiento del micelio, en cada una de 

las placas con medio de cultivo PDA + filtrado, se sembró un bocado de 4 mm de diámetro de 

cada colonia (patógenos) que estuviera creciendo activamente sobre medio de cultivo. Dichas 

placas se incubaron a 24 ºC en oscuridad. Diariamente, se midió el crecimiento de los dos 

diámetros perpendiculares de la colonia, hasta que alcanzaron las dimensiones de la placa Petri. 

En el caso de Biscogniauxia mediterranea, debido a su elevada tasa de crecimiento, sólo se 

realizaron tres mediciones, mientras que para Fusarium moniliforme debido a su menor 
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crecimiento en comparación con Biscogniauxia mediterranea, se realizaron un total de seis 

mediciones. Para cada combinación filtrado-patógeno, se realizaron cinco repeticiones. Como 

variable respuesta se utilizó el área de la colonia que se estimó mediante la fórmula: A = 

π/4·d1·d2, donde d1 y d2 son los diámetros perpendiculares de la colonia (Santamaría et al., 

2004). 

Efecto del filtrado sobre la esporulación.  

 El efecto sobre la germinación de esporas sólo se hizo sobre el patógeno Fusarium 

moniliforme, que fue el único sobre el que se consiguió esporular in vitro. El primer paso para 

llevar a cabo este ensayo, fue la obtención de las esporas. Para ello, se realizó una siembra del 

patógeno (4 mm de diámetro) sobre una placa Petri con medio de cultivo PDA, y se creció a 

temperatura de 24 ºC. Transcurridas alrededor de dos semanas, la colonia adquirió una 

coloración rosácea, momento óptimo en el que el patógeno empezó a producir esporas. Para 

extraer las esporas, se adicionó sobre el micelio del patógeno agua destilada estéril y mediante 

un asa de siembra se esparció por toda la superficie, de esta manera se favorecería la extracción 

de las esporas, que ayudado por medio de una micropipeta, se tomó y se guardó a 4 ºC en un 

Eppendorf de 1,5 mL hasta su utilización. 

 Una vez conseguidas las esporas, se ajustó la concentración a valores de 10
5
 esporas mL

-

1
. Una vez ajustada, se adicionaron 200 µL de la solución esporal a la placa Petri que contenía el 

medio de cultivo PDA más el filtrado del hongo, distribuyéndolos uniformemente con un asa de 

siembra estéril. Dichas placas se incubaron a 24 ºC en oscuridad durante 24, 36 y 48 horas, 

momentos en los cuales se realizaron los conteos de las esporas germinadas. Se consideró que 

una espora había germinado, cuando la longitud del tubo germinativo superaba la longitud de la 

propia espora. Se realizaron 4 repeticiones/conteos de 50 esporas por cada combinación filtrado-

tiempo de medición. La variable respuesta para cada repetición fue por tanto el porcentaje de 

esporas germinadas. 

 

3.3.3. Efecto de la asociación endófito-patógeno sobre la virulencia, producción y calidad 

del forraje en Lolium rigidum. 

 Con el fin de analizar el efecto de los mismos endófitos de los apartados anteriores sobre 

los mismos patógenos, pero ahora en condiciones de planta, se diseñó el ensayo en invernadero 

que se describe a continuación. Se eligió la especie pratense Lolium rigidum, como matriz 

vegetal porque es muy abundante en las condiciones mediterráneas de la dehesa y es una 
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gramínea, familia principalmente afectada por especies generalmente del genero Fusarium al 

cual pertenece uno de los patógenos probados. Semillas del cultivar 'Wimmera' de Lolium 

rigidum fueron obtenidas a través de la casa comercial (Semillas Batlle, S.A., 08750, Molins de 

Rei, Barcelona, España). El ensayo se realizó en este caso únicamente en condiciones 

controladas de invernadero, con el propósito de que los posibles efectos observados fueran 

debidos exclusivamente por la inoculación de los hongos y no por agentes ambientales externos. 

La forma de proceder a la hora de realizar la siembra de las plantas (26/11/2013), la aplicación 

del fungicida (26/12/2013), y la inoculación de los endófitos y patógenos (20/02/2014 y 

06/03/2014, respectivamente), fue similar a la ya descrita en el apartado 3.2.3., salvo que la 

inoculación del patógeno se realizó aproximadamente dos semanas más tarde que la del endófito. 

Para evaluar la patogenicidad y virulencia de los tratamientos se obtuvo con carácter semanal lo 

que se ha denominado el „índice de severidad‟, que no era más que el porcentaje de la planta que 

estaba afectado por algún tipo de sintomatología de enfermedad. 

 Las plantas, se mantuvieron en las mismas condiciones que las descritas anteriormente 

para el ensayo de invernadero (apartado 3.2.3). También al mes de la inoculación fueron tomadas 

plantas y llevadas al laboratorio para aislar e identificar a los hongos inoculados. Durante el 

transcurso del ensayo se registraron las siguientes temperaturas y humedad relativas (Figura 7). 
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Figura 7 Representación grafía de la humedad relativa, temperaturas máximas y mínimas en invernadero 

(promedios de cada período de 15 días) desde su comienzo, 26 de noviembre 2013 hasta su finalización, 

el 24 de abril 2014. 

 

 Al finalizar el tiempo del ensayo (24/04/2014), la parte aérea y radicular de las plantas 

fue recogida y llevada al laboratorio para las determinaciones de la producción de materia seca 

(aérea y radicular) y parámetros de calidad (proteína, fibra neutro y ácido detergente, lignina y 

cenizas) del forraje (parte aérea de las plantas). En el caso de la materia seca se evaluó la 



Materiales y métodos  Influencia sobre patógenos fúngicos 

 
83 

influencia de ambos patógenos (Biscogniauxia mediterranea y Fusarium moniliforme), mientras 

que para los parámetros de calidad solo se evaluó F. moniliforme debido a que fue el único que 

mostró capacidad patogénica en el estudio. Todas las determinaciones fueron realizadas de la 

misma forma a las descritas en el apartado 3.2.5. 

 

3.3.4. Análisis estadístico. 

 El efecto del filtrado sobre el crecimiento miceliar se analizó para cada patógeno por 

separado y el efecto sobre la germinación esporal sólo en Fusarium moniliforme. En el primer 

caso se analizó el efecto del endófito, en función del tiempo de medición, sobre el crecimiento 

miceliar mediante ANOVA de una vía. En el segundo caso, se analizó el efecto del endófito y 

del tiempo de medición sobre el porcentaje de germinación esporal también con ANOVA de una 

vía. En ambos casos, la comparación entre tratamientos se realizó con test LSD de Ficher en el 

caso de influencia significativa en el ANOVA. 

 Para ver el efecto de la asociación endófito-patógeno sobre las variables de producción, 

se realizó una test ANOVA de tres vías en el que los factores fueron: fecha de siembra (edad de 

la planta), especie de patógeno, especie de endófito y sus posibles interacciones. En el caso de 

los parámetros de calidad, como sólo se hicieron para F. moniliforme, se utilizó un ANOVA de 

dos vías en el que los factores fueron: fecha de siembra (edad de la planta), especie de endófito y 

sus posibles interacciones. Para aquellas variables que fueran significativas en el ANOVA, se 

realizó un test LSD de Ficher para ver la diferencia entre los diferentes grupos. 

 En todos los test paramétricos, las hipótesis de normalidad y homocedasticidad que deben 

de cumplir la distribución de los datos de las variables respuesta fueron comprobadas, entre otros 

medios, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y por el test de Levene respectivamente. En el 

caso de que no cumplieran dichas hipótesis, se realizaron las oportunas transformaciones; en el 

caso de la MSA, MSR y LAD se realizó la transformación 
2
√x. 
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4.1. DIVERSIDAD ENDOFÍTICA EN ESPECIES DE PASTO. 

4.1.1. Micobiota endofítica asociada a Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus. 

Identificación molecular. 

 De las plantas muestreadas, se obtuvieron un total de 773 aislamientos en Trifolium 

subterraneum y 726 en Ornithopus compressus. El 94 y 99 % de las plantas presentaban al 

menos un aislamiento, respectivamente. Según sus características morfológicas, para la planta 

hospedante T. subterraneun se diferenciaron 173 morfotipos, mientras que para O. compressus 

fueron 199. Al secuenciarse la región ITS del ADNr de cada uno de los morfotipos, se 

identificaron mediante la comparación con la base de datos EMBL/GenBank y/o mediante sus 

características morfológicas 54 genotipos para T. subterraneum (Tabla 6) y 61 genotipos para O. 

compressus (Tabla 7), siendo comunes para ambas especies 31 de los genotipos y específicos 23 

y 30 genotipos respectivamente. Para ambas especies hospedantes la mayoría de los endófitos se 

incluyen en el phylum Ascomycota, con la excepción de Mucor fragilis y Mucor hiemalis que 

pertenecen a Zygomycota y Ceratobasiadiaceae sp.1, que pertenece a Basidiomycota. De 

acuerdo con el número de taxones incluidos por Clase, la más abundante para ambas especies 

estudiadas, fue la Clase Dothideomycetes representada por los órdenes: Pleosporales (38 

especies), Capnodiales (3 especies) y Dothidiales (1 especie). En segundo lugar por números de 

especies fue la Clase Sordariomycetes, que estuvo representada por el orden Hypocreales (7 

especies), Sordariales (7 especies), Diaporthales (1 especie), Microascales (1 especie) e Incertae 

Sedis (3 especies). Los órdenes Helotiales (1 especie), Mucorales (2 especies), Ustilaginales (1 

especie) y Eurotiales (3 especie) correspondían a las Clases Leotiomycetes, Ustilagomycetes y 

Eurotiomycetes, respectivamente (Tabla 6 y 7). 

 En el caso de Trifolium subterraneum, sólo cinco de las especies identificadas, 

Leptosphaerulina australis, Alternaria sp.4, Sordaria fimicola, Fusarium lateritium y 

Drechslera biseptata, representaron más del 66 % de los aislados observados; y diez de las 

especies observadas representaron el 81 % de los aislados (Tabla 6). De ellos, Leptosphaerulina 

australis y Alternaria sp.4, fueron las únicas especies que se encontraron en todas las dehesas. 

Cuatro de las especies fueron aisladas de ocho dehesas, dos especies de siete, dos especies de 

seis dehesas, cuatro especies de cuatro y 37 especies de tres o menos dehesas. Por tanto, 10 

especies se puede considerar que tuvieron una amplia distribución (habiendo aparecido en más 

de cinco lugares), mientras que la gran mayoría de los taxones, 44 especies, tuvieron una 

distribución restringida o limitada, apareciendo en cinco o menos sitios. Por otra parte, 27 
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endófitos fueron encontrados en ambos tipos de tejidos (hojas y tallos), aunque diez de éstos 

mostraron una clara preferencia por uno de los tejidos, Leptosphaerulina australis, Sordaria 

fimicola, Drechslera biseptata, Colletotrichum trifolii, Epicoccum nigrum y Podospora anserina 

se encontraron con más frecuencia en hojas, mientras Fusarium lateritium, Fusarium sp.3 y 

Fusarium avenaceum se hallaron principalmente en tallos. Además, 14 especies sólo fueron 

aisladas en hojas y 13 en tallo (aunque todos ellos presentaron una frecuencia de aislamiento 

inferior a 3). En general, las hojas fueron el tejido del que se obtuvo mayor número de 

aislamientos, con 430, en comparación con los tallos, con 343. Sin embargo, ambos tejidos 

mostraron un número similar de especies endofíticas: 41 en hojas y 40 en tallos (Tabla 6). Las 

curvas acumulativas de especies (Figura 8), mostraron un crecimiento no asintótico, tanto para 

las especies singulares (las representadas por un único aislamiento), las especies plurales (las 

representadas por dos o más aislamientos), y como para el total de las especies. 
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Figura 8 Curvas acumulativa de especies en Trifolium subterraneum, que muestra la relación entre el número de 

plantas analizadas y el número total de especies de hongos encontrados, el número de especies singulares 

(especies representadas por un aislado) y el número de especies plurales (especies representadas por dos o 

más aislamientos). 
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Tabla 6 Frecuencia de los aislados endofíticos de Trifolium subterraneum, zona y tejidos donde fueron recogidos. 

Especie de endófito* Code† Clase Orden 
Nº de acceso 

Genbank  
H/T‡ 

Nº de aislados por dehesa§ 

AB ET HA LB MA MO PI SE TA VA Total 

Leptosphaerulina australis McAlp. LEA Dothideomycetes Pleosporales KP698328 136/45 27 14 37 6 34 8 11 26 12 6 181 

Alternaria sp.4 AL4 Dothideomycetes Pleosporales KP698349 80/74 11 41 16 18 11 14 4 2 32 5 154 

Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. SOF Sordariomycetes Sordariales KP698327 52/14 1 3 2 - - 2 15 8 33 2 66 

Fusarium lateritium Nees FUL Sordariomycetes Hypocreales KP698325 9/55 - 6 6 - 8 10 3 13 16 2 64 

Drechslera biseptata (Sacc. & Roum.) Richardson & Fraser DRB Dothideomycetes Pleosporales KP698352 35/13 13 3 1 2 8 - 1 1 - 19 48 

Fusarium sp.3 FU3 Sordariomycetes Hypocreales KP698324 3/32 - 1 6 6 - 3 11 3 4 1 35 

Lewia infectoria (Fuckel) M.E. Barr & E.G. Simmons LEW Dothideomycetes Pleosporales KP698369 15/9 1 - - - 2 3 - 1 8 9 24 

Colletotrichum trifolii Bain COT Sordariomycetes Incertae sedis KP698368 16/5 2 - - - 3 - - 16 - - 21 

Diaporthe phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc. DIA Sordariomycetes Diaporthales KP698344 11/10 6 - 7 - 1 1 2 2 - 2 21 

Epicoccum nigrum Link EPI Dothideomycetes Pleosporales KP698340 9/3 - - 1 - 1 1 - - 2 7 12 

Stemphylium globuliferum (Vestergr.) E.G. Simmons STG Dothideomycetes Pleosporales KP698338 5/7 - 1 2 - 3 1 - 1 - 4 12 

Podospora anserina (Rabenh.) Niessl PAN Sordariomycetes Sordariales KP698331 8/3 8 - - - - 2 - 1 - - 11 

Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley BOE Dothideomycetes Pleosporales KP698366 3/7 1 1 - 1 2 1 2 - 2 - 10 

Alternaria sp.3 AL3 Dothideomycetes Pleosporales KP698322 4/5 - 2 - - 2 3 - 2 - - 9 

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. FUA Sordariomycetes Hypocreales KP698339 1/8 - 2 1 3 1 - 2 - - - 9 

Helotiales sp.1 HE1 Leotiomycetes Helotiales KP698336 0/9 - - 5 - - - - 2 - 2 9 

Alternaria alternata complex (Fr.) Keissler ALA Dothideomycetes Pleosporales KP698351 5/3 1 3 - - - 3 - - 1 - 8 

Didymella phacae Corbaz DIP Dothideomycetes Pleosporales KP698363 2/5 2 2 - - 1 - 1 1 - - 7 

Dothideomycete sp.1 DOT Dothideomycetes  KP698360 0/6 - 1 - - - 5 - - - - 6 

Embellisia leptinellae E.G. Simmons & C.F. Hill EML Dothideomycetes Pleosporales KP698337 2/3 - - 1 - 2 - - 1 - 1 5 

Sporormiella pilosa (Cain) S.I. Ahmed & Cain SPO Dothideomycetes Pleosporales KP698330 3/2 - - 1 1 - - - - 2 1 5 

Drechslera sp.1 DR1 Dothideomycetes Pleosporales KP698323 2/2 - 1 - - 3 - - - - - 4 

Stemphylium solani G.F. Weber STS Dothideomycetes Pleosporales KP698333 2/2 - - - - - 2 - - 2 - 4 

Alternaria sp.2 AL2 Dothideomycetes Pleosporales KP698326 1/2 - 3 - - - - - - - - 3 

Chaetosphaeronema sp.2 CP2 Incertae sedis Incertae sedis KP698370 1/2 2 - - - - - - - 1 - 3 

Cladosporium sp.3 CL3 Dothideomycetes Capnodiales KP698353 1/2 - - - - - 1 1 - - 1 3 

Davidiella tassiana (De Not.) Crous & U. Braun DAV Dothideomycetes Capnodiales KP698365 3/0 - 1 - - 1 - 1 - - - 3 

Drechslera dictyoides (Drechsler) Shoemaker DRD Dothideomycetes Pleosporales KP698362 2/1 1 - - - - - 2 - - - 3 

Preussia australis (Speg.) Arx PRA Dothideomycetes Pleosporales KP698345 3/0 - - - - - - 3 - - - 3 

Alternaria sp.1 AL1 Dothideomycetes Pleosporales KP698329 1/1 - - - - - 2 - - - - 2 

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S. Hughes CCO Sordariomycetes Incertae sedis KP698334 1/1 - - - - - - - - 2 - 2 

Podospora miniglutinans J.H. Mirza & Cain POM Sordariomycetes Sordariales KP698341 2/0 - - - - - 2 - - - - 2 

Preussia sp.2 PR2 Dothideomycetes Pleosporales KP698320 2/0 - - - - - - - - 2 - 2 

Trichoderma gamsii Samuels & Druzhin. TRG Sordariomycetes Hypocreales KP698343 0/2 - - 1 - - - - 1 - - 2 

Alternaria sp.5 AL5 Dothideomycetes Pleosporales KP698335 1/0 - - - - - - - - 1 - 1 

Aureobasidium proteae (Taylor & Crous) Taylor & Crous AUP Dothideomycetes Dothideales KP698350 0/1 - - - - - - - - - 1 1 

Chaetosphaeronema sp.1 CP1 Incertae sedis Incertae sedis KP698358 0/1 - - - - 1 - - - - - 1 

Colletotrichum cereale Manns COL Sordariomycetes Incertae sedis KP698357 1/0 - - - - 1 - - - - - 1 

Drechslera nobleae McKenzie & D. Matthews DRN Dothideomycetes Pleosporales KP698364 1/0 - - - - - - - 1 - - 1 
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Tabla 6 (Continuación). 

Especie de endófito* Code† Clase Orden 
Nº de acceso 

Genbank  
H/T‡ 

Nº de aislados por dehesa§ 

AB ET HA LB MA MO PI SE TA VA Total 

Fusarium sp.1 FU1 Sordariomycetes Hypocreales KP698348 0/1 - - - - - 1 - - - - 1 

Mucor fragilis Bainier MUF Incertae sedis Mucorales KP698373 0/1 - - - - - 1 - - - - 1 

Penicillium sp.1 PE1 Eurotiomycetes Eurotiales KP698321 1/0 - 1 - - - - - - - - 1 

Petriella guttulata G.L. Barron & Cain PET Sordariomycetes Microascales KP698361 1/0 - - - - - - 1 - - - 1 

Peyronellaea pinodella (L.K. Jones) Aveskamp, Gruyter & Verkley PEY Dothideomycetes Pleosporales KP698356 0/1 - - - - 1 - - - - - 1 

Phaeosphaeria nodorum (E. Müll.) Hedjar. PHN Dothideomycetes Pleosporales KP698332 1/0 - - 1 - - - - - - - 1 

Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel PHO Dothideomycetes Pleosporales KP698371 0/1 1 - - - - - - - - - 1 

Pleosporales sp.3 PL3 Dothideomycetes Pleosporales KP698359 1/0 - - - - 1 - - - - - 1 

Sordariales sp.1 PD1 Sordariomycetes Sordariales KP698346 0/1 - - 1 - - - - - - - 1 

Preussia sp.1 PR1 Dothideomycetes Pleosporales KP698367 1/0 1 - - - - - - - - - 1 

Preussia sp.3 PR3 Dothideomycetes Pleosporales KP698342 1/0 1 - - - - - - - - - 1 

Pyrenophora leucospermi Crous & L. Swart PYL Dothideomycetes Pleosporales KP698355 0/1 - - - - 1 - - - - - 1 

Pyrenophora teres Drechsler PYT Dothideomycetes Pleosporales KP698354 1/0 - - - - - - 1 - - - 1 

Unidentified sp.2 UN2   KP698372 0/1 1 - - - - - - - - - 1 

Ustilago hordei (Pers.) Lagerh. UST Ustilaginomycetes Ustilaginales KP698347 0/1 - - - - - 1 - - - - 1 

Total     430/343 80 86 89 37 88 67 61 82 120 63 773 
* Especies afines más cercanas en el Genbank (www.NCBI.nlm.nih.gov) al comparar la secuencia ITS. Una similitud > 97 % se utilizó para la identificación de especies; una similitud > 94 % para la identificación de 

género; y una similitud < 94 % para las especies no identificadas. 
† Nombre abreviado (código) utilizado en las tablas y figuras. 
‡ Número de apariciones de cada uno de los hongos en hojas (H) y tallos (T). 
§ AB: La Abadía; ET: El Tarro; HA: La Haza; LB: La Barrosa; MA: Mampolín; MO: Moheda de Olalla; PI: La Pizarrilla; SE: San Esteban; TA: La Talanquera y VA: Valdesequera. 
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 Del mismo modo, en Ornithopus compressus sólo cuatro especies: Alternaria sp.4, 

Sordaria fimicola, Drechslera biseptata y Lewia infectoria representaron el 56 % del total de 

aislados, y las diez especies más frecuentes incluyeron más del 75 % de los aislados (Tabla 7). 

Alternaria sp.4 y Epicoccum nigrum fueron las únicas especies que se encontraron en todas las 

dehesas. Del resto, una especie fue aislada de nueve dehesas, dos especies de ocho, dos especies 

de seis dehesas, cuatro especies de cuatro y 43 especies de tres o menos dehesas. Por lo tanto, 

sólo 14 especies podrían considerarse que presentan una amplia distribución (como aparecieron 

en más de cinco lugares), mientras que la mayoría de los grupos taxonómicos, 50 especies de un 

total de 61, presentaron una distribución restringida o limitada, ya que aparecieron solo en cinco 

o menos dehesas. En cuanto a los tipos de tejidos, 29 endófitos fueron encontrados en ambos 

tejidos, pero 17 de ellos mostraron una fuerte preferencia por las hojas, mientras que 15 de ellos 

mostraron clara preferencia por el tallo. Por otra parte, se aislaron 32 especies en un solo tejido, 

17 en hojas y 15 en tallos, aunque todos ellos con una frecuencia de aislamiento baja, que no 

excedía de seis en el conjunto de las dehesas. Por lo general y al igual que en Trifolium 

subterraneum, las hojas, en comparación con los tallos, fueron el tipo de tejido donde mayor 

número de aislamientos (451) se obtuvieron en comparación con las obtenidas en tallos, con 275 

aislamientos. Sin embargo, ambos tipos de tejidos mostraron un número similar de aislados 

endofíticos, 44 en hojas y 46 en tallos (Tabla 7). En la figura 9 se representa las curvas 

acumulativas de las especies, mostrando al igual que en T. subterraneum un crecimiento no 

asintótico para los dos tipos de especies, singulares, plurales, y para el conjunto de todas ellas. 
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Figura 9 Curvas acumulativa de especies en Ornithopus compressus, muestra la relación entre el número de plantas 

analizadas y el número total de especies de hongos encontrados, el número de especies singulares (especies 

representadas por un aislado) y el número de especies plurales (especies representadas por dos o más 

aislamientos). 
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Tabla 7 Frecuencia de los aislados endofíticos de Ornithopus compressus, zona y tejidos donde fueron recogidos. 

Especie de endófito* Code† Clase Orden 
Nº de acceso 

Genbank  
H/T‡ 

Nº de aislados por dehesa§ 

AB ET HA LB MA MO PI SE TA VA Total 

Alternaria sp.4 AL4 Dothideomycete Pleosporales KP698349 152/86 7 29 23 37 18 21 10 38 30 25 238 

Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. SOF Sordariomycete Sordariales KP698327 58/16 1 2 1 - 2 5 34 1 28 - 74 

Drechslera biseptata (Sacc. & Roum.) Richardson & Fraser DRB Dothideomycete Pleosporales KP698352 34/21 - 1 - 17 10 1 5 4 2 15 55 

Lewia infectoria (Fuckel) M.E. Barr & E.G. Simmons LEW Dothideomycete Pleosporales KP698369 28/17 3 1 1 - 8 3 1 5 5 18 45 

Fusarium lateritium Nees FUL Sordariomycete Hypocreales KP698325 11/17 - 1 5 1 2 2 5 6 6 - 28 

Alternaria sp.1 AL1 Dothideomycete Pleosporales KP698329 14/10 2 - - 2 1 3 - 2 8 6 24 

Epicoccum nigrum Link EPI Dothideomycete Pleosporales KP698340 19/4 1 2 5 3 2 5 1 1 1 2 23 

Leptosphaerulina australis McAlp. LEA Dothideomycete Pleosporales KP698328 16/7 1 1 8 - 6 1 - 2 1 3 23 

Fusarium sp.3 FU3 Sordariomycete Hypocreales KP698324 8/11 4 - 2 3 - 1 4 2 3 - 19 

Alternaria sp.3 AL3 Dothideomycete Pleosporales KP698322 16/2 5 - - 1 - 2 - 8 2 - 18 

Stemphylium globuliferum (Vestergr.) E.G. Simmons STG Dothideomycete Pleosporales KP698338 8/5 3 1 1 - 5 1 - 1 - 1 13 

Preussia sp.3 PR3 Dothideomycete Pleosporales KP698342 8/3 7 - 4 - - - - - - - 11 

Cladosporium sp.3 CL3 Dothideomycete Capnodiales KP698353 3/7 1 - 3 - 1 1 1 1 - 2 10 

Colletotrichum trifolii Bain COT Sordariomycete Incertae sedis KP698368 4/5 - - 1 - 3 4 - 1 - - 9 

Podospora anserina (Rabenh.) Niessl PAN Sordariomycete Sordariales KP698331 8/1 9 - - - - - - - - - 9 

Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley BOE Dothideomycete Pleosporales KP698366 4/4 - 1 - 4 - 3 - - - - 8 

Davidiella tassiana (De Not.) Crous & U. Braun DAV Dothideomycete Capnodiales KP698365 2/6 - 2 4 - - - 1 - - 1 8 

Podospora miniglutinans J.H. Mirza & Cain POM Sordariomycete Sordariales KP698341 6/2 1 - 1 - - 6 - - - - 8 

Chaetosphaeronema sp.2 CP2 Incertae sedis Incertae sedis KP698370 1/6 1 1 - - - - 2 3 - - 7 

Embellisia leptinellae E.G. Simmons & C.F. Hill EML Dothideomycete Pleosporales KP698337 3/4 1 1 1 - - 2 - - - 2 7 

Sporormiella pilosa (Cain) S.I. Ahmed & Cain SPO Dothideomycete Pleosporales KP698330 2/5 3 - 2 - - 1 - - - 1 7 

Alternaria sp.2 AL2 Dothideomycete Pleosporales KP698326 6/0 - 1 - - - 5 - - - - 6 

Drechslera sp.1 DR1 Dothideomycete Pleosporales KP698323 4/2 - 4 1 - 1 - - - - - 6 

Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel PHO Dothideomycete Pleosporales KP698371 5/0 4 - - 1 - - - - - - 5 

Alternaria alternata complex (Fr.) Keissler ALA Dothideomycete Pleosporales KP698351 2/2 - 2 - 1 - - - - - 1 4 

Drechslera avenae (Eidam) Scharif DRE Dothideomycete Pleosporales KP899394 3/1 - 2 - - 1 - 1 - - - 4 

Podospora decipiens (G. Winter) Niessl POD Sordariomycete Sordariales KP899391 4/0 3 - 1 - - - - - - - 4 

Colletotrichum cereale Manns COL Sordariomycete Incertae sedis KP698357 0/3 - - - - - - 3 - - - 3 

Drechslera dictyoides (Drechsler) Shoemaker DRD Dothideomycete Pleosporales KP698362 0/3 - - - - 1 - - 2 - - 3 

Microdiplodia hawaiiensis Crous MIC Dothideomycete Botryosphaeriales KP899392 0/3 - - - - - - - 3 - - 3 

Peyronellaea pinodella (L.K. Jones) Aveskamp, Gruyter & Verkley PEY Dothideomycete Pleosporales KP698356 1/2 - - 1 - 1 - - 1 - - 3 

Pleosporales sp.1 PL1 Dothideomycete Pleosporales KP899393 0/3 - - 2 - - - - - - 1 3 

Stemphylium solani G.F. Weber STS Dothideomycete Pleosporales KP698333 2/1 - - - - - 3 - - - - 3 

Stemphylium vesicarium (Wallr.) E.G. Simmons STV Dothideomycete Pleosporales KP899396 3/0 - - - 1 - 2 - - - - 3 

Dendryphiella arenaria Nicot DEN Dothideomycete Pleosporales KP899426 1/1 - 1 - - - - 1 - - - 2 

Mucor fragilis Bainier MUF Incertae sedis Mucorales KP698373 2/0 - - - - - 2 - - - - 2 

Podospora communis (Speg.) Niessl POC Sordariomycete Sordariales KP899407 1/1 2 - - - - - - - - - 2 

Pyrenophora leucospermi Crous & L. Swart PYL Dothideomycete Pleosporales KP698355 1/1 - - - - 1 - 1 - - - 2 

Trichoderma gamsii Samuels & Druzhin. TRG Sordariomycete Hypocreales KP698343 2/0 2 - - - - - - - - - 2 
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Tabla 7 (Continuación). 

Especie de endófito* Code† Clase Orden 
Nº de acceso 

Genbank  
H/T‡ 

Nº de aislados por dehesa§ 

AB ET HA LB MA MO PI SE TA VA Total 

Ascomycota sp.1 ASC   KP899403 0/1 1 - - - - - - - - - 1 

Cercospora apii Fresen. CEA Dothideomycete Capnodiales KP899409 0/1 1 - - - - - - - - - 1 

Ceratobasidiaceae sp.1 CER Agaricomycetes Cantharellales KP899408 1/0 1 - - 1 - - - - - - 1 

Chaetomium sp.2 CH2 Sordariomycete Hypocreales KP899397 0/1 - - - - - - - - - - 1 

Didymella exitialis (Morini) E. Müll. DIE Dothideomycete Pleosporales KP899390 1/0 1 - - 1 - - - - - - 1 

Dothideomycete sp.1 DOT Dothideomycete  KP698360 1/0 1 - - 1 - - - - - - 1 

Embellisia sp.1 EM1 Dothideomycete Pleosporales KP899389 0/1 - - - - - - 1 - - - 1 

Fusarium oxysporum Schltdl. FUO Sordariomycete Hypocreales KP899395 1/0 1 - - 1 - - - - - - 1 

Helotiales sp.1 HE1 Leotiomycete Helotiales KP698336 0/1 - - - 1 - - - - - - 1 

Mucor hiemalis Wehmer MUH Incertae sedis Mucorales KP899388 1/0 1 - - - 1 - - - - - 1 

Penicillium sp.2 PE2 Eurotiomycete Eurotiales KP899386 0/1 - - 1 - - - - - - - 1 

Penicillium chrysogenum Thom PEC Eurotiomycete Eurotiales KP899406 1/0 1 - - - - - 1 - - - 1 

Phialophora cyclaminis J.F.H. Beyma PHC Eurotiomycete Chaetothyriales KP899400 0/1 - 1 - - - - - - - - 1 

Phoma medicaginis Malbr. & Roum. PHM Dothideomycete Pleosporales KP899401 1/0 1 - - - - - - - 1 - 1 

Phaeosphaeria pontiformis (Fuckel) Leuchtm. PHP Dothideomycete Pleosporales KP899402 1/0 1 - 1 - - - - - - - 1 

Pleosporales sp.2 PL2 Dothideomycete Pleosporales KP899398 0/1 - - - - 1 - - - - - 1 

Podospora fimiseda (Ces. & De Not.) Niessl POF Sordariomycete Sordariales KP899404 0/1 - 1 - - - - - - - - 1 

Preussia sp.1 PR1 Dothideomycete Pleosporales KP698367 1/0 1 - - 1 - - - - - - 1 

Preussia australis (Speg.) Arx PRA Dothideomycete Pleosporales KP698345 1/0 1 - 1 - - - - - - - 1 

Septoria dysentericae Brunaud SEP Dothideomycete Capnodiales KP899399 1/0 1 - - - - 1 - - - - 1 

Xylariaceae sp. XYL Sordariomycete Xylariales KP899387 0/1 - - 1 - - - - - - - 1 

Zopfiella latipes (N. Lundq.) Malloch & Cain ZOP Sordariomycete Sordariales KP899405 0/1 - 1 - - - - - - - - 1 

Total     451/275 66 57 73 73 64 76 70 82 86 79 726 
* Especies afines más cercanas en el Genbank (www.NCBI.nlm.nih.gov) al comparar la secuencia ITS. Una similitud > 97 % se utilizó para la identificación de especies; una similitud > 94 % para la identificación de 

género; y una similitud < 94 % para las especies no identificadas. 
† Nombre abreviado (código) utilizado en las tablas y figuras. 
‡ Número de apariciones de cada uno de los hongos en hojas (H) y tallos (T). 
§ AB: La Abadía; ET: El Tarro; HA: La Haza; LB: La Barrosa; MA: Mampolín; MO: Moheda de Olalla; PI: La Pizarrilla; SE: San Esteban; TA: La Talanquera y VA: Valdesequera. 
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Efecto del ambiente y del tipo de tejido. 

 A nivel de planta, en Trifolium subterraneum el ANOVA mostró que la variable 

"Dehesa" afectó significativamente a las tres variables respuesta: frecuencia de los aislados, 

riqueza de las especies e índice de diversidad de Shannon-Weaver. Por otro lado, el "Tipo de 

tejido" afectó solamente a la frecuencia de los aislados, mientras que la interacción "Dehesa * 

Tejido" no tuvo un efecto significativo en ninguna de las tres variables respuesta (Tabla 8). 

 

Tabla 8 ANOVA para Trifolium subterraneum que muestra el efecto del la dehesa, el tipo de tejido y su interacción 

en la frecuencia de aislamiento, riqueza de especies y el índice de diversidad de Shannon-Weaver de las 

especies endofítica encontradas. 

Fuente Df Frecuencia de aislamiento Riqueza de especies I. Diversidad 

Dehesa 9 7,22*** 3,27** 2,90** 

Tipo de tejido 1 12,47*** 1,22 1,33 

Dehesa * Tejido 9 1,25 1,14 1,22 

Df.: grado de libertad; Valores de F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001) se 

muestran en el resto de las columnas. 

 

 En Trifolium subterraneum la dehesa "La Talanquera" fue donde se obtuvo una mayor 

frecuencia de aislados por planta, con un promedio (media ± error) de 12 ± 1,0. Por el contrario 

la dehesa con menor frecuencia de aislados fue "La Barrosa" (3,7 ± 0,7) al igual que ocurrió con 

la riqueza de especies con (1,7 ± 0,4) (Figura 10).  
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Figura 10 Efecto de la dehesa y tipo de tejido (hojas y tallos) sobre las variables respuesta: frecuencia de aislados, 

riqueza de especies e índice de diversidad endofítica (Shannon-Weaver) en Trifolium subterraneum. Las 

barras de error indican el error estándar. AB: La Abadía; ET: El Tarro; HA: La Haza; LB: La Barrosa; 

MA: Mampolín; MO: Moheda de Olalla; PI: La Pizarrilla; SE: San Esteban; TA: La Talanquera y VA: 

Valdesequera. 
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 En cambio en la finca donde mayor riqueza de endófitos se obtuvo fue "Moheda de 

Olalla" (4,5 ± 0,5). En cuanto al índice de diversidad hubo una dehesa que fue diferente 

significativa con todas las demás, "La Barrosa" que tuvo un índice de diversidad muy pequeño 

con 0,7 ± 0,2. Por otro lado, aunque de manera no significativa, la finca donde mayor diversidad 

de endófitos se encontró fue "Moheda de Olalla" con 1,9 ± 0,2 (Figura 10). Respecto al efecto 

del tipo de tejido en las variables respuesta, las diferencias significativas sólo se observaron en la 

riqueza de aislados (Tabla 8). En este caso, el número de aislamientos por planta fue mayor en 

hojas (9,5 ± 0,5) que en tallos (7,1 ± 0,5) (Figura 10). 

 En el caso de Ornithopus compressus, el factor "Dehesa" solo afectó a la variable 

frecuencia de aislados. Por otro lado, el tipo de tejido y la interacción "Dehesas * Tejido" afectó 

significativamente a la frecuencia de aislados y a la riqueza de especies. (Tabla 9). 

 

Tabla 9 ANOVA para Ornithopus compressus, que muestra el efecto de la dehesa, el tipo de tejido y su interacción 

en la frecuencia de aislamiento, la riqueza de especies y el índice de diversidad de Shannon-Weaver de los 

endófitos encontrados. 

Fuente Df Frecuencia de aislados Riqueza de especies I. Diversidad 

Dehesa 9 2,25* 1,55 1,37 

Tipo de tejido 1 59,66*** 8,45** 2,95 

Dehesa * Tejido 9 2,12* 2,20* 1,85 

Df.: grado de libertad; Valores de F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001) se 

muestran en el resto de las columnas. 

 

 

 En todas las dehesas la frecuencia de aislados fue mayor en hojas que la obtenida en los 

tallos (Figura 11). Esta misma tendencia se observó en la riqueza de especies, con excepción de 

dos dehesas, "La Pizarrilla" y "San Esteban". En general, en hojas el número de aislamientos por 

planta y número de especies por planta fueron 9 ± 0,3 y 4,3 ± 0,2, respectivamente; mientras que 

en tallos, el número de aislamientos por planta y número de especies por planta fueron de 5,5 ± 

0,3, y 3,5 ± 0,2, respectivamente. También a nivel general, la dehesa "La Talanquera" fue donde 

se aislaron el mayor número de endófitos por planta (en promedio 8,5 ± 0,9), seguido de "La 

Haza" (en promedio 8,2 ± 0,6). Por el contrario, "El Tarro" fue la dehesa con el menor número 

de especies por planta (en promedio 5,7 ± 0,7). Si cada tipo de tejido se analiza por separado, la 

dehesa "La Talanquera" fue también la dehesa donde se aislaron el mayor número de endófitos 

en hojas, mientras que el mayor número de endofitos aislados en tallos fue en la dehesa "San 

Esteban" (Figura 11). 
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Figura 11 Efecto de la dehesa y tipo de tejido (H: hojas y T: tallos) sobre las variables respuesta: frecuencia de 

aislados, riqueza de especies e índice de diversidad endofítica (Shannon-Weaver) en Ornithopus 

compressus. Las barras de error indican el error estándar. AB: La Abadía; ET: El Tarro; HA: La Haza; 

LB: La Barrosa; MA: Mampolín; MO: Moheda de Olalla; PI: La Pizarrilla; SE: San Esteban; TA: La 

Talanquera y VA: Valdesequera. Aunque el test LSD se realizó con las variables transformadas, para 

facilitar la interpretación de la figura se representan los valores sin transformar. 

 

 Con el fin de estudiar con más detalle la variable "Dehesa", se estudió la influencia de 

cada una de las característica edafoclimática (Tabla 1) sobre la frecuencia de los aislados, la 

riqueza de especies e índice de diversidad, por medio de regresiones lineales y múltiples. 

Después de realizar todas las combinaciones posibles, la única variable con una influencia 

significativa para Trifolium subterraneum, fue la concentración de Mg en el suelo sobre el índice 

de diversidad (R
2
 = 0,48; p-valor = 0,016), con un modelo de regresión: ID = 2,60 + 0,00162 Mg 

(mg kg
-1

). Mientras que para la especie Ornithopus compressus, en las regresiones simples el 

índice de diversidad fue afectada significativa (P < 0,05) y positivamente por la concentración de 

Ca, K y carbono orgánico (Corg), y negativamente por la conductividad eléctrica del suelo (Tabla 

10). La riqueza de especies (RE) se vio afectada por los mismos parámetros y de la misma 

manera que en el caso de la diversidad, además de la precipitación anual, que afectó también 

positivamente. La frecuencia de aislados sin embargo, sólo se vio afectada por la conductividad 

eléctrica de una manera positiva. En cuanto a las regresiones múltiples, el índice de diversidad 

obtuvo el modelo más significativo (R
2
 = 0,731) con la combinación de K, Corg y CE del suelo. 

Para la riqueza de especies (RE), el modelo incluyó Ca, K, Corg, CE y la precipitación, 

produciendo un coeficiente de regresión muy elevado (R
2
 = 0,935) (Tabla 10). 
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Tabla 10 Regresiones lineales simples y múltiples significativas en Ornithopus compressus entre el índice de 

diversidad (ID), la riqueza de especies (RE) y la frecuencia de aislamiento (FA) con las variables 

edafoclimáticas consideradas. 
R

eg
re

si
ó

n
 s

im
p

le
 

 Variables edafoclimáticas P-valor R2 Ecuación de regresión 

DI 

Calcio (Ca; mg kg-1) 0,041 0,426 DI = 0,90173 + 0,00293*Ca 

Potasio (K; mg kg-1) 0,049 0,403 DI = -1,66480 + 0,00873*K 

Carbono organico (Corg; g kg-1) 0,043 0,419 DI = 2,05818 + 0,10746*Corg 

Conductividad electrica (CE; dS m-1) 0,014 0,550 DI = 5,14783 - 0,29240*CE 

RE 

Calcio (Ca; mg kg-1) 0,009 0,591 RE = -4,04172 + 0,02879*Ca 

Potasio (K; mg kg-1) 0,014 0,550 RE = -28,8919 + 0,08507*K 

Carbono organico (Corg; g kg-1) 0,031 0,461 RE = 8,48110 + 0,94030* Corg 

Conductividad electrica (CE; dS m-1) 0,002 0,730 RE = 37,2390 - 2,81013*CE 

Precipitación anual (Prec; mm) 0,048 0,404 RE = 1,36710 + 0,02472*Prec 

FA Conductividad electrica (CE; dS m-1) 0,019 0,520 FA=45,8582+3,90602*CE 

R
eg

re
si

ó
n

 m
ú

lt
ip

le
 

DI 

K + Corg + CE 0,038 0,731 
DI=2,15194+0,00285*K+0,06600* Corg -

0,18185*CE 

Ca + Corg + CE 0,047 0,711 
DI=3,61843+0,00047*Ca +0,06173* Corg 

-0,21311*CE 

Corg + CE + Prec 0,040 0,726 
DI=2,98378+0,07096* Corg -0,17295*CE 

+0,000933*Prec 

RE Ca + K + Corg + CE + Prec 0,017 0,935 
RE=-5,03833+0,00681*Ca+0,02978*K+ 

0,39123*Corg - 1,6854*EC-0,00162*Prec 

 

 Dado que los análisis de regresión de las variables edafoclimáticas no fueron del todo 

concluyentes, especialmente en el caso de Trifolium subterraneum, se realizó también un análisis 

multivariante para analizar la influencia de todas estas variables con más detalle, aunque ahora 

nos centraremos en la distribución de especies endofíticas como variable respuesta. El Análisis 

Canónico de Correspondencia (ACC) para T. subterraneum, mostró que la variable 

"Precipitación" fue el único predictor significativo (P < 0,05) para la composición de las especies 

de hongos, a pesar de ello también se detectaron que la concentración de Mn, Na y Fe estaban 

muy cerca de la significación (P < 0,08). Por lo tanto, con estas 4 variables, se realizó un análisis 

Monte Carlo con 999 permutaciones cuya representación grafica se puede ver en la Figura 12, 

incluyendo los dos primeros ejes. Los resultados de los eigenvalues (λ) del modelo fueron: para 

el eje 1 λ = 0,224, para el eje 2 λ = 0,196, para el eje 3 λ = 0,133 y para el eje 4 λ = 0,092. La 

suma canónica total de los λ fue de 0,723. Las variables "Precipitación" y "Mn" parecieron tener 

la mayor influencia en la distribución de las especies. Se puede observar (Figura 12) que la 

precipitación y la concentración de Fe en el suelo se correlacionaron con la parte negativa de 

ambos ejes. En este sentido, la micobiota endofítica que fue influida más positivamente por esas 

dos variables fueron PAN (Podospora anserina), COT (Colletotrichum trifolii), DIP (Didymella 

phacae), DIA (Diaporthe phaseolorum) y LEA (Leptosphaerulina australis). Por el contrario, 

LEW (Lewia infectoria), SOF (Sordaria fimicola) y SPO (Sporormiella pilosa) parecieron ser las 

especies endofíticas mejor adaptadas a condiciones de baja precipitación. Las concentración de 

Na se relacionaron inversamente con el eje 2, siendo los endófitos que más correlacionaron 
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positivamente con la salinidad, PAN (Podospora anserina), varias especies de Alternaria 

(Alternaria alternata, AL3 y AL4), DOT (Dothideomycete sp.1) y DIP (Didymella phacae), 

mientras que EPI (Epicoccum nigrum) y LEW (Lewia infectoria), fueron las más correlacionadas 

negativamente. Por último, el Mn estuvo correlacionado con la parte positiva de ambos ejes, es 

decir, que se correlacionó negativamente con la precipitación y la concentración de Fe (Figura 

12). 

 

Figura 12 Primer y segundo eje del Análisis Canónico de Correspondencias en Trifolium subterraneum que muestra 

las variables ambientales que más influyeron en la composición de la micobiota endofítica. En los análisis 

sólo se consideraron las especies con frecuencia de aislamiento superior a 4. El nombre completo de las 

especies de hongos se puede observar en la tabla 6. Prec.: precipitación anual. 

 

 Mientras que para Ornithopus compressus en el análisis exploratorio de las variables (499 

permutaciones) los factores con mayor influencia sobre la distribución de las especies endofíticas 

fueron (Ca, Root_shadow, Precipitación y Temperatura). Mientras que para los resultados finales 

(999 permutaciones) las variables "Ca" y "Root_shadow" fueron los predictores significativos (P 

< 0,05). Los otros dos factores (precipitación y temperatura) no resultaron predictores 

significativos en el análisis final, mostrando una significación de P = 0,056 y P = 0,208 

respectivamente. La distribución de los endófitos en función de las variables consideradas se 

pueden ver en la figura 13, representándose también los dos primeros ejes del ACC. Los 

resultados de los eigenvalues (λ) del modelo fueron: para el eje 1 λ = 0,320, para el eje 2 λ = 

0,207, para el eje 3 λ = 0,123 y para el eje 4 λ = 0,086. La suma canónica total de los λ fue de 

0,737. Se puede decir que la variable "Ca" y "Sombra" fueron las que mayor influencia tuvieron 
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sobre la distribución de los endófitos, correlacionándose la variable Ca con la parte positiva de 

ambos ejes, mientras que "Sombra" se correlacionó con la parte positiva del eje 1 y ligeramente 

con la parte negativa del eje 2. Al respecto, los endófitos con mayor relación positiva con la 

variable Ca fueron AL2 (Alternaria sp.2), POM (Podospora miniglutinans) y SPO (Sporormiella 

pilosa); mientras que por el contrario, esta variable se relacionó inversamente con el endófito 

SOF (Sordaria fimicola). Mientras que la variable "Sombra" se relacionó positivamente con 

PAN (Podospora anserina), PHO (Phoma glomerata), y negativamente con DR1 (Drechslera 

sp.1), entre otros. 

 

Figura 13 Primer y segundo eje del Análisis Canónico de Correspondencias en Ornithopus compressus, que 

muestran las variables ambientales que más influyeron en la composición de la micobiota endofítica. En 

los análisis sólo se consideraron las especies con frecuencia de aislamiento superior a 4. El nombre 

completo de las especies de hongos se puede observar en la tabla 7. Prec.: precipitación anual, Temp.: 

temperatura y root-sha.: 
2
√sombra. 
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4.2. INFLUENCIA DE LA MICOBIOTA ENDOFÍTICA SOBRE LA 

PRODUCCIÓN Y CALIDAD DEL PASTO. 

4.2.1. Efectos sobre la producción de biomasa aérea y radicular. 

Trifolium subterraneum. 

 La inoculación del endófito, independientemente de la especie, no causó síntomas de 

enfermedad en las plantas. En el caso del Trifolium subterraneum en invernadero, la producción 

de materia seca del forraje fue afectada significativamente (P < 0,05) por los dos factores 

principales considerados, "Endófito" y "Fecha de siembra", pero no por su interacción (Tabla 

11). 

 

Tabla 11 ANOVA de dos vías en Trifolium subterraneum que muestra el efecto del endófito, fecha de siembra y su 

interacción sobre la biomasa forrajera (MSA) y radicular (MSR) en ambos ensayos (condiciones de 

invernadero y campo). En la primera fila se muestran los grados de libertad (DF) y en las demás se 

muestra el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001) de cada 

una de las variables indicadas. 

 Ensayo de invernadero Ensayo de campo 

 Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha 

DF 6 1 6 6 1 6 

MSA 6,05*** 18,75*** 1,50 2,37* 0,43 1,38 

MSR 2,50* 3,45 2,28* -- -- -- 

MSA: materia seca aérea y MSR: materia seca radicular. 

 

 En condiciones de invernadero, la inoculación con E631 (Epicoccum nigrum) y E202 

(Chaetosphaeronema sp.), comparándolo con las plantas control, tuvo una tendencia a 

incrementar la producción del forraje de Trifolium subterraneum, aunque sin diferencias 

significativas. Por el contrario E244 (Pleosporales sp.) y E140 (Stemphylium globuliferum) 

provocaron una reducción significativa en el rendimiento del forraje en comparación con los 

controles (Figura 14). En cuanto al efecto "Fecha de siembra", las plantas consideradas como 

"Viejo" (aquellas sembradas antes) tuvieron una producción de forraje (materia seca aérea) 

significativamente superior al de las plantas "Joven" (aquellas sembradas más tardíamente) con 

valores de 2,57 ± 0,18 g maceta
-1

 (media ± error estándar) y 1,66 ± 0,20 g maceta
-1

, 

respectivamente. En el ensayo de campo se estudió exclusivamente la materia seca aérea (MSA). 

En este caso, el test ANOVA mostró una influencia significativa del endófito en la producción 

de forraje (Tabla 11). En las condiciones de campo, las plantas inoculadas con el E202 
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(Chaetosphaeronema sp.) produjeron una mayor cantidad de materia seca aérea en comparación 

con cualquier otro tratamiento, incluyendo los controles (Figura 14). 
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Figura 14 Contenido en materia secas aerea de Trifolium subterraneum para cada endófito inoculado en los ensayos 

de invernadero (izquierda) y campo (derecha). Las barras horizontales indican las medias mientras que las 

líneas horizontales el error estándar. Para cada ensayo las mismas letras indican que no hay diferencias 

significativas en el test LSD con nivel de significancia α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó con las 

variables transformadas, para facilitar la interpretación de la figura se representaron los valores sin 

transformar. El tratamiento de control fue E0, mientras que E060: Fusarium lateritium; E071: Sordaria 

fimicola; E140: Stemphylium globuliferum; E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: Pleosporales sp. y 

E631: Epicoccum nigrum. 

 

 En el caso de la materia seca radicular, el efecto principal "Endófito" y la interacción 

entre la "Fecha de siembra * Endófito" tuvieron una influencia significativa sobre ésta en el 

ensayo de invernadero (Tabla 11).  En este caso, los endófitos E071 (Sordaria fimicola), E631 

(Epicoccum nigrum) y E202 (Chaetosphaeronema sp.) aumentaron la producción de raíces en las 

plantas "jóvenes", es decir aquellas que se sembraron más tarde. Mientras que en las plantas 

sembradas con anterioridad (consideradas como "Viejo"), de nuevo Chaetosphaeronema sp. 

aumentó la biomasa radicular, aunque sin diferencias significativas con las plantas control 

(Figura 15). 
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Figura 15 Contenido en materia seca radicular en función de la edad de la planta (plantas "joven" y plantas "viejo") 

en Trifolium subterraneum cuando se inocula con cada endófito en condiciones de invernadero. Las 

barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada parámetro 

la misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de significancia α = 

0,05. Aunque el test LSD se realizó con las variables transformadas, para facilitar la interpretación de la 

figura se representaron los valores sin transformar. El tratamiento de control fue E0, mientras que E060: 

Fusarium lateritium; E071: Sordaria fimicola; E140: Stemphylium globuliferum; E202: 

Chaetosphaeronema sp.; E244: Pleosporales sp. y E631: Epicoccum nigrum. 

 

Ornithopus compressus. 

 Por otra parte, en Ornithopus compressus la producción de materia seca del forraje no se 

vió afectada significativamente (P > 0,05) por ninguno de los factores principales ni por la 

interacción (Tabla 12). El contenido en materia seca aérea por maceta varió entre 0,63 - 1,55 g 

maceta
-1

, cuando las plantas se inocularon con Sporormiella pilosa (E636) y Sordaria fimicola 

(E071), respectivamente. 

 

Tabla 12 ANOVA de dos vías de Ornithopus compressus para cada parámetro evaluado. En la segunda columna se 

muestra el grado de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P 

≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 

 

 En el caso de la materia seca radicular, la "Fecha de siembra", y la interacción"Endófito * 

Fecha de siembra", tuvieron una influencia significativa sobre la biomasa radicular obtenida 

(Tabla 12). Cuando los datos de los tratamientos se consideraron agrupados, es decir al analizar 

Fuente DF MSA MSR 

Endófito 4 2.23 1,40 

Fecha de siembra 1 0,34 16,61*** 

Endó * Fecha 4 1.21 2,94* 

MSA: materia seca aérea y MSR: materia seca radicular. 
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el efecto del factor "Fecha de siembra", las plantas más "Jóvenes", aquellas sembradas en último 

lugar, produjeron significativamente una biomasa radicular más elevada, (media ± error 

estándar) 0,59 ± 0,03 g maceta
-1

, que los obtenidos en las plantas más "Viejas", aquellas 

sembradas anteriormente, 0,44 ± 0,02 g maceta
-1

. En cuanto a la interacción "Endófito * Fecha 

de siembra" se observó (Figura 16) que en el caso de las plantas jóvenes se muestra una clara 

influencia de Epicoccum nigrum (E631) el cual reduce significativamente el contenido de 

materia seca radicular en un 49 %, respecto al control. 
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Figura 16 Contenido en materia seca radicular en función de la edad de la planta en Ornithopus compressus cuando 

se inocula con cada endófito en invernadero. Las barras verticales indican la media, mientras que las 

líneas verticales el error estándar. Para cada parámetro la misma letra indica que no hay diferencias 

significativas en el test LSD con un nivel de significancia α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó con las 

variables transformadas, para facilitar la interpretación de la figura se representaron los valores sin 

transformar. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; E138: Embellisia leptinellae; E631: Epicoccum 

nigrum y E636: Sporormiella pilosa. 

 

Poa pratensis. 

 En el caso de Poa pratensis, tanto los factores principales como su interacción tuvieron 

una influencia significativa (P < 0,05) en las dos variables respuesta, tanto en la producción de 

biomasa aérea como en la radicular (Tabla 13). 

 

Tabla 13 ANOVA de dos vías en Poa pratensis para cada parámetro evaluado. En la segunda columna se muestran 

los grados de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤0,05; ** 

P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 

Fuente DF MSA MSR 

Endófito 8 4,66*** 3,84*** 

Fecha de siembra 1 14,63*** 50,80*** 

Endó * Fecha 8 3,81*** 5,51*** 

MSA: materia seca aérea y MSR: materia seca radicular. 
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 En el caso del efecto principal "Endófito", Penicillium sp. (E269) mostró casi un 40 % 

más de rendimiento en materia seca aérea en comparación con el tratamiento control (1,01 y 0,63 

g maceta
-1

, respectivamente). Mientras que los endófitos que menor biomasa aérea produjeron 

fueron E140 (Stemphylium globuliferum), E202 (Chaetosphaeronema sp.), y E361 (CODE361). 

Con respecto a la biomasa radicular, los endófitos E202 (Chaetosphaeronema sp.) y E269 

(Penicillium sp.) produjeron mayor biomasa por maceta en comparación con el tratamiento 

control, con 2,17 y 2,41 g maceta
-1

, respectivamente, en comparación con 1,67 g maceta
-1

 del 

control. La biomasa aérea y radicular presentaron una gran correlación (R
2 

= 0,71). Respecto a la 

interacción "Endófito * Fecha de siembra", se pudo observar que en el caso de la materia seca 

aérea (Figura 17 a), en las plantas sembradas más tarde (Jóvenes) no se observo ninguna 

diferencia significativa entre tratamientos, mientras que en el caso de las plantas viejas 

(sembradas antes) todos los endófitos excepto Pleosporales sp. (E244), y Epicoccum nigrum 

(E631) aumentaron el contenido de materia seca con un máximo de (1,33 ± 0,05) 

correspondiente a Penicillium sp. (E269) y un mínimo de (0,60 ± 0,11) cuando se inoculaba 

E138 (Embellisia leptinellae) (Figura 17 a). En el caso de la materia seca radicular para las 

plantas "Jóvenes", el endófito E060 (Fusarium lateritium) redujo el contenido de MSR en un 30 

%, mientras que en el caso de las plantas más viejas, todas las especies endofíticas excepto 

Pleosporales sp., CODE361 y Epicoccum nigrum, amentaron el contenido entre un 33 - 103 % 

de materia seca radicular (Figura 17 b). Cuando comparamos en su conjunto las plantas jóvenes 

y viejas sin tener en cuenta el endófito inoculado, se observó que la materia seca aérea producida 

por las plantas viejas era mayor que la de las jóvenes (0,89 y 0,73 g maceta
-1

, respectivamente). 

Al igual ocurrió con el sistema radicular con 2,18 y 1,64 g maceta
-1

, respectivamente. 
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Figura 17 Efecto de la interacción endófito * fecha de siembra (plantas "joven": aquellas sembradas más tarde; 

plantas "viejo": aquellas sembradas en primer lugar) en (a) materia seca aérea y (b) materia seca 

radicular de Poa pratensis. Las barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el 

error estándar. Para cada parámetro la misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test 

LSD con un nivel de significancia α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó con las variables 

transformadas, para facilitar la interpretación de la figura se representó los valores sin transformar. E0: 

Control; E060: Fusarium lateritium; E138: Embellisia leptinellae; E140: Stemphylium globuliferum; 

E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: Pleosporales sp. ; E269: Penicillium sp.; E361: CODE361 y 

E631: Epicoccum nigrum. 

 

4.2.2. Efectos sobre el valor nutritivo. 

Trifolium subterraneum. 

 En el ensayo de invernadero de Trifolium subterraneum, los factores principales 

"Endófito" y "Fecha de siembra", tuvieron una influencia significativa (P < 0,05) sobre la fibra 

neutro detergente (FND), fibra ácido detergente (FAD) y sobre la lignina ácido detergente 

(LAD) (Tabla 14). La interacción entre ambos efectos no resultó significativa para ningún 

parámetro. 
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Tabla 14 ANOVA de dos vías de Trifolium subterraneum que muestra el efecto del endófito, fecha de siembra y su 

interacción en cada parámetro evaluado en ambos ensayos (condiciones de invernadero y campo). En la 

primera fila se muestra el grado de libertad (DF) y en las demás se muestra el valor F, incluyendo el nivel 

de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001) de cada una de las variables indicadas. 

 Ensayo de invernadero Ensayo de campo 

 Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha 

DF 6 1 6 6 1 6 

PB 1,30 0,08 0,66 0,81 1,53 0,36 

FND 3,15* 39,16*** 1,13 7,77*** 1,82 1,70 

FAD 3,09* 47,42*** 0,62 3,99** 2,99 1,51 

LAD 8,81*** 11,80** 1,13 19,62*** 4,72* 0,87 

PB: proteína bruta; FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra ácido detergente y LAD: lignina ácido 

detergente. 

 

 El contenido de proteína bruta (PB) del forraje en el ensayo de invernadero comprendió 

entre 10,35 y 7,32 %, aunque no hubo diferencias significativas entre tratamientos ni fechas de 

siembra (Figura 18 a). En el caso de la fibra neutro detergente (FND) y de la fibra ácido 

detergente (FAD), ninguno de los endófitos causó un aumento significativo comparándolo con 

los controles. Por el contrario, la inoculación con los endófitos E244 (Pleosporales sp.) y E140 

(Stemphylium globuliferum) proporcionó los valores más bajos de FND (31,35 y 32,45 %) y 

FAD (22,73 y 21,41 %), respectivamente, en comparación con los obtenidos en los controles 

(Figura 18 b, c). Por el contrario, en el caso de la lignina ácido detergente (LAD), las plantas 

inoculadas con el endófito E060 (Fusarium lateritium) presentaron valores significativamente 

más elevados que los encontrados en los controles (5,9 y 3,9 %, respectivamente) (Figura 18 d). 

En cuanto al efecto principal "Fecha de siembra" en condiciones de invernadero, las plantas 

consideradas como "Viejo" (las sembradas primero), mostraron valores más elevados de FND, 

FAD y LAD (36,86; 25,39 y 4,60 %, respectivamente) en comparación con las plantas 

"Jóvenes", sembradas más tarde (31,55; 21,73 y 3,88 %, respectivamente) (Tabla 15). En el 

ensayo de campo, aunque sin analizar estadísticamente, la proteína bruta mostró valores mucho 

más elevados que los obtenidos en el ensayo de invernadero (17,9 ± 0,5 y 8,9 ± 0,3 %, 

respectivamente) (Figura 18 a). 
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Figura 18 Influencia del efecto principal sobre los parámetros de calidad (a) PB: proteína bruta; b) FND: fibra 

neutro detergente; c) FAD: fibra ácido detergente; d) LAD: lignina ácido detergente) de Trifolium 

subterraneum cuando se inocula con cada endófito en invernadero y campo. Las barras verticales 

indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada parámetro y ensayo la 

misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de significancia α = 

0,05. La ausencia de letras, indica que no fue significativo. E0: Control; E060: Fusarium lateritium; 

E071: Sordaria fimicola; E140: Stemphylium globuliferum; E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: 

Pleosporales sp. y E631: Epicoccum nigrum. 

 

 Con respecto a los valores específicos del ensayo de campo, al igual que en el ensayo en 

invernadero, ninguno de los factores analizados ("Fecha de siembra", "Endófito" y la interacción 

de ambos) mostró influencia significativa sobre el contenido de proteína bruta (PB) del forraje 

(Tabla 15). Los valores de PB en el forraje del ensayo de campo oscilaron entre 19,46 y 16,88 % 

del tratamiento control y Epicoccum nigrum (E631), respectivamente. También al igual que en el 

ensayo de invernadero, el factor principal "Endófito" tuvo una influencia significativa (P < 0,05) 

sobre la FND, FAD y LAD (Tabla 15). 
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Tabla 15 Media ± error estándar de los diferentes parámetros medidos en Trifolium subterraneum que fueron 

significativos (P < 0,05) para el test LSD para la variable principal "Fecha de siembra" de acuerdo con el 

resultado obtenido en el test ANOVA de dos vías, realizado en los ensayos de invernadero y campo. Para 

cada parámetro, las medias con diferente letra son significativamente diferentes según el test de LSD. 

 Joven Viejo  

Ensayo de invernadero 

FND (%) 31,55 ± 0,74 B 36,86 ± 0,68 A 

FAD (%) 21,73 ± 0,41 B 25,39 ± 0,45 A 

LAD (%) 3,88 ± 0,22 B 4,60 ± 0,23 A 

Ensayo de campo 

LAD (%) 2,87 ± 0,2 B 3,32 ± 0,32 A 

FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra ácido detergente y 

LAD: lignina ácido detergente. 

 

 La inoculación con ninguno de los endófitos causó una reducción en cualquiera de estos 

parámetros en el forraje en comparación con los controles. Por el contrario, la inoculación con 

E060 (Fusarium lateritium) y E244 (Pleosporales sp.) proporcionó forrajes con valores más 

elevados de FND, FAD y LAD que los controles (Figura 18 b, c, d). Además, el endófito E140 

(Stemphylium globuliferum) produjo forraje con los valores más elevados en LAD (Figura 18 d). 

La "Fecha de siembra" sólo afectó significativamente a la LAD, cuando del ensayo de campo se 

trata (Tabla 15). En este caso, las plantas consideradas como "Viejo" tenían una LAD más 

elevada que las plantas jóvenes (3,32 y 2,87 %, respectivamente). 

 

Ornithopus compresus. 

 En el caso de Ornithopus compressus, el efecto principal "Endófito" afectó 

significativamente (P < 0,05) a la proteína bruta (PB), cenizas totales y lignina (LAD), aunque 

en esta última, el efecto fue influenciado tambien por la "Fecha de siembra" (Tabla 16). 

 

Tabla 16 ANOVA de dos vías de Ornithopus compressus para cada parámetro evaluado. En la primera columna se 

muestra el grado de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P 

≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 

 

 

La inoculación con E071 (Sordaria fimicola) redujo el contenido de PB comparándolo 

con los obtenidos con los demás tratamientos (3,66 %) (Figura 19 a). Por el contrario, las plantas 

Fuente DF PB FND FAD LAD Cenizas 

Endófito 4 3,01* 1,05 1,95 2,73* 22,60*** 

Fecha de siembra 1 2,13 8,88** 5,86* 10,86** 0,42 

Endó * Fecha 4 0,78 0,55 0,45 0,92 4,91** 

PB: proteína bruta, FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra ácido detergente; LAD: 

lignina ácido detergente y cenizas totales. 



Resultados  Influencia sobre producción y calidad 

 
109 

inoculadas con el endófito E631 (Epicoccum nigrum) presentaron valores de LAD 

significativamente más bajos que los encontrados en los controles (4,82 y 6,51 %, 

respectivamente) (Figura 19 b). En cuanto al contenido total de ceniza (Figura 19 c), para las 

plantas del grupo "Viejo", aquellas sembradas antes, los endófitos E138 (Embellisia leptinellae) 

y E636 (Sporormiella pilosa), mostraron valores inferiores a los obtenidos en los controles. En 

cuanto a las plantas incluídas dentro del grupo "Joven", aquellas sembradas más tarde, todos los 

endófitos redujeron el contenido de cenizas del forraje con respecto a las plantas control. En 

cuanto a las fechas de siembra, únicamente en las plantas control hubo diferencias significativas 

en este parámetro, claramente a favor de las plantas incluídas en el grupo "Joven" (Figura 19 c). 
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Figura 19 Parámetros de calidad (a) PB: proteína bruta; b) FND: fibra neutro detergente; y FAD: fibra ácido 

detergente; c) LAD: lignina ácido detergente y cenizas) de Ornithopus compressus cuando se inocula 

con cada endófito en condiciones de invernadero. Las barras verticales indican la media, mientras que 

las líneas verticales el error estándar. Para cada parámetro la misma letra indica que no hay diferencias 

significativas en el test LSD con un nivel de significación α = 0,05. La ausencia de letras, indica que no 

fue significativo el efecto según ANOVA. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; E138: Embellisia 

leptinellae; E631: Epicoccum nigrum y E636: Sporormiella pilosa. 

 

 Como era de esperar, se observó un efecto significativo del efecto principal "Fecha de 

siembra", en la mayoría de los parámetros de calidad del forraje (FND, FAD y LAD) (Tabla 16). 

Para los tres parámetros mencionados, los valores más elevados se alcanzaron significativamente 

en las plantas con mayor edad "Viejo" (media ± error estándar) 38,2 ± 1,4; 28,5 ± 1,2 y 5,7 ± 0,5 
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%, en comparación con las plantas "Jóvenes" (35,4 ± 1,6; 26,6 ± 1,4 y 4,9 ± 0,5 %), para los 

FND, FAD y LAD, respectivamente. 

 

Poa pratensis. 

 En el caso de Poa pratensis, sólo se analizó la influencia del endófito sobre la proteína 

bruta (PB) y sobre la fibra neutro detergente (FND). En este caso, el efecto del endófito sólo fue 

significativo sobre la FND (Tabla 17).  

 

Tabla 17 ANOVA de una vía en Poa pratensis para cada parámetro evaluado (PB y FND). En la primera columna 

se muestra el grado de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P 

≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 

 

 Los valores de PB oscilaron entre 4,96 y 5,82 % (Figura 20 a). Con respecto a la FND, la 

inoculación con cualquiera de los siguientes endófitos, E138 (Embellisia leptinellae), E140 

(Stemphylium globuliferum), E202 (Chaetosphaeronema sp.), E244 (Pleosporales sp.) y E269 

(CODE 269), causó una reducción significativa (alrededor del 5 %) en su valor, en comparación 

con los obtenidos en los controles que mostraron valores próximos a 56 % (Figura 20 b). 
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Figura 20 Influencia del efecto endófito en (a) proteína bruta y (b) fibra neutro detergente (FND) en Poa pratensis. 

Las barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada 

parámetro la misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de 

significación α = 0,05. La ausencia de letras, indica que no fue significativo el efecto según ANOVA. E0: 

Control; E060: Fusarium lateritium; E138: Embellisia leptinellae; E140: Stemphylium globuliferum; 

E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: Pleosporales sp.; E269: Penicillium sp.; E361: CODE361 y E631: 

Epicoccum nigrum. 

 

Fuente DF PB FND 

Endófito 8 0,92 3,01* 

PB: proteína bruta y FND: fibra neutro. 
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 Ninguno de los endófitos estudiados causó una reducción significativa en proteína bruta, 

ni un aumento significativo de la FND en comparación con los controles (Figura 20 a, b). 

 

4.2.3. Efecto sobre la acumulación de minerales. 

Trifolium subterraneum. 

 En el ensayo de invernadero de Trifolium subterraneum, la inoculación con los endófitos 

afectó de manera significativa a la concentración de Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mn, Mo, Na, Pb y 

Zn, en el forraje de las plantas (Tabla 18).  

 

Tabla 18 ANOVA de dos vías de Trifolium subterraneum que muestra el efecto del endófito, fecha de siembra y su 

interacción en cada parámetro evaluado en ambos ensayos (condiciones de invernadero y campo). En la 

primera fila se muestra el grado de libertad (DF) y en las demás se muestra el valor F, incluyendo el nivel 

de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001) de cada una de las variables indicadas. 

 Ensayo de invernadero Ensayo de campo 

 Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha Endófito Fecha de 

siembra 

Endó * Fecha 

DF 6 1 6 6 1 6 

Al 12,81*** 0,53 3,36* 2,71* 3,63 1,11 

B 2,22 1,90 3,15* 2,58* 0,00 0,57 

Ca 9,29*** 4,91* 0,92 1,54 1,12 0,53 

Cd 8,34*** 20,10*** 2,94* 1,34 0,24 0,31 

Cr 3,92** 1,53 1,78 2,23 3,37 0,57 

Cu 3,77** 3,97 1,26 3,87** 0,00 0,51 

Fe 4,73** 2,01 2,09 2,57* 4,02 1,26 

K 2,61* 12,63** 1,74 2,11 0,36 1,22 

Li 0,88 13,64** 1,81 2,61* 2,49 1,07 

Mg 1,83 5,55* 0,48 0,79 0,50 0,18 

Mn 3,41* 9,22** 1,39 0,24 0,34 0,19 

Mo 3,47* 2,17 1,20 2,34 0,60 1,85 

Na 6,43** 2,22 2,69* 1,40 1,92 0,47 

Ni 0,53 0,69 0,70 1,44 2,56 0,31 

P 1,56 6,39* 2,39 2,30 0,08 0,63 

Pb 76,88*** 3,33 0,84 5,22** 1,96 1,13 

S 2,26 4,63* 1,29 1,38 1,22 0,56 

Zn 2,83* 2,87 1,70 2,65* 0,70 0,74 

 

Las plantas inoculadas con E060 (Fusarium lateritium) tuvieron una menor 

concentración de Al, Cr y Fe (aproximadamente el 66, 82 y 45 % inferior, respectivamente) y 

una mayor concentración de Pb (más de 3 veces) en comparación con los controles (Tabla 20). 

Del mismo modo, E140 (Stemphylium globuliferum) causó una acumulación mayor de Ca, Cd, 

Cu, Mn, Pb y Zn (más de 31, 217, 66, 14, 305 y 60 %, respectivamente) y menores 

concentraciones de Al, Cr y Na (aproximadamente del 73, 88 y 33 % menos, respectivamente) 

en comparación con los controles (Tabla 20). La concentración de Al fue también menor (un 60 
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y 73 % menos, respectivamente) en las plantas inoculadas con E202 (Chaetosphaeronema sp.) y 

E244 (Pleosporales sp.) que en los controles. Sin embargo el endófito E244 causó una menor 

acumulación de Fe (48 %) y una mayor concentración de K y Pb (más de 72 y 225 %) en 

comparación con los controles (Tabla 20). Finalmente, E631 (Epicoccum nigrum) proporcionó 

forraje con menores concentraciones en Cd, Fe, Mo y Pb (un 100, 43, 82 y 80 % menos, 

respectivamente) en comparación con las plantas control. También se encontró una influencia 

significativa de la "Fecha de siembra" en la concentración de minerales (Tabla 18). En todos los 

casos fue mayor en las plantas "Jóvenes" que en las plantas "Viejas" (Tabla 19). 

 

Tabla 19 Media ± error estándar de los diferentes parámetros medidos en Trifolium subterraneum que fueron 

significativos (P < 0,05) para el test LSD para la variable respuesta "Fecha de siembra" de acuerdo con el 

resultado obtenido en el test ANOVA de dos vías, realizado en los ensayos de invernadero y campo. Para 

cada parámetro, las medias con diferente letra son significativamente diferentes según el test de LSD (α = 

0,05). Aunque el test LSD se realizó con las variables transformadas, para facilitar la interpretación de la 

figura se representaron los valores sin transformar. 

 Joven Viejo  

Ensayo de invernadero 

Ca (g kg -1) 21,56 ± 0,74 A 19,96 ± 0,82 B 

Cd (mg kg -1) 0,14 ± 0,02 A 0,06 ± 0,02B 

K (g kg -1) 8,08 ± 0,70 A 5,42 ± 0,55 B 

Li (mg kg -1) 2,30 ± 0,11 A 1,79 ± 0,11B 

Mg (g kg -1) 5,55 ± 0,13 A 5,10 ± 0,15B 

Mn (mg kg -1) 209,1 ± 0,14 A 1667 ± 16,7 B 

P (g kg -1) 2,29 ± 0,14 A 1,86 ± 0,15 B 

S (g kg -1) 5,98 ± 0,30 A 5,17 ± 0,37 B 

 

 En el ensayo de campo, sólo en el caso de Al, B, Cu, Fe, Li, Pb y Zn, las concentraciones 

de minerales se vieron afectadas significativamente por la inoculación con el endófito (Tabla 

18). Ni el factor principal fecha de siembra, ni la interacción con el endófito tuvieron influencia 

significativa sobre ninguno de los minerales analizados (Tabla 18). La inoculación con el 

endófito E140 (Stemphylium globuliferum) proporcionó los valores más elevados de Al, Fe y Li; 

por el contrario la inoculación con E071 (Sordaria fimicola) produjo los valores más bajos, 

aunque en ambos casos sin diferencias significativas en comparación con las plantas control 

(Tabla 20). Para los minerales B y Cu, E140 (Stemphylium globuliferum) provocó una menor 

acumulación respecto de los controles, mientras que ningún otro endófito aumentó su 

acumulación. Además este provocó un aumento del plomo en el forraje. Por último, los valores 

más elevados de Zn en el forraje fueron proporcionados por E202 (Chaetosphaeronema sp.) y 

los más bajos por E244 (Pleosporales sp.), aunque sin diferencias con los controles (Tabla 20). 
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Tabla 20 Concentración (media  error estándar) de los minerales de Trifolium subterraneum obtenidos de cada endófito inoculado en cada ensayo (invernadero y campo). 

Mineral Ensayo E0 E060 E071 E140 E202 E244 E631 

Al (g kg-1) Invernadero 0,15  0,06 ab 0,05  0,01 de 0,15  0,02 a 0,04  0,00 de 0,06  0,00 cd 0,04  0,00 e 0,07  0,01 bc 

Campo 1,60  0,39 ABC 1,21  0,19 BC 0,94  0,26 C 3,01  1,00 A 1,73  0,28ABC 1,03  0,10 BC 1,99  0,54 AB 

B (mg kg-1) Invernadero 18,9  2,3  18,4  2,8 18,4  1,9 23,7  2,4 17,2  1,9 22,3  2,6 16,3  1,2 
Campo 21,3  0,7 A 20,0  0,7 AB 21,9  0,6 A 17,9  1,2 B 21,1  0,6 A 19,9  0,6 AB 21,0  1,2 A 

Ca (g kg-1) Invernadero 19,9  1,4 b 21,4  1,0 b 20,1  0,7 b 26,1  1,5 a 16,4  0,9 c 21,6  1,2 b 19,9  0,6 b 

Campo 16,1  0,6 16,9  1,1 17,4  0,9 14,6  1,0 15,6  0,9 17,0  0,9 15,2  0,7 

Cd (mg kg-1) Invernadero 0,06  0,04 bc 0,11  0,06 c 0,08  0,02 ab 0,19  0,05 a 0,07  0,03 abc 0,16  0,04 ab 0,00  0,00 d 

Campo 0,04  0,01 0,10  0,04 0,07  0,02 0,09  0,03 0,06  0,02 0,18  0,04 0,08  0,02 

Cr (mg kg-1) Invernadero 1,28  0,57 a 0,23  0,07 bc 1,41  0,23 a 0,15  0,07 c 0,99  0,18 a 0,61  0,05 ab 1,13  0,43 ab 

Campo 16,2  12,2 16,2  3,1 1,8  0,4 11,0  1,0 34,4  27,2 5,0  2,3 54,6  37,8 
Cu (mg kg-1) Invernadero 7,8  1,4 bc 7,2  1,3 c 8,5  1,2 bc 13,0  1,8 a 7,0  0,7 c 10,3  1,4 ab 6,4  0,5 c 

Campo 10,7  0,5 ABC 9,9  0,6 BCD 10,6  0,7 ABC 9,2  0,3 D 11,7  0,4 A 9,7  0,2 CD 11,2  0,4 AB 

Fe (mg kg-1) Invernadero 139,8  45,8 ab 76,2  6,3 c 146,6  13,7 a 97,6  10,3 bc 87,8  3,4 bc 73,1  9,5 c 79,8  8,2 c 
Campo 1076  293 ABC 775  115 BC 590  157 C 1817  589 A 1179  274 AB 633  62 BC 1461  490 AB 

K (g kg-1) Invernadero 5,61  1,31 bc 7,30  1,83 abc 5,87  1,03 bc 8,25  1,32 ab 5,55  1,06 bc 9,67  1,52 a 5,00  0,39 c 

Campo 23,7  1,5 22,3  1,2 25,4  1,2 22,7  2,0 24,6  1,6 24,2  1,2 19,9  0,8 
Li (mg kg-1) Invernadero 1,99  0,37 2,02  0,20 2,06  0,17 2,33  0,29 1,81  0,27 2,20  0,27 1,91  0,11 

Campo 2,04  0,38 ABC 1,68  0,23 BC 1,53  0,28 C 3,26  0,87 A 2,21  0,23ABC 1,57  0,20 C 2,60 0,44 AB 

Mg (g kg-1) Invernadero 5,18  0,42 5,34  0,12 5,13  0,19 5,92  0,35 4,84  0,27 5,33  0,36 5,53  0,08 

Campo 2,97  0,14 3,09  0,16 3,27  0,22 2,83  0,18 3,04  0,11 3,17  0,14 3,01  0,16 

Mn (mg kg-1) Invernadero 160,9  34,0 b 158,2  17,4 b 178,2  17,8 b 291,0  41,0 a 171,4  24,5 b 198,0  28,0 b 157,6  2,8 b 

Campo 218,3  22,6 218,6  30,8 198,7  19,6 222,7  27,5 211,8  22,8 218,1  21,0 237,0  21,6 
Mo (mg kg-1) Invernadero 0,51  0,17 a 0,30  0,13 a 0,44  0,13 a 0,50  0,16 a 0,26  0,06 a 0,77  0,22 a 0,09  0,06 b 

Campo 0,59  0,07 0,83  0,25 0,30  0,08 0,45  0,15 0,46  0,14 0,34  0,21 0,68  0,12 

Na (g kg-1) Invernadero 6,74  0,51 a 6,01  0,40 a 6,05  0,40 a 4,50  0,30 b 6,12  0,29 a 6,49  0,39 a 6,68  0,32 a 
Campo 1,51  0,17 2,47  0,46 2,00  0,42 1,62  0,35 1,70  0,16 1,96  0,52 3,00  0,70 

Ni (mg kg-1) Invernadero 1,00  0,22 0,65  0,07 0,66  0,16 0,75  0,15 0,80  0,13 0,83  0,06 0,84  0,31 

 Campo 8,44  4,57 10,10  1,71 2,99  0,49 6,00  0,94 14,75  9,73 4,95  0,94 22,31  13,49 
P (g kg-1) Invernadero 1,61  0,32 2,22  0,42 2,07  0,20 2,44  0,35 1,96  0,23 2,38  0,37 1,85  0,10 

 Campo 1,80  0,12 1,59  0,12 1,80  0,15 1,39  0,17 1,92  0,17 1,49  0,09 1,80  0,14 

Pb (mg kg-1) Invernadero 0,36  0,07 c 1,18  0,08 b 0,35  0,03 c 1,46  0,14 a 0,37  0,03 c 1,17  0,11 b 0,07  0,02 d 

 Campo 1,55  0,31 BC 2,03  0,15 B 1,08  0,20 C 3,85  0,90 A 1,71  0,24 BC 2,02  0,09 B 2,04  0,55 B 

S (g kg-1) Invernadero 4,80  0,76 5,93  0,67 5,32  0,36 7,01  0,81 5,03  0,54 6,29  0,86 4,66  0,13 

 Campo 1,97  0,05 1,95  0,06 2,05  0,11 1,73  0,16 2,00  0,10 1,91  0,05 2,05  0,11 
Zn (mg kg-1) Invernadero 47,3  8,3 bc 52,6  7,7 abc 50,1  6,1 bc 76,0  10,7 a 48,4  8,3 bc 64,3  6,2 ab 39,7  0,3 c 

 Campo 31,1  3,1 AB 26,0  1,1 BC 30,3  1,4 AB 25,7  1,6 BC 34,8  3,5 A 24,3  1,5 C 31,1  4,4 AB 

Para cada parametro las medias con la misma letra (minúsculas, ensayo de invernadero y mayúsculas, ensayo de campo) indica que no hay diferencias significativas entre endófitos según 

test LSD (α = 0,05). Aunque el test LSD se realizó en algunos casos con variables transformadas, los valores que se presentan son sin transformar para facilitar la interpretación. E0: 

Control; E060: Fusarium lateritium; E071: Sordaria fimicola; E140: Stemphylium globuliferum; E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: Pleosporales sp.; E631: Epicoccum nigrum. 
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Ornithopus compressus. 

 En el caso de Ornithopus compressus el test ANOVA mostró que, mientras la 

inoculación de los endófitos afectó de manera significativa a la concentración de Al, B, Ca, Cu, 

K, Li, Mg, Mo, Na, P, Pb, Zn y S, la "Fecha de siembra" afectó a la concentración de Al, Cu, Fe, 

K, Mg, Na, P, Pb, Zn y S en el forraje (Tabla 21). En este caso, la interacción entre ambos 

factores tampoco influyó significativamente sobre ninguno de los minerales analizados. 

 

Tabla 21 ANOVA de dos vías en Ornithopus compressus para cada parámetro evaluado. En la primera columna se 

muestran los grados de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P 

≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 El test de comparaciones múltiples realizado sobre el efecto principal endófito mostró 

como las plantas inoculadas con el endófito E071 (Sordaria fimicola) tuvieron una menor 

concentración de Ca, Li y Pb (aproximadamente un 14, 20 y 27 % menos, respectivamente) en 

comparación con las plantas control (Tabla 22). El forraje de las plantas inoculadas con E138 

(Embellisia leptinellae) mostró valores más elevados de B, Cu, Mg, Mo, Na y S (más de un 30, 

44, 28, 108, 20 y 36 %, respectivamente) que los encontrados en los controles (Tabla 22). Por el 

contrario, las plantas inoculadas con Sporormiella pilosa (E636) o Epicoccum nigrum (E631) 

presentaron valores similares, con concentración de K, Mo, P, S y Zn más elevada (alrededor de 

un 44, 140, 33, 42 y 46 % más, respectivamente) que en los controles (Tabla 22). Las únicas 

diferencias entre los dos endófitos fue que Sporormiella pilosa también produjo una mayor 

concentración de Cu (40 % más alto que en los controles) y Epicoccum nigrum proporcionó 

forraje con una menor concentración de Pb (38 % menos) en relación con los controles. 

 

 

 

 

Fuente DF Al B Ca Cu Fe K Li Mg 

Endófito 4 6,55 2,87* 3,05* 3,98* 2,64 3,18* 6,02* 3,53* 

Fecha de siembra 1 5,04* 2,15 0,01 9,34** 27,78*** 6,26* 3,65 8,63** 

Endó * Fecha 4 0,50 0,41 1,26 0,16 0,53 0,50 2,04 1,04 

Fuente DF Mn Mo Na P Pb S Se Zn 

Endófito 4 2,12 4,61** 3,68* 3,66* 3,51* 4,70** 1,44 2,86* 

Fecha de siembra 1 4,19 2,78 53,65*** 23,44*** 9,30** 13,02** 1,85 8,33** 

Endó * Fecha 4 0,93 0,41 2,41 0,54 0,82 0,78 0,44 0,31 
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Tabla 22 Concentración de minerales (media  error estándar) en Ornithopus compressus obtenidos de cada uno de 

los endófitos inoculados en el ensayo de invernadero. 

Mineral E0 E071 E138 E631 E636 

Al (mg kg-1) 91,5  17,0 74,2  7,8 81,9  7,8 35,73  5,3 48,2  8,2 

B (mg kg-1) 23,4  2,0 b 22,0  3,2 b 30,6  1,2 a 27,6  0,7 ab 26,5  0,6 ab 

Ca (g kg-1) 15,5  0,8 a 13,3  1,1 b 16,3  0,4 a 14,7  0,3 ab 14,6  0,6 ab 

Cu (mg kg-1) 5,0  0,5 c 5,6  0,8 bc 7,2  0,3 a 6,1  0,4 abc 7,0  0,3 ab 

Fe (mg kg-1) 112,5  17,2 98,5  15,5 128,1  17,2 70,7  10,0 91,1  15,7 

K (g kg-1) 13,3  2,3 c 13,4  3,0 bc 15,8  1,1 abc 20,1  1,3 a 18,3  1,6 a 

Li (mg kg-1) 3,4  0,2 ab 2,7  0,3 c 3,9  0,1 a 3,1  0,3 bc 3,6  0,3 ab 

Mg (g kg-1) 4,5  0,3 b 4,4  0,7 b 5,8  0,2 a 5,1  0,4 ab 5,1  0,1 ab 

Mn (mg kg-1) 223,8  28,4 240,4  38,9 318,3  8,7 262,6  19,3 278,1  6,2 

Mo (mg kg-1) 1,05  0,3 c 1,46  0,3 bc 2,18  0,2 ab 2,36  0,2 a 2,55  0,1 a 

Na (g kg-1) 6,2  0,5 b 6,5  0,8 ab 7,5  0,6 a 5,9  0,9 b 6,0  0,4 b 

P (g kg-1) 4,2  0,8 bc 3,9  0,8 c 5,3  0,4 ab 5,5  0,6 a 5,7  0,4 a 

Pb (mg kg-1) 2,6  0,4 a 1,9  0,2 b 2,0  0,1 ab 1,6  0,3 b 2,0  0,2 ab 

S (g kg-1) 8,2  1,0 b 8,2  1,7 b 11,2  0,7 a 11,3  1,3 a 12,0  0,6 a 

Se (mg kg-1) 0,52  0,1 0,48  0,1 0,84  0,1 0,68  0,1 0,57  0,1 

Zn (mg kg-1) 66,0  11,3 c 70,1  16,0 bc 90,8  5,0 abc 88,2  6,0 ab 96,4  5,1 a 

Para cada parámetro, las medias con la misma letra indican que no hay diferencias significativas según test LSD a 

un nivel de significancia α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó en algunos casos con variables transformadas, los 

valores que se presentan son sin transformar para facilitar la interpretación. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; 

E138: Embellisia leptinellae; E631: Epicoccum nigrum y E636: Sporormiella pilosa. 

 

 Con respecto al efecto de la "Fecha de siembra" sobre la acumulación de minerales en el 

forraje, las plantas "Viejas" mostraron concentraciones más elevadas de Al, Cu, Fe, K, Mg, Na, 

P, Pb, S y Zn que en el forraje "Joven" (Tabla 23). 

 

Tabla 23 Concentraciones de cada uno de los minerales (media  error estándar) para el efecto principal "Fecha de 

siembra" (viejo: fecha de siembra temprana; joven: fecha de siembra tardía) en Ornithopus compressus. 

Los valores que se muestran aquí son los que fueron afectados significativamente (P < 0,05) según 

ANOVA. Aunque el test LSD se realizó en algunos casos con las variables transformadas, para facilitar la 

interpretación de la figura se representaron los valores sin transformar. 

 Viejo Joven 

Al (mg kg-1) 77,0  9,9 58,0  7,0 

Cu (mg kg-1) 6,4  0,3 5,5  0,4 

Fe (mg kg-1) 108,7  12,7 76,1  6,0 

K (g kg-1) 16,7  1,0 14,3  1,3 

Mg (g kg-1) 5,2  0,2 4,6  0,3 

Na (g kg-1) 6,9  0,5 5,3  0,2 

P (g kg-1) 5,2  0,3 4,0  0,3 

Pb (mg kg-1) 2,1  0,2 1,8  0,1 

S (g kg-1) 10,5  0,6 8,8  0,7 

Zn (mg kg-1) 87,8  5,3 72,6  6,1 
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Poa pratensis. 

 Para Poa pratensis la concentración de: Al, B, Ca, Cr, Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Se, Sr, 

Ti y Zn, se vio afectada significativamente por la inoculación del endófito de acuerdo con el 

ANOVA (Tabla 24).  

 

Tabla 24 ANOVA de una vía en Poa pratensis para cada parámetro evaluado. En la primera columna se muestran 

los grados de libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤0,05; ** 

P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 Cuando se inoculó el endófito E631 (Epicoccum nigrum), el forraje presentó una mayor 

concentración de Al, Mo y Ti (aproximadamente cinco veces mayor en el caso de Al y Ti y dos 

veces más para Mo) en comparación con los otros tratamientos, y una mayor concentración de B, 

Fe, Li y Ni (un 20, 64, 22 y 28 % más, respectivamente) en comparación con el tratamiento 

control (Tabla 25). El endófito E361 (CODE361) también aumentó la acumulación de B, Ca, 

Mg, Ni y Sr en el forraje en comparación con el tratamiento control (un 20, 12, 15, 27 y 15 % 

más, respectivamente) (Tabla 25). Por el contrario, E244 (Pleosporales sp.) causó un descenso en 

la concentración de Ca, Cr, Ni, P, Se y Zn acumulado en el forraje, en comparación con los 

controles (Tabla 25). El forraje de las plantas inoculadas con Embellisia leptinellae (E138) 

mostraron valores inferiores de Cr, Mn, P y Se que los encontrados en los controles (alrededor de 

un 65, 11, 18 y 51 % menos, respectivamente) (Tabla 25). La inoculación con E140 

(Stemphylium globuliferum) produjo una mayor acumulación en planta de Ca, Mg y Sr que la 

observada en las plantas control (0,90 g kg
-1

, 0,36 g kg
-1

, 77,68 mg kg
-1

 y 0,78 g kg
-1

, 0,31 g kg
-1

 

y 68,07 mg kg
-1

 más, respectivamente). También causó una concentración significativamente 

menor de Cr y Se (2,70 y 1,12 mg kg
-1

, respectivamente) que en las plantas no infectadas (6,37 y 

1,73 mg kg
-1

) (Tabla 25). 

 

Fuente DF Al B Ca Cr Cu Fe K Li 

Endófito 8 7,67*** 3,30* 3,98*** 8,90*** 1,46 24,98*** 1,94 3,73** 

Fuente DF Mg Mn Mo Na Ni P Pb S 

Endófito 8 4,39** 3,40* 2,87* 1,86 7,19*** 5,26** 2,02 2,40 

Fuente DF Se Sr Ti Zn     

Endófito 8 4,90** 5,51** 8,58*** 3,64*     
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Tabla 25 Concentración de los minerales (media ± error estándar) en el forraje de Poa pratensis obtenidos de cada uno de los endófitos inoculados en invernadero. 

 E0 E060 E138 E140 E202 E244 E269 E361 E631 

Al (mg kg-1) 25,76±6,41bc 52,17±16,28b 25,14±4,23bc 34,47±2,58bc 25,67±5,57bc 18,54±2,14c 30,10±3,19bc 42,58±13,81bc 161,26±65,49a 

B (mg kg-1) 9,14±0,41bcd 9,27±1,16bcd 9,71±0,51abcd 10,91±0,33ab 8,84±0,61cd 8,16±0,12d 10,44±0,83abc 11,34±0,60a 11,30±1,44a 

Ca (g kg-1) 0,78±0,05b 0,78±0,05b 0,81±0,05ab 0,90±0,03a 0,75±0,06bc 0,67±0,04c 0,80±0,03ab 0,88±0,02a 0,84±0,02ab 

Cr (mg kg-1) 6,37±1,35ab 8,62±0,48a 2,21±0,55d 2,70±0,08cd 4,41±0,65bc 2,69±0,69cd 4,49±0,39bc 6,47±0,66ab 7,01±2,40ab 

Cu (mg kg-1) 5,23±0,39 6,05±0,41 5,01±0,50 5,69±0,73 5,14±027 4,38±0,70 4,98±0,36 5,05±0,39 5,62±0,51 

Fe (mg kg-1) 69,65±12,98cd 100,86±13,23b 49,06±3,73d 64,2±1,08d 64,09±9,46d 45,97±4,97d 71,29±3,10cd 93,56±11,50bc 190,99±21,02a 

K (g kg-1) 1,07±0,06 1,22±0,04 1,10±0,08 1,12±0,02 1,10±0,04 1,02±0,13 1,17±0,04 1,19±0,05 1,25±0,08 

Li (mg kg-1) 2,15±0,35bcd 2,12±0,12bcd 2,19±0,03bc 2,65±0,12ab 2,05±0,07cd 1,62±0,16d 1,99±0,17cd 2,54±0,04abc 2,77±0,51a 

Mg (g kg-1) 0,37±0,01bc 0,33±0,03ab 0,31±0,01bc 0,36±0,01a 0,30±0,02bc 0,28±0,02c 0,31±0,01bc 0,36±0,01a 0,32±0,01ab 

Mn (mg kg-1) 352,91±10,94abc 354,98±21,02ab 314,09±11,70d 353,44±3,26abc 311,44±7,24d 320,97±19,85bcd 317,05±18,47cd 378,02±15,41a 330,38±21,24bcd 

Mo (mg kg-1) 0,38±0,06bc 0,41±0,02b 0,31±0,04bc 0,41±0,10bc 0,31±0,03bc 0,34±0,07bc 0,23±0,02c 0,33±0,02bc 0,66±0,22a 

Na (g kg-1) 0,14±0,02 0,18±0,03 0,17±0,01 0,17±0,03 0,15±0,01 0,11±0,01 0,14±0,01 0,16±0,02 0,15±0,02 

Ni (mg kg-1) 1,73±0,26cd 2,54±0,09a 1,44±0,07de 1,68±0,11cd 1,66±0,18cd 1,12±0,08e 1,97±0,12bc 2,37±0,26ab 2,39±0,47ab 

P (g kg-1) 0,40±0,03a 0,38±0,01ab 0,33±0,02cd 0,37±0,01abc 0,31±0,03d 0,34±0,02bcd 0,30±0,01d 0,39±0,02ab 0,38±0,02ab 

Pb (mg kg-1) 1,77±0,13 1,88±0,21 1,40±0,06 1,64±0,22 1,32±0,28 1,52±0,30 1,78±0,21 2,15±0,34 2,18±0,42 

S (g kg-1) 0,40±0,06 0,41±0,04 0,45±0,05 0,48±0,05 0,39±0,03 0,30±0,01 0,42±0,03 0,45±0,02 0,40±0,03 

Se (mg kg-1) 1,73±0,30ab 1,91±0,13a 0,85±0,06d 1,12±0,10cd 1,42±0,09abc 0,97±0,12cd 1,32±0,09bc 1,86±0,31ab 1,71±0,49ab 

Sr (mg kg-1) 68,07±2,33cdef 71,93±4,66bcde 73,71±2,52abcd 77,68±2,15ab 65,29±3,65ef 62,86±4,09f 66,29±3,11def 79,88±2,48a 74,96±0,78abc 

Ti (mg kg-1) 1,07±0,26cd 2,37±0,70b 1,82±0,42bcd 2,13±0,08bc 1,25±0,18bcd 0,94±0,07d 1,53±0,13bcd 2,02±0,69bcd 8,04±3,05a 

Zn (mg kg-1) 45,11±1,88b 53,53±3,68a 41,85±1,57bc 47,36±2,09ab 44,04±3,03bc 37,83±3,83c 44,06±1,87bc 46,12±3,31b 47,16±2,43ab 

Para cada parámetro, las medias con la misma letra indica que no hay diferencias significativas según test LSD con un nivel de significación α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó en algunos 

casos con variables transformadas, los valores que se presentan son sin transformar para facilitar la interpretación. Cuando en algún parámetro no aparecen letras de significación es que no hubo 

influencia significativa del endófito según ANOVA. E0: Control; E060: Fusarium lateritium; E138: Embellisia leptinellae; E140: Stemphylium globuliferum; E202: Chaetosphaeronema sp.; E244: 

Pleosporales sp. ; E269: Penicillium sp.; E361: CODE361 y E631: Epicoccum nigrum. 
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4.3. INFLUENCIA SOBRE PATÓGENOS FÚNGICOS. 

4.3.1. Efecto del filtrado de la micobiota endofítica sobre el crecimiento y esporulación de 

los patógenos seleccionados. 

Efecto sobre los filtrados. 

En el caso de Biscogniauxia mediterranea, el filtrado tuvo un efecto significativo (P < 

0,05) en el crecimiento del patógeno según el ANOVA en el caso de la primera y segunda 

medición como se ve en la tabla 26.  

 

Tabla 26 ANOVA de una vía para evaluar la influencia del filtrado sobre el crecimiento del patogeno Biscogniauxia 

mediterranea en tres mediciones diferentes (una cada día). En la primera columna se muestra el grado de 

libertad (DF) y en las demás el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤0,05; ** P ≤0,01; *** 

P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 

En la primera medición (un día después de la siembra) se observó una disminución 

significativa del crecimiento de Biscogniauxia mediterranea cuando fue incorporado al medio de 

cultivo los filtrados de los hongos endófitos E222 (Trichoderma gamsii), E408 (Paecilomyces 

variotii) y E635 (Penicillium chrysogenum), un 20,5; 56,71 y 51,68 % menos, respectivamente, 

comparado con los controles (Figura 21). Dicho descenso en el crecimiento se mantuvo en la 

segunda medición (dos días después de la siembra) para los dos últimos hongos, E408 

(Paecilomyces variotii) y E635 (Penicillium chrysogenum), en los que se redujo un 43,58 y 

32,12 %, respectivamente en comparación con los controles. Esta reducción en el crecimiento no 

se mantuvo sin embargo en la tercera medición, al no haber diferencias significativas entre los 

tratamientos (Figura 21). 

 

Fuente DF Medicion 1º Medicion 2º Medicion 3º 

Endófito 5 23,40*** 7,58** 0,96 
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Figura 21 Crecimiento en mm
2
 del patógeno Biscogniauxia mediterranea, creciendo en presencia de los filtrados de 

los diferentes endófitos considerados. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; E222: Trichoderma gamsii; 

E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum. Las barras 

verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada medición la 

misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de significación α = 

0,05. La ausencia de letras indica que ese parámetro no fue significativo según ANOVA. El valor que se 

expresa se refiere a la cantidad en mm
2
 crecido en: medición 1ª (un día después de la siembra), medición 

2ª (segundo día después de la siembra) y medición 3ª (tercer día después de la siembra). 

 

 

Para Fusarium moniliforme se realizaron seis mediciones. El test ANOVA mostró que el 

filtrado del endófito tuvo una influencia significativa sobre el crecimiento del patógeno en las 

primeras cuatro mediciones (Tabla 27). 

 

Tabla 27 ANOVA de una vía para evaluar el crecimeito del patogeno Fusarium moniliforme sobre el filtrado de los 

endofitos. En la primera columna se muestra el grado de libertad (DF) y en las demás el valor F, 

incluyendo el nivel de significación (* P ≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. 

 

 En la primera medición, ningún de los filtrados de endofitos redujo el crecimiento con 

respecto al control; por el contrario, el filtrado del endófito Penicillium chrysogenum (E635) lo 

incrementó (Figura 22).  

Fuente DF Medicion 1º Medicion 2º Medicion 3º Medicion 4º Medicion 5º Medicion 6º 

Endófito 5 7,98** 6,34** 9,74*** 4,30* 1,99 2,76 
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Figura 22 Crecimiento en mm
2
 del patógeno Fusarium moniliforme, creciendo en presencia de los filtrados de los 

diferentes endófitos considerados. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; E222: Trichoderma gamsii; 

E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum. Las barras 

verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada medición la 

misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de significación α = 

0,05. La ausencia de letras indica que ese parámetro no fue significativo según ANOVA. El valor que se 

expresa se refiere a la cantidad en mm
2
 crecido en: medición 1ª (un día después de la siembra), medición 

2ª (segundo día después de la siembra), medición 3ª (tercer día después de la siembra), medición 4ª 

(cuarto día después de la siembra), medición 5ª (quinto día después de la siembra) y medición 6ª (sexto 

día después de la siembra. 

 

En la segunda medición, el filtrado de dos endófitos, Sordaria fimicola (E071) y 

Paecilomyces variotii (E408), logró reducir significativamente el crecimiento de Fusarium 

moniliforme en un 15,46 y un 27,42 % respectivamente, con respecto a los controles. El filtrado 

de estos dos mismos endófitos, y también el de Trichoderma gamsii (E222), consiguió reducir el 

crecimiento del patógeno en la tercera medición un 17,09, 29,59 y 12,06 % respectivamente en 

comparación con los controles. Por último en la cuarta medición, sólo Paecilomyces variotii 

(E408) mantuvo el efecto negativo significativo sobre el crecimiento de Fusarium moniliforme 

en un 22,69 % con respecto a los controles (Figura 22). 

 

Efecto sobre la germinación esporal. 

En cuanto al efecto de los filtrados sobre la germinación esporal, solo se evaluó sobre 

Fusarium moniliforme. Los resultados indicaron que el filtrado del endófito sólo tuvo influencia 

significativa (P < 0,05) sobre la germinación esporal en la primera medición de la germinación 

(a las 24 h) (Tabla 28). 
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Tabla 28 ANOVA de una vía para evaluar el crecimiento del patogeno Fusarium moniliforme sobre el filtrado de 

los endofitos. En la primera columna se muestra el grado de libertad (DF) y en las demás el valor F, 

incluyendo el nivel de significación (* P ≤0,05; ** P ≤0,01; *** P ≤0,001) del parámetro analizado. En el 

periodo de 24 h (Germinación 1ª), 36 h (Germinación 2ª) y a las 48 h (Germinación 3ª) después de la 

siembra de esporas. 

 

 

Ninguno de los filtrados fue capaz de inhibir o reducir significativamente la germinación 

de Fusarium moniliforme. Incluso en el caso de la primera medición, que fue la única en la que 

el efecto del filtrado del endófito fue significativo, los filtrados de tres endófitos, E408 

(Paecilomyces variotii), E631 (Epicoccum nigrum) y E635 (Penicillium chrysogenum), no sólo 

no tuvieron un efecto negativo sobre la germinación, sino que incluso la favorecieron (Figura 

23). 
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Figura 23 Porcentaje de germinacion esporal de Fusarium moniliforme, creciendo en presencia de los filtrados de 

los diferentes endófitos considerados. E0: Control; E071: Sordaria fimicola; E222: Trichoderma 

gamsii; E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum. Las 

barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada 

germinación la misma letra indica que no hay diferencias significativas en el test LSD con un nivel de 

significación α = 0,05. La ausencia de letras indica que ese parámetro no fue significativo según 

ANOVA. El valor que se expresa, porcentaje de esporas germinadas (longitud del tubo germinativo 

supera la longitud de la espora) en el periodo de 24 h (Germinación 1ª), 36 h (Germinación 2ª) y a las 

48 h (Germinación 3ª) después de realizar la siembra. 

 

 

Fuente DF Germinación 1º Germinación 2º Germinación 3º 

Endófito 5 3,65* 1,59 1,83 



Resultados   Influencia sobre patógeno fúngico 

 
122 

4.3.2. Efecto de la asociación endófito-patógeno sobre la patogenicidad, producción de 

forraje y calidad de éste en Lolium rigidum. 

Efecto sobre la patogenicidad. 

En este ensayo se midió semanalmente (durante seis semanas) la patogenicidad (mediante 

el denominado índice de severidad) provocada por los patógenos Biscogniauxia mediterranea y 

Fusarium moniliforme en plantas de dos edades de Lolium rigidum al ser inoculados junto con 

uno de los endófitos E0: control, E071: Sordaria fimicola, E408: Paecilomyces variotii, E631: 

Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum. El ANOVA de tres vías realizado mostró 

como el efecto principal "Patógeno" influyó significativamente (P < 0,05) en la patogenicidad en 

las seis semanas analizadas (Tabla 29). Además, la interacción "Patógeno * Endófito" también 

tuvo una influencia significativa en la patogenicidad en la medición de las semanas 1ª, 5ª y 6ª. La 

interación "Grupo de edad de las plantas (fecha de siembra) * Patógeno" también fue 

significativa en la quinta semana, al igual que la interacción triple "Grupo de edad de las plantas 

(fecha de siembra) * Patógeno * Endófito" en la sexta semana de medición (Tabla 29). 

 

Tabla 29 ANOVA de tres vías que muestra el efecto de la fecha de siembra (grupo de edad de las plantas; dos 

grupos), patógeno (control, Biscogniauxia mediterranea y Fusarium moniliforme), endófito (E0: Control; 

E071: Sordaria fimicola; E222: Trichoderma gamsii; E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum 

nigrum y E635: Penicillium chrysogenum) y sus interacciones en cada una de las mediciones semanales 

de patogenicidad para Lolium rigidum en condiciones de invernadero, partiendo como primera medición 

la fecha (18/03/2014) y finalizando el (23/04/2014). En la primera columna se muestran los grados de 

libertad (DF) y en las demás se muestra el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤ 0,05, ** P 

≤ 0,01, *** P ≤ 0,001). 

 

 En el figura 24 se muestra el test de comparaciones múltiples realizado para la 

patogenicidad sobre el efecto principal "Patógeno" en las seis mediciones efectuadas.  

Fuente DF Med. 1ª Med. 2ª Med. 3ª Med. 4ª Med. 5ª Med. 6ª 

Fecha de siembra 1 1,88 0,56 0,37 0,00 1,24 0,37 

Patógeno 2 9,68*** 4,27* 10,55*** 7,94*** 13,43*** 7,87*** 

Endófito 5 1,31 1,68 1,40 0,92 1,96 2,25 

Pato. * Endó. 10 2,40* 1,84 1,72 1,25 2,38** 1,96* 

Fecha * Endó. 5 0,96 1,17 1,02 0,65 2,00* 1,28 

Fecha * Pató. 2 1,93 1,68 2,49 0,58 0,08 0,37 

Fecha * Pató. * Endó. 10 1,10 1,53 1,77 1,65 2,95 2,93** 
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Figura 24 Índice de severidad en cada semana de medición para el efecto principal "Patógeno" (B: control, BS: 

Biscogniauxia mediterranea y FS: Fusarium moniliforme) sobre Lolium rigidum. Las barras verticales 

indican la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada semana, la misma letra 

indica que no hay diferencias significativas en el test de comparaciones múltiples LSD con un nivel de 

significación α = 0,05. 

 

 Dicho test mostró que únicamente uno de los dos hongos, Fusarium moniliforme, resultó 

patógeno sobre el hospedante analizado, puesto que presentó valores de índice de severidad 

mayores a los observados en los controles. No obstante, dicha patogenicidad no resultó muy 

importante, puesto que sólo fue significativa en la primera y tercera semanas. El otro hongo "a 

priori patógeno", Biscogniauxia mediterranea, no sólo no causó daño en las plantas, sino que 

pareció protegerlas puesto que en la mayor parte de las mediciones, el índice de patogenicidad en 

las plantas inoculadas con este hongo presentó valores significativamente menores que los 

observados en los controles (Figura 24). 

 El ANOVA también mostró (Tabla 29) que la interación de los factores "Patógeno * 

Endófito" tuvo una influencia significativa sobre el índice de severidad en las mediciones 1ª, 5ª y 

6ª, por lo que para estas mediciones también se llevó a cabo el test LSD de dicha interacción 

(Figura 25 a, b y c). En este test se muestra que en la primera medición, ninguno de los endófitos 

resultó patógeno, ya que el índice de severidad causado por ellos cuando se inoculaban sólos (sin 

patógeno), no fue significativamente mayor que el observado en los controles. Sin embargo, en 
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la medición 5ª y 6ª, uno de los endófitos, Paecilomyces variotii (E408), provocó en las plantas un 

índice de severidad mayor que el observado en los controles cuando fue él sólo inoculado. Al 

analizar ahora el efecto del patógeno sobre el índice de severidad cuando no era inoculado 

ningún endófito, observamos que ninguno de los patógenos, ni Biscogniauxia mediterranea ni 

Fusarium moniliforme, resultó patógeno sobre las plántulas de Lolium rigidum en ninguna de las 

mediciones (Figura 25 a, b y c). Si que se observó una cierta tendencia por parte de F. 

moniliforme a tener mayor patogenicidad que B. mediterranea, pero sin ser ésta significativa. 

Con respecto a las inoculaciones dobles, en el caso de la primera medición, dos de los endófitos, 

Sordaria fimicola (E071) y Paecilomyces variotii (E408), redujeron la severidad con respecto a 

las plantas que fueron inoculadas solamente con F. moniliforme (Figura 25 a). En las otras dos 

mediciones (3ª y 5ª), ninguno de los endófitos redujo el índice de severidad en las plantas con 

respecto a sus controles inoculados sólo con el patógeno. Curiosamente, el único de los endófito 

que produjo un aumento del índice de severidad en las plantas cuando era inoculado él sólo 

(Paecilomyces variotii; E408), dejó de hacerlo cuando además eran inoculados alguno de los dos 

a priori patógenos (Figura 25 a, b y c). 
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Figura 25 Índice de severidad de las plantas en las diferentes mediciones que fueron significativas (a: severidad en 

la semana 1ª; b: severidad en la semana 5ª y c: severidad en la semana 6ª) para la interaccion "Endofito * 

Patogeno" (B: control, BS: Biscogniauxia mediterranea y FS: Fusarium moniliforme) y los endófitos E0: 

Control; E071: Sordaria fimicola; E222: Trichoderma gamsii; E408: Paecilomyces variotii, E631: 

Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum sobre Lolium rigidum. Las barras verticales indican 

la media, mientras que las líneas verticales el error estándar. Para cada semana, la misma letra indica que 

no hay diferencias significativas en el test de comparaciones múltiples LSD con un nivel de significación 

α = 0,05. 
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Efecto sobre la producción y calidad del forraje. 

La patogenicidad que un hongo puede mostrar en un hospedante no sólo puede ser 

observada por una sintomatología en la planta, sino que también puede afectar al crecimiento y 

desarrollo de ésta y por tanto afectar a sus parámetros productivos. En este sentido, en las plantas 

de Lolium rigidum en las que se realizaron las inoculaciones dobles patógeno-endófito también 

se analizó la producción de forraje y diversos parámetros de calidad de éste. El ANOVA de tres 

vías realizado mostró que la materia seca forrajera producida se vió significativamente afectada 

por el efecto principal "Endófito" y para la interaccion "Fecha de siembra * Endofito", mientras 

que la materia seca radicular, fue signitivamente influenciada por los tres efectos principales 

("Patógeno", "Endófito" y "Fecha de siembra" (grupo de edad de las plantas), así como por la 

interacion "Fecha de siembra * Endofito" y "Patógeno * Endófito" (Tabla 30).  

 

Tabla 30 ANOVA de tres vías que muestra el efecto del grupo de edad de las plantas (dos grupos), el patógeno 

(control, Biscogniauxia mediterranea y Fusarium moniliforme), el endófito (E0: Control; E071: Sordaria 

fimicola; E222: Trichoderma gamsii; E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y E635: 

Penicillium chrysogenum) y sus interacciones sobre la producción de materia seca aérea (MSA) y materia 

seca radicular (MSR) en plantas de Lolium rigidum en condiciones de invernadero. En la primera 

columna se muestran los grados de libertad (DF) y en las demás se muestra el valor F, incluyendo el nivel 

de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001). 

 

 

 

 

 

En el caso de la materia seca aérea, el único endófito cuya inoculación fue capaz de 

aumentarla significativamente en las plantas de Lolium rigidum fue el hongo (E631) Epicoccum 

nigrum (Figura 26). En el caso de la interacion "Fecha de siembra * Endofito", para las plantas 

que fueron sembradas antes (aquellas denominadas como "Viejo"), la inoculación con 

Epicoccum nigrum produjo la mayor acumulación de materia seca en las plantas con 1,56 ± 0,11 

g maceta
-1

, mientras que la inoculación con el endófito Sordaria fimicola (E071), produjo la 

menor con 0,93 ± 0,08 g maceta
-1

. En el caso de las plantas "Jovenes" (aquellas sembradas más 

tarde), los valores oscilaron entre 1,38 ± 0,07 y 1,04 ± 0,06 g maceta
-1

 registrados en Epicoccum 

nigrum (E631) y Trichoderma gamsii (E222), respectivamente. 

 

Fuente DF MSA MSR 

Fecha de siembra 1 3,66 21,52*** 

Patógeno 2 1,34 3,59* 

Endófito 5 8,03*** 3,04* 

Pató. * Endó. 10 0,73 0,59* 

Fecha * Endó. 5 2,72* 3,00* 

Fecha * Pató. 2 0,05 1,17 

Fecha * Pató. * Endó. 10 1,11 0,30 
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Figura 26 Materia seca aérea (MSA) en g maceta
-1

 afectada por el efecto principal "Endófito". E0: Control; E071: 

Sordaria fimicola; E222: Trichoderma gamsii; E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y 

E635: Penicillium chrysogenum. Las barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales 

el error estándar. La misma letra indica que no hay diferencias significativas según test LSD de Fisher 

con un nivel de significación α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó con las variables transformadas, 

para facilitar la interpretación de la figura se representaron los valores sin transformar. 

 

Del mismo modo, para la materia seca radicular se observó el mismo incremento de ésta 

al ser inoculada con el endófito Epicoccum nigrum (E631), pero sólo cuando era inoculada junto 

a Biscogniauxia mediteranea, no así cuando se inoculó sólo o junto a Fusarium moniliforme 

(Figura 27). Ninguno de los patógenos redujo la biomasa radicular con respecto a los controles 

cuando eran inoculados ellos sólos. En el caso de los endófitos cuando eran inoculados sólos, dos 

de ellos, Trichoderma gamsii (E222) y Paecilomyces variotii (E408), redujeron la biomasa 

radicular de Lolium rigidum al ser inoculados en las plantas, aunque no se produjo dicha 

reducción cuando además era inoculado alguno de los patógenos (Figura 27). Con respeto al 

efeto principal "Fecha de siembra" las plantas jovenes presentaron una mayor biomasa radicular, 

con 1,39 g maceta
-1

 que las plantas consideradas como viejas que produjeron 1,23 g maceta
-1

 de 

biomasa radicular. 
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Figura 27 Materia seca radicular (MSR) en g maceta
-1

 afectada por la interacion "Endófito * Patogeno". Patogeno 

(B: control, BS: Biscogniauxia mediterranea y FS: Fusarium moniliforme. Endofitos (E0: control, E071: 

Sordaria fimicola, E222: Trichoderma gamsii, E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicocum nigrum y 

E635: Penicillium chrysogenum). Las barras verticales indican la media, mientras que las líneas verticales 

el error estándar. La misma letra indica que no hay diferencias significativas según test LSD de Fisher 

con un nivel de significación α = 0,05. Aunque el test LSD se realizó con las variables transformadas, 

para facilitar la interpretación de la figura se representaron los valores sin transformar. 

 

Con respecto a los parámetros de calidad del forraje, como se vió que el patógeno 

Biscogniauxia mediterranea no se comportaba realmente como patógeno, se decidió 

determinarlos sólo para el patógeno Fusarium moniliforme, que aunque tampoco tuvo un 

comportamiento muy severo en Lolium rigidum, en algún parámetro si que mostró algo de 

actividad patogénica. El análisis del ANOVA (Tabla 31) mostró que la proteína bruta (PB) se vió 

afectada por los tres efectos principales (patógeno, endófito y fecha de siembra) y por las 

interacciones "Patógeno * Endófito" y "Fecha de siembra * Patógeno * Endófito". En el caso de 

la fibra neutro detergente (FND), las variables con influencia significativa sobre ésta fueron: 

"Patógeno", "Patógeno * Endófito" y "Fecha de siembra * Patógeno". La fibra ácido detergente 

(FAD) fue afectada significativamente por los mismos efectos e interacciones que la FND, y 

además por el efecto principal fecha de siembra. Por otra parte, mientras la lignina ácido 

detergente (LAD) no fue influenciada por ninguna variable, el contenido en cenizas fue afectada 

por la variable "Endófito" y la interacción "Patógeno * Endófito" (Tabla 31). 
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Tabla 31 ANOVA de tres vías que muestra el efecto de la fecha de siembra (grupo de edad de las plantas; dos 

grupos), del patógeno (control y Fusarium moniliforme), del endófito (E0: control, E071: Sordaria 

fimicola, E408: Paecilomyces variotii, E631: Epicoccum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum) y sus 

interacciones en cada uno de los parámetros de calidad analizados del forraje de Lolium rigidum en 

condiciones de invernadero. En la primera columna se muestran los grados de libertad (DF) y en las 

demás se muestra el valor F, incluyendo el nivel de significación (* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 

0,001). 

 

 

 

 

PB: proteína bruta; FND: fibra neutro detergente, FAD: fibra ácido detergente; LAD: lignina ácido detergente 

 

En el caso de la proteína bruta (Figura 28 a), cuando los endófitos fueron inoculados 

sólos, la gran mayoria de ellos (Sordaria fimicola (E071), Paecilomyces variotii (E408), 

Epicocum nigrum (E631) y Penicillium chrysogenum (E635)) redujeron significativamente el 

contenido de proteína bruta del forraje, llegando a un 21,16 % inducido por Paecilomyces 

variotii (E408). Por otro lado cuando el patógeno (Fusarium moniliforme) fue inoculado sólo, 

éste no causó ningún efecto sobre el contenido proteico del forraje. Por el contrario, cuando 

ambos organismos (patógeno y endófito) fueron inoculados juntos en las mismas plantas, la 

asociación Fusarium moniliforme + E635 (Penicillium chrysogenum), produjo un incremento del 

19,63 % en el contenido de proteína en el forraje de Lolium rigidum con respecto a los controles. 

En el resto de asociaciones, ninguna con la excepción de Fusarium moniliforme + E071 

(Sordaria fimicola), redujo el contenido de proteína en dichas plantas (Figura 28 a). Al analizar 

el efecto principal patógeno, en general las plantas inoculadas con Fusarium moniliforme, con 

independencia de si tenían endófito o no, mostraron valores más elevados de PB que las plantas 

que no (5,49 ± 0,19 y 4,59 ± 0,16, respectivamente). Con respecto a la variable principal "Fecha 

de siembra" se observó que el contenido en PB en el forraje de las plantas "Jovenes" fue mayor, 

con un 5,25 %, que en las plantas sembradas antes (denominadas como "Viejas"), que fue 4,83 

%. Con respecto al contenido de fibra neutro detergente (FND) (Figura 28 b), ni el patógeno (F. 

moniliforme), ni ninguno de los endófitos causaron una variación de la FND del forraje de 

Lolium rigidum cuando eran inoculados sólos en comparación con los controles. La única 

diferencia significativa en este parámetro se produjo cuando el endófito E408 (Paecilomyces 

variotii) era inoculado. 

Fuente DF PB FND FAD LAD Ceniza 

Fecha de siembra 1 4,80* 0,13 15,08*** 0,07 0,21 

Patógeno 1 22,10*** 4,05* 7,33** 1,28 0,96 

Endófito 5 3,87** 0,82 0,80 2,12 12,08*** 

Pató.* Endó. 5 3,08* 2,97* 3,50** 0,56 5,49*** 

Fecha * Endó. 5 0,72 0,52 0,48 0,22 0,67 

Fecha * Pató. 1 1,59 5,80* 9,23** 0,11 0,21 

Fecha * Pató. * Endó. 5 3,92** 0,66 1,65 0,98 0,66 
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Figura 28 Parámetros de calidad (PB: proteína bruta; FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra ácido 

detergentecontenido en cenizas) afectadas por la interacción "Patógeno * Endófito" en plantas de 

Lolium riguidum cuando se inocula el patógeno (B: control, FS: Fusarium moniliforme) y endófito (E0: 

control, E071: Sordaria fimicola, E222: Trichoderma gamsii, E408: Paecilomyces variotii, E631: 

Epicocum nigrum y E635: Penicillium chrysogenum). Las barras verticales indican la media, mientras 

que las líneas verticales el error estándar. Para cada parámetro, la misma letra indica que no hay 

diferencias significativas en el test LSD con un nivel de nivel de significación α = 0,05. 

 

En este caso, el contenido en FND del forraje fue significativamente menor cuando fue 

inoculado en asociación con Fusarium moniliforme en comparación a cuando fue inoculado sólo 

(Figura 28 b). Con respecto al efecto principal "Patógeno", el contenido en FND el forraje fue 

menor en las plantas que tenían inoculado F. moniliforme con respecto a las plantas sin el 

patógeno inoculado (51,95 ± 0,36 y 52,90 ± 0,35 respectivamente). En el caso de la fibra acido 

detergente, FAD, (Figura 28 c), tres de los endófitos, E071 (Sordaria fimicola), E631 (Epicocum 

nigrum) y E635 (Penicillium chrysogenum), redujeron el contenido en FAD del forraje con 

respecto a las plantas control cuando fueron inoculados sólos. El patógeno (F. moniliforme) 

también redujo el contenido en FAD del forraje con respecto a los controles cuando fue 

inoculado él sólo (Figura 28 c). Cuando F. moniliforme fue inoculado en asociación con el 

endófito E631 (Epicoccum nigrum) se observaron valores de FAD en el forraje 

significativamente mayores que cuando se inoculó el patógeno él sólo (Figura 28 c). Con 

respecto a la influencia de la fecha de siembra, se observó que la plantas consideradas como 

"Viejo" (aquellas sembradas primero) tuvieron mayor contenido de FAD (28,54 %) en el forraje, 
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que las plantas "Jóvenes" (aquellas sembradas más tarde) con un 27,45 %. Por último para 

finalizar el análisis de calidad, en cuanto al contenido en ceniza (Figura 28 d), cuando no se 

inoculó al patógeno, todos los endófitos, con excepción del E071 (Sordaria fimicola), redujeron 

su contenido en el forraje al ser inoculados, mientras que la inoculación sólo con el patógeno, 

redujo significativamente el contenido de ceniza con respecto a los controles. Ninguno de los 

endófitos modificó el efecto causado por Fusarium moniliforme al ser co-inoculados con éste 

(Figura 28 d).  

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 
 

5. DISCUSIÓN 
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5.1. DIVERSIDAD ENDOFÍTICA EN ESPECIES DE PASTO. 

5.1.1. Micobiota endofítica asociada a Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus. 

 En el presente estudio se ha demostrado que Trifolium subterraneum y Ornithopus 

compressus, en condiciones mediterráneas, albergan una gran riqueza de hongos endófitos (54 y 

61 taxones respectivamente). En general, la distribución de especies fue la siguiente: un número 

pequeño de especies cuya frecuencia de aislamiento fue muy alta y aparecieron en la mayor parte 

de los sitios, y un gran número de especies con una frecuencia de aparición mucho más pequeña 

y cuya presencia se limitaba a pocos sitios. En este sentido, la mayoría de las especies 

identificadas (57 y 56 %, respectivamente) pueden ser consideradas como raras ya que se 

aislaron solo tres o menos veces. Por el contrario, sólo diez especies representaron el 80 y 75 % 

de los aislamientos obtenidos respectivamente para T. subterraneum y O. compressus. Éstas 

tuvieron una amplia distribución, ya que se aislaron en al menos la mitad de las diez zonas 

muestreadas. Por lo tanto la micobiota endofítica en T. subterraneum y O. compressus está 

formada principalmente por muy pocas especies predominantes (con una gran prevalencia), 

supuestamente mucho mejor adaptadas a vivir en diferentes condiciones, y un numeroso grupo 

de especies raras con una distribución mucho más limitada, dependiendo de la ubicación y las 

condiciones ambientales. El estudio de la diversidad de endófitos fúngicos es un proceso que 

depende mucho del método utilizado para su aislamiento e identificación (Santamaría y Diez, 

2005; Ek-Ramos et al., 2013), puesto que su identidad y abundancia están altamente 

influenciados por diversas variables experimentales que pueden afectar la comparabilidad de los 

resultados. Por lo tanto, las comparaciones con otros trabajos deberían ser llevadas a cabo con 

estudios que hayan utilizado un procedimiento similar. Así, cuando comparamos con estudios 

que también utilizaron el aislamiento en cultivo con medio sintético y la identificación mediante 

secuenciación de la región ITS, los resultados obtenidos en el presente trabajo en cuanto a la 

riqueza de especies encontradas fueron ligeramente más elevados que los constatados en otros 

huéspedes, como Brassica napus L., con 40 especies (Zhang et al., 2014), ligeramente inferior a 

la obtenida en Gossypium hirsutum L., con 69 taxones diferentes (Ek-Ramos et al., 2013), o 

considerablemente más bajos que en los estudios realizados sobre Dactylis glomerata L., con 91 

especies diferentes (Sánchez Márquez et al., 2007). 

 La menor riqueza obtenida en el presente estudio, en comparación con otras especies 

herbáceas hospedantes, podría ser explicada por la menor intensidad del muestreo en nuestro 

estudio, en lugar de una menor capacidad de T. subterraneum y O. compressus de albergar 
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hongos endófitos. Esto se ve apoyado por las curvas de rarefacción o de acumulación de especies 

del apartado 4.1.1. (Figuras 8 y 9), en las que se observó que no llegaron a estabilizarse para 

ninguno de los grupos analizados (número total de especies, número de especies plurales y 

número de especies singulares), lo que sugiere que si hubiésemos aumentado el número de 

plantas muestreadas, se hubiera producido también un aumento de las especies aisladas. Por otra 

parte, debido al método de aislamiento llevado a cabo en el presente estudio, los biotrofos 

obligados, o los hongos que no crezcan bien en medio de cultivo sintético podrían no haber sido 

aislados. Debido a esto, el número real de especies endofíticas en una muestra pudo haber sido 

subestimado. Sin embargo, aunque las diferencias debido al procedimiento puedan haber 

afectado de alguna forma la comparabilidad de los resultados con otros estudios, como el medio 

de cultivo utilizado y el procedimiento de aislamiento e identificación aplicados fueron los 

mismos en todas las muestras recogidas en el presente estudio, nuestras propias comparaciones 

entre dehesas y tipos de tejido resultarían pefectamente válidas y no afectadas por errores debido 

a diferencias procedimentales. En cualquier caso, la diversidad específica que se encontró fue lo 

suficientemente grande para poder llevar a cabo el resto de objetivos propuestos en el presente 

trabajo. 

 Es importante comentar también, que en el presente estudio las muestras fueron recogidas 

en abril, momento en el que las plantas estaban en plena floración. Diversos estudios que han 

tratado también el tema de la diversidad endofítica, aunque en otras especies de planta (Collado 

et al., 1999; Gore y Bucak, 2007), han indicado que el momento del año en la recogida de 

muestras puede afectar a las especies endofíticas aisladas. Sin embargo, en estudios realizados en 

regiones climáticas similares a la nuestra, la diversidad más elevada se obtuvo en primavera, 

probablemente debido a la mayor pluviometría y suaves temperaturas que caracterizan a esta 

época. Por lo tanto, en las regiones templadas del hemisferio norte, la primavera parece ser la 

mejor época para obtener el mayor número de aislados y especies endofíticas. Del mismo modo, 

la riqueza de especies y la diversidad de los endófitos aumentan con la edad de la planta, ya que 

según va pasando más tiempo, la exposición a nuevas infecciones aumenta (Arnold y Herre, 

2003). De acuerdo con este hecho, para nuestras condiciones climáticas, la recogida de muestras 

a mediados/finales de la primavera también sería la mejor época, ya que el ciclo de vida de los 

pastos analizados, Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus, estaría próximo a finalizar, 

por lo que supuestamente, sería el momento en que las plantas albergarían una mayor diversidad 

endofítica. 
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 Para el análisis a nivel de especie en hongos, la mayoría de los estudios de diversidad 

utilizan información de la región ITS (Sánchez Márquez et al., 2007; Botella y Diez, 2011; Ek-

Ramos et al., 2013; Zhang et al., 2014), que ha demostrado ser un locus muy útil para este 

propósito. Este hecho es claramente confirmado por Schoch et al. (2012) que propusieron a la 

región ITS como el marcador universal del ADN para la identificación de hongos. Esto lo 

establecen puesto que comparando la región ITS con otras regiones comúnmente utilizadas, tal 

como la región LSU ("Large Sub-Unit", la subunidad grande del ARN ribosómico), la región 

SSU ("Small Sub-Unit", la subunidad pequeña del ARN ribosómico), o la región RPB1 (la 

subunidad mayor del ARN polimerasa II), la ITS proporcionó mejores resultados. Sin embargo, 

otros estudios han evidenciado la relativamente baja resolución de la secuenciación de la región 

ITS, y la dificultad de alinear las secuencias, lo que limita su utilidad para la reconstrucción 

filogenética, especialmente en hongos basidiomicetos (Frøslev et al., 2005). Además, en estudios 

que han usado la región ITS han evidenciado errores en la identificación de varios grupos de 

hongos, especialmente en géneros con una gran riqueza en especies y con secuencias cortas, tales 

como Cladosporium, Penicillium o Fusarium (O'Donnell y Cigelnik 1997; Schubert et al., 

2007). En este estudio, se puede decir que dicho procedimiento ha funcionado razonablemente 

bien, ya que los endófitos que esporularon, y que fueron identificados mediante claves 

morfológicas, coincidieron con las identificaciones obtenidas mediante la secuenciación de la 

región ITS. Aún así, conociendo los problemas en la identificación derivados de incluir un único 

locus, y el gran número de ambigüedades que se producen al comparar las secuencias nuestras 

con las del GenBank, se ha optado por tomar un criterio conservador a la hora de asignar 

especies a los genotipos obtenidos, llegando al máximo nivel taxonómico que permitiera resolver 

dichas ambigüedades. 

 La micobiota encontrada para ambas especies estaba dominada por el phylum de los 

Ascomicetes. La predominancia de este grupo en estudios de diversidad endofítica ha sido 

también observada por numerosos autores (Arnold, 2007; Dudeja et al., 2012), con 

independencia del procedimiento de aislamiento o el método de identificación utilizado. 

Además, la mayor parte de las especies predominantes en el presente estudio pertenecen a 

géneros ubiquistas y conocidos como muy comunes en otros hospedantes y condiciones, tales 

como Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Phoma, 

Sordaria y Trichoderma; y no solo en herbáceas sino también en hospedante leñosos 

(Santamaría y Diez 2005; Zhang et al., 2014). Sin embargo, sin tener en cuenta estos géneros 

ubiquistas, los hongos endófitos encontrados en el presente estudio en ambas especies fueron 
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más diferentes a los encontrados en otros trabajos, según el grupo botánico del hospedante 

analizado iba estando menos emparentado al que nosotros estudiamos. En este sentido, nuestra 

micoflora endofítica fue completamente diferente a la que habitualmente se encuentra en plantas 

leñosas (Bills, 1996; Botella y Diez 2011), y presentó ciertas similitudes, aunque también 

diferencias, con respecto a la micoflora endofítica encontrada en especies herbáceas de 

gramíneas (Sánchez Márquez et al., 2007; Wearn et al., 2012). Con respecto a plantas 

hospedantes del grupo de las leguminosas, el número de estudios que han tratado la diversidad 

de la micoflora endofítica no es muy alto (Dudeja et al., 2012), y se restringe fundamentalmente 

a cultivos herbáceos extensivos más que a especies pratenses, tal como el cacahuete (Ferreira de 

Souza et al., 2014) o la soja (Impullitti y Malvick, 2013). También existe algún trabajo en el que 

se ha estudiado la microflora endofítica en leguminosas silvestres de dunas (Seena y Sridar, 

2004). En estos estudios, en conjunto los hongos encontrados fueron bastante diferentes a los 

aparecidos en el nuestro, probablemente debido a la gran diferencia en el manejo del cultivo, que 

especialmente en el caso de la soja y del cacahuete se utilizan prácticas más intensivas, tales 

como la aplicación de productos químicos, que son mucho más agresivas con el desarrollo de 

diversos microorganismos. 

Para leguminosas pratenses, la mayoría de estudios han sido realizados sobre el género 

Trifolium. Por ejemplo, en Trifolium subterraneum hay un estudio que trata sobre la diversidad 

de micoflora endofítica (Mukasa Mugerwa et al., 2013), pero en este caso sólo está enfocado en 

los hongos negros u obscuros asociados al sistema radicular. Con respecto al sistema radicular, 

otros estudios han identificado también los hongos en T. subterraneum, pero en este caso 

refiréndose únicamente a las micorrizas vesículo-arbusculares (Jakobsen et al., 1992). También 

existen estudios en los que se aislaron endófitos de Trifolium arvense L. y Trifolium dubium 

Sibth. Sin embargo no con el fin de analizar la micoflora endofítica, sino de buscar metabolitos 

secundarios con diversas aplicaciones (Schulz et al., 2008). Entre las dos especies estudiadas en 

el presente trabajo, Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus, se debe recordar que las 

plantas para el muestreo fueron tomadas en la misma época y en el mismo lugar. Cabe decir que 

31 de las especies endofíticas encontradas (aprocximadamente un 54 %) fueron comunes en 

ambos hospedantes. Este hecho sugiere que, bajo condiciones ambientales similares, y siguiendo 

el mismo procedimiento metodológico de aislamiento e identificación, una gran parte de la 

micoflora endofítica sería común en grupos botánicos emparentados (al menos a nivel de 

familia), aunque otra parte importante de los endófitos sería específica de cada hospedante, 

indicando una clara preferencia y especificidad por éste. 
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Mención aparte merecen los estudios llevados a cabo sobre hongos en leguminosas, pero 

en este caso sobre los que producen síntomas de enfermedad, es decir sobre los patógenos. En 

este sentido, se encuentran estudios de enfermedades fúngicas en Trifolium subterraneum 

(Barbetti y Sivasithamparam 1986; Jakobsen et al., 1992; Simpson et al., 2011) o Medicago spp. 

(Tivoli et al., 2006). Interesantemente, muchos de los patógenos identificados como causantes de 

daños en los trabajos anteriormente citados, coinciden con muchas de las especies obtenidas en 

este estudio. Entre las especies encontradas en el presente trabajo, y que han sido citadas en 

algún momento sobre algún hospedante tenemos: Alternaria spp., Aureobasidium proteae (Sin. 

Kabatiella proteae Taylor & Crous), Boeremia exigua, Cercospora apii, Colletotrichum spp., 

Didymella exitialis, Davidiella tassiana (Sin. Mycosphaerella tassiana (De Not.) Johanson), 

Diaporthe phaseolorum, Didymella phacae, Drechslera spp, Embellisia leptinellae (Sin. 

Alternaria leptinellae (Simmons & Hill) Woudenberg & Crous), Fusarium spp., 

Leptosphaerulina australis, Lewia infectoria (Tel. Alternaria infectoria Simmons), Peyronellaea 

pinodella, Phaeosphaeria nodorum, Phaeosphaeria pontiformis, Phoma glomerata, 

Peyronellaea pinodella, Pyrenophora leucospermi, Pyrenophora spp., Phoma spp., Septoria 

spp., Stemphylium solani y Ustilago hordei. 

En base a este resultado, se puede establecer la hipótesis de que la mayoría de las 

especies incluidas en la micoflora endofítica de un hospedante dado, no mantienen un efecto 

simbiótico con la planta huésped, sino que serían patógenos latentes, en su mayoría agentes 

patógenos de debilidad. Estos hongos estarían en estado latente, como endófitos, a la espera de 

que la planta hospedante se encuentre debilitada por la razón que sea, y sus defensas bajen para 

aprovechar y colonizar los tejidos vegetales. El hecho de encontrarse ya dentro le supondría a 

estos hongos una ventaja a la hora de colonizar los tejidos frente a otros hongos que se 

encuentren en el exterior. Esta hipótesis se contrasta con el hecho de que en estudios similares 

con otros hospedantes, también una parte importante de las especies identificadas en la cohorte 

endofítica corresponden con hongos conocidos como patógenos (Sánchez Márquez et al., 2007), 

lo cual demuestra que sería una estrategia común de estos hongos con independencia del 

hospedante o de las condiciones ambientales. Los anteriormente citados como patógenos de 

debilidad fueron muy abundantes en la micoflora de Trifolium subterraneum y Ornithopus 

compressus, no sólo en términos de riqueza de especies, 57 y 43 % respectivamente, sino 

también en número de aislamientos, con 73 y 70 %, respectivamente. 

 Además de estas especies descritas previamente con algún grado de patogenicidad, en el 

presente estudio, para ambas especies de pastos analizadas, también se encontró un grupo de 
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endófitos en los que la bibliografía previa indica que muestran alguna característica interesante y 

con claras aplicaciones en la producción vegetal, al producir efectos beneficiosos en su planta 

hospedante. Al respecto, varias especies han mostrado aptitud para poder ser utilizadas como 

agentes de control biológico, puesto que mostraron respuestas antagónicas frente a varios 

patógenos fúngicos, tales como Sordaria fimicola (Manoch et al., 2008), Fusarium lateritium 

(McMahan et al., 2001), Epicoccum nigrum (Hashem y Ali, 2004), Trichoderma gamsii, el 

anteriormente conocido como Trichoderma viride Pers. (Rinu et al., 2014) o Chaetomium sp. 

(Van Thiep y Saytong, 2015). Otros endófitos han demostrado ser promotores del crecimiento de 

plantas, tales como los ya citados Epicoccum nigrum (Lima Fávoro et al., 2012) o Trichoderma 

gamsii (Rinu et al., 2014). De acuerdo con esta información, los aislados de estas especies 

encontradas en el presente trabajo merecerían ser investigados en mayor profundidad, tanto en 

condiciones in vitro como en planta, con el objetivo de intentar mejorar el sistema productivo de 

Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus. 

 En el presente estudio, la frecuencia de aislamiento de especies endofíticas, su riqueza de 

especies y el índice de diversidad de Shannon-Weaver en Trifolium subterraneum y Ornithopus 

compressus se vieron afectados significativamente por la zona de muestreo, expuesto en el 

apartado 4.1.1. (Tablas 6 y 7). Este hecho podría indicar que las diferentes condiciones 

ambientales darían lugar a diferentes cohortes de hongos endófitos, como ya fue indicado por 

Botella y Diez (2011). Sin embargo, cuando se estudiaron los diferentes parámetros ambientales 

con el fin de evaluar su efecto sobre la micobiota, pocas variables tuvieron una influencia 

significativa y ésta no fue de gran relevancia. Este hecho puede significar que las diferencias 

entre la micobiota de las distintas dehesas muestreadas podrían no ser debidas a las diferentes 

condiciones ambientales, al menos no en gran medida, sino al propio patrón de distribución de 

las especies observadas en los diferentes sitios; es decir, pocas especies predominantes fueron 

encontradas muy frecuentemente, independientemente de las condiciones ambientales y muchas 

especies raras con una distribución muy específica. Un caso especial en trébol subterráneo 

supuso la finca "La Barrosa", en la que se encontraron grandes diferencias en su frecuencia de 

aislados, riqueza y diversidad endofítica con respecto a las demás dehesas. No obstante, estas 

diferencias fueron debidas, como bien se citó en la metodología, a que en esta dehesa por 

diversas circunstancias se tomaron un menor número de especímenes de T. subterraneum, y ya 

se ha comentado la gran importancia del número de muestras en el número de especies que se 

pueden encontrar, al menos hasta que la curva de acumulación de especies tiendan a 

estabilizarse. 
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 Las únicas variables ambientales con una influencia significativa en las comunidades 

endofíticas encontradas en Trifolium subterraneum fueron la concentración de Mg en el suelo 

sobre el índice de diversidad, y la precipitación anual en la distribución de la composición 

(riqueza y frecuencia) de especies endofíticas. Con respecto al Mg, su concentración en el suelo 

se correlacionó positivamente con la diversidad endofítica. Para explicar este hecho, es 

importante tener en cuenta que el Mg tiene un gran número de funciones clave en las plantas. 

Entre ellas, el Mg está vinculado a la morfología y conductancia estomática (Hao y 

Papadopoulos, 2002). Por tanto, una mayor concentración de Mg en la planta podría causar un 

aumento considerable en el tamaño de los estomas (Putra et al., 2012), lo que podría favorecer la 

penetración de los hongos en la planta a través de ellos. En nuestro estudio, la concentración de 

Mg solamente se midió en el suelo y no en los tejidos vegetales. Sin embargo muchos estudios 

(Griffths, 2006; Staugaitis y Rutkaukiene, 2012) han evidenciado que el contenido de Mg en el 

forraje es clara y positivamente correlacionada con la concentración de Mg en suelo. Por otra 

parte, la influencia de la precipitación en la composición de las especies de hongos fue un 

resultado esperado, ya que es perfectamente conocido el vínculo entre el desarrollo de los hongos 

y la humedad. De acuerdo con esto, el Análisis Canónico de Correspondencias (ACC) mostró 

que existía una correlación bastante positiva entre las especies endofíticas y la precipitación. 

 En el caso de Ornithopus compressus, las variables edafoclimáticas que mostraron un 

efecto significativo y consistente sobre la micobiota endofítica fueron el contenido de carbono 

orgánico del suelo, la concentración de Ca y K, (todos ellos afectaron positivamente a la 

diversidad y la riqueza de especies), y la conductividad eléctrica (que afectó negativamente). El 

calcio parece estar implicado en el proceso de reconocimiento entre células vegetales y los 

hongos endófitos para establecer la asociación (Harper y Harmon, 2005). Así, con niveles altos 

de calcio en las células vegetales parace que se mejoran las interacciones endófíto-planta, que 

resultan en un mejor desarrollo vegetativo de la planta (Vadassery y Oelmuller, 2009). Por tanto, 

teniendo en cuenta que una mayor concentración de Ca en el suelo puede resultar en una mayor 

concentración de Ca en los tejidos vegetales, este hecho podría explicar porqué el Ca favoreció 

la diversidad endofítica y la riqueza de especies. 

Por otra parte, el potasio tiene varias funciones clave en las plantas. Entre ellas, el K ha 

sido reconocido por tener un papel importante en la apertura de los estomas (Humble y Raschke, 

1971). De acuerdo con este hecho, una alta concentración de K en el suelo, podría dar lugar a 

una elevada concentración en los tejidos vegetales (Mosquera-Losada et al., 2004), pudiendo 

provocar un aumento considerable en el tamaño de los estomas, lo que podría favorecer la 
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penetración de los hongos en la planta, de un modo similar al que se vió en el caso del Mg para 

Trifolium subterraneum. Este hecho podría explicar la relación positiva y significativa entre la 

concentración de K con la diversidad endofítica y la riqueza de especies. Por otra parte, la gran 

influencia que puede tener la fertilidad del suelo sobre la composición de las comunidades de 

hongos endófitos foliares, ya ha sido indicada en estudios previos, aunque en otros hospedantes 

(Eschen et al., 2010). La precipitación, al igual que en T. subterraneum también tuvo una 

influencia significativa y en su mayoría positiva en la riqueza de especies y la diversidad, aunque 

no de manera tan consistente. Por último, la influencia de la conductividad eléctrica del suelo (es 

decir, la salinidad) en hongos endófitos, también se ha puesto de manifiesto en trabajos previos 

(Macia-Vicente et al., 2012). Según esos trabajos, bajo condiciones de salinidad del suelo, la 

diversidad de hongos endófitos y la riqueza de especies presentes en las plantas que allí crecen 

tienden a ser cada vez menores, a medida que aumenta el gradiente de salinidad, porque el 

número de especies de hongos con capacidad de crecer en esas condiciones disminuye. 

 En cuanto al tipo de tejido, en Trifolium subterraneum, éste sólo tuvo una influencia 

significativa en la frecuencia de aislados, mientras que en Ornithopus compressus la influencia 

fue significativa tanto para la frecuencia de aislamiento como para la riqueza de especies. En 

ambos casos, las hojas albergaron un mayor número de aislados, en comparación con los tallos. 

Esta mayor infección en las hojas ha sido ya observada en otros estudios (Santamaría y Diez, 

2005; Sánchez Márquez et al., 2007) y podría ser atribuida a la mayor densidad estomática y el 

menor contenido en fibra de las hojas en comparación con los tallos, pudiendo así favorecer la 

infección por el endófito. Aunque en T. subterraneum no se encontraron diferencias entre los 

tipos de tejidos a nivel de riqueza de especies, 27 especies de hongos (en torno al 50 % del total) 

fueron aisladas de un solo tejido, y del resto, diez especies también mostraron una clara 

preferencia por uno de los tipos de tejido. Mientras que para O. compressus, 32 especies 

endofíticas (más 50 % del total) fueron obtenidas de un solo tejido, y del resto, 11 especies 

mostraron esa misma preferencia por uno de los tipos de tejido. Esto podría estar relacionado con 

un alto grado de especificidad en cuanto al tipo de tejido vegetal, como ha sido demostrado 

anteriormente en otros hospedantes (Wu et al., 2013; Zhang et al., 2014). 
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5.2. INFLUENCIA SOBRE LA PRODUCCIÓN Y CALIDAD DEL PASTO. 

5.2.1. Influencia de la micobiota endofítica sobre la producción de biomasa, calidad y 

acumulación de minerales en Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus y Poa 

pratensis. 

 La falta de síntomas de enfermedad en las plantas inoculadas, indicó que los hongos 

endófitos utilizados en nuestro estudio no eran patogénicos, al menos durante la duración del 

experimento. Esto es importante y básico para una eventual aplicación del endófito en campo, ya 

que si los endófitos hubieran tenido efectos fitotóxicos en nuestras especies objetivo, tendrían 

que haber sido descartados para su utilización directa, con independencia del efecto provocado. 

Todas las especies de endófitos inoculadas fueron posteriormente re-aisladas en su mismo 

hospedante, con excepción de Embellisia leptinellae en Ornithopus compressus y Embellisia 

leptinellae, Penicillium sp. y el endófito E361 en Poa pratensis. El fallo de re-aislamiento de 

esos tres endófitos posiblemente fue debido a la eficiencia limitada de los métodos en sí de re-

aislamiento (Prior et al., 2014), más que por una inoculación deficiente. Esto pudo ser así, 

porque todos los endófitos, incluso los que no fueron re-aislados, afectaron de manera 

significativa (P < 0,05), al menos uno de los parámetros evaluados. Esto sugiere que el método 

de inoculación fue suficientemente eficiente para lograr la infección, ya que no se esperaría que 

una inoculación fallida diera lugar a un efecto significativo. Eso sí, los efectos significativos 

observados en el presente estudio podrían ser el resultado del crecimiento interno o externo del 

endófito sobre la planta o como resultado de los metabolitos producidos por éste. Aun así, los 

resultados obtenidos para los endófitos que no fueron re-aislados deben ser considerados con 

cierta cautela hasta que la inoculación sea confirmada en experimentos posteriores. 

 La influencia de la micobiota endofítica sobre la producción de biomasa aérea y radicular 

ya ha sido demostrado por diversos autores en varias especies hospedante (Hesse et al., 2005; 

Thom et al., 2013; Mahendra et al., 2014). Sin embargo, la mayoría de esos experimentos se 

llevaron a cabo bajo ciertas limitaciones para el crecimiento de la planta: estrés hídrico, déficit 

en nutrientes, toxicidad del suelo, infecciones de plagas o enfermedades, etc. Por lo tanto, parece 

estar claro que, dado que el endófito puede dar un mayor valor adaptativo al hospedante, el 

efecto de la interacción microorganismo-planta puede ser más evidente en condiciones de estrés 

para las plantas. Este hecho puede explicar por qué en nuestro estudio (llevado a cabo en buenas 

condiciones para el crecimiento vegetal), no se observó ninguna influencia del endófito sobre la 

producción de biomasa de Ornithopus compressus. Además, también se ha demostrado 
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(Ahlholm et al., 2002), que se debe de dar la combinación adecuada de especie endofítica, 

hospedante y condiciones ambientales, para que el eventual efecto positivo del endófito tenga 

lugar. Esto también es lo que pudo pasar en nuestro trabajo para este hospedante, que no se 

produjera la combinación adecuada. Este hecho se manifiesta en otros estudios, a pesar de haber 

sido realizados bajo condiciones de estrés (Zabalgogeazcoa et al., 2006; Faeth et al., 2010), en 

los que el endófito no tuvo influencia, o incluso esta fue negativa, sobre la producción de 

biomasa. 

Sin embargo en el caso de Poa pratensis y Trifolium subterraneum si se vio un efecto 

sobre el rendimiento del forraje. Para P. pratensis, los endófitos E269 (Penicillium sp.), E361 

(CODE 361), E140 (Stemphylium globuliferum) o E202 (Chaetosphaeronema sp.) produjeron un 

mayor rendimiento en la biomasa herbácea, comparándolo con los controles. Y para T. 

subterraneum, en condiciones de campo, se observó que las plantas inoculadas con el endófito 

E202 (Chaetosphaeronema sp.) produjeron un 80 % más de forraje que en su correspondiente 

control. Sin embargo, en el ensayo de invernadero con T. subterraneum, aunque las plantas 

inoculadas con este endófito también mostraron una alta producción de forraje, no hubo 

diferencias con las plantas control. Para explicar las diferencias entre el ensayo de campo y el de 

invernadero en el caso de T. subterraneum, hay que tener en cuenta que el mayor valor 

adaptación que los endófitos pueden conferir a sus plantas hospedante (Malinowski y Belesky, 

2000), haría que en los ambientes menos favorables, como las condiciones de campo en 

comparación con las de invernadero, es donde un eventual efecto beneficioso del endófito sobre 

la planta se hiciera más evidente. Por este motivo, muchos de los estudios llevados a cabo en 

condiciones no limitantes para el crecimiento vegetativo de la especie hopedante (Fritz y Collins 

1991; Faeth et al., 2010) han mostrado un efecto neutro o negativo del endófito en el 

rendimiento de biomasa. 

Para intentar explicar las razones de los efectos beneficiosos del endófito sobre el 

crecimiento (y por tanto sobre la producción de materia seca), se puede tener en cuenta los 

estudios de Zabalgogazcoa et al. (2006), en los que se estableció que hongos endófitos, aunque 

del tipo clavicipitáceos, pueden alargar el periodo vegetativo del hospedante, lo que conllevaría 

un aumento del periodo efectivo de acumulación de biomasa, lo que explicaría a su vez el mayor 

rendimiento de forraje en las plantas infectadas. No obstante, como en nuestro trabajo hemos 

utilizado especies no clavicipitáceas, que tienen ciertas características diferentes a las 

clavicipitáceas, se deberían realizar estudios posteriores para comprobar si efectivamente estas 

especies también afectan a la duración de la etapa de crecimiento en el hospedante. Por otra 
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parte, Assuero et al. 2006 sugirieron que los endófitos pueden promover el crecimiento de las 

plantas mediante la producción de sustancias similares a las hormonas vegetales que retrasan el 

ciclo del crecimiento de la raíz en plantas, o fomentan el crecimiento radicular, lo cual aportaría 

a la planta hospedante una mayor capacidad de aumentar su absorción de agua y minerales. En el 

caso de Trifolium subterraneum, en nuestro estudio esta hipótesis no se vió fuertemente apoyada, 

ya que no hubo diferencias significativas entre la biomasa radicular de las plantas inoculadas con 

los endófitos que produjeron las mayores producciones de forraje y los controles, aunque si se 

observó una cierta tendencia a presentar un sistema radicular mayor en esas plantas infectadas. 

En el caso de Ornithopus compressus los endófitos que produjeron las mayores 

cantidades de biomasa aérea, también tuvieron esa tendencia a producir mayores sistemas 

radiculares en las plantas infectadas, aunque como en el caso de Trifolium subterraneum, las 

diferencias con los controles tampoco fueron significativas. Por el contrario, en Poa pratensis si 

que se constató dicha hipótesis de manera significativa, ya que gran parte de los endófitos 

inoculados que produjeron una mayor contenido en biomasa aérea (con la excepción del endófito 

CODE361) presentaron también un mayor sistema radicular. Se podría establecer una tercera 

hipótesis para explicar este aumento de crecimiento causado por los endófitos, en base a varios 

estudios que han constatado como varios hongos endófitos afectan a la fotosíntesis y a la fijación 

de CO2 (Newman et al., 2003; Spiering et al., 2006), es decir, a la tasa de crecimiento en las 

plantas infectadas. No obstante, se deberían diseñar nuevos experimentos para comprobar si los 

endófitos de nuestro trabajo tienen dicha capacidad. 

 Con respecto a la calidad del forraje, en la bibliografía se pueden encontrar numerosos 

estudios centrados en hongos endofíticos que producen metabolitos secundarios en las plantas 

hospedantes, tales como lolitrem B, ergovalina y peramina, causantes de enfermedades en los 

animales que se alimentan de ellas (Oliveira et al., 2003; Fuchs et al., 2013; Thom et al., 2013). 

Sin embargo pocos estudios se han centrado en los efectos del endófito sobre los parámetros 

bromatológicos del forraje, tales como contenido en proteína bruta (PB), fibra (ácido 

detergente/FAD y neutro detergente/FND) y lignina ácido detergente (LAD). Teniendo en cuenta 

que la calidad del forraje en términos de valor nutritivo es directamente proporcional al 

contenido de proteína y digestibilidad (este último a su vez correlacionado inversamente con la 

cantidad de fibra y lignina), en el caso de Tifolium subterraneum ninguno de los endófitos fue 

capaz de mejorar en general la calidad del pasto en comparación con los controles. Se 

encontraron, varios efectos positivos sobre la calidad del pasto tras la inoculación con endófitos, 

pero estos no fueron consistentes a lo largo de los ensayos (Tabla 32). Por ejemplo, en el ensayo 
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de invernadero, el endófito E244 (Pleosporales sp.) fue capaz de reducir el contenido de fibra 

neutro detergente (FND) del forraje, pero este efecto no fue observado en el ensayo de campo. 

También en el ensayo de invernadero, el endófito E140 (Stemphylium globuliferum) redujo el 

contenido en fibra ácido detergente (FAD), lo cual aumentaría la digestibilidad del forraje, pero 

en campo este hongo proporcionó valores más elevados de lignina (LAD), lo cual reduciría dicha 

digestibilidad. Al menos, el endófito más interesantes en el ensayo de campo, desde el punto de 

vista del rendimiento forrajero, que fue Chaetosphaeronema sp. (E202), no causó deterioro de la 

calidad del forraje (proteína, fibra y lignina), siendo ésta similar a los controles en invernadero y 

campo (Tabla 32). Por tanto, este hongo merecería ser estudiado en más profundidad, ya que 

consiguió aumentar la producción de biomasa herbácea del forraje en Trifolium subterraneum, 

sin disminuir su calidad bromatológica. 

 

Tabla 32 Resumen de los efectos causados por cada endófito inoculado sobre Trifolium subterraneum en los 

diferentes parámetros evaluados (MSA: materia seca aérea; MSR: materia seca radicular; PB: proteína 

bruta; FND: fibra neutro detergente; FAD: fibra ácido detergente; LAD: lignina ácido detergente y el 

estado mineral) en los ensayos de invernadero (Inv.) y de campo (Camp.). (+) (-) Indica si el endófito 

aumentó o redujo dicho parámetro respetivamente, comparándolos con el control. (P = 0,05). 

Parámetro E060 E071 E140 E202 E244 E631 

 Inv. Camp. Inv. Camp. Inv. Camp. Inv. Camp. Inv. Camp. Inv. Camp. 

MSA - - - - (-) - - (+) (-) - - - 

MSR - ** - ** - ** - ** - ** - ** 

PB - - - - - - - - - - - - 

FND - (+) - - - - - - (-) (+) - - 

FAD - (+) - - (-) - - - - (+) - (+) 

LAD (+) (+) - - - (+) - - - (+) - - 

Al (-) - - - (-) - (-) - (-) - - - 

B - - - - - (-) - - - - - - 

Ca - - - - (+) - (-) - - - - - 

Cd - - - - (+) - - - - - (-) - 

Cr (-) - - - (-) - - - - - - - 

Cu - - - - (+) (-) - - - - - - 

Fe (-) - - - - - - - (-) - (-) - 

K - - - - - - - - (+) - - - 

Li - - - - - - - - - - - - 

Mg - - - - - - - - - - - - 

Mn - - - - (+) - - - - - - - 

Mo - - - - - - - - - - (-) - 

Na - - - - (-) - - - - - - - 

Ni - - - - - - - - - - - - 

P - - -  - - - - - - - - 

Pb (+) - - - (+) (+) - - (+) - (-) - 

S - - - - - - - - - - - - 

Zn - - - - (+) - - - - (-) - - 

** La materia seca radicular solo fue determinada en condiciones de invernadero.  

E060: Fusarium lateritium, E071: Sordaria fimicola, E140: Stemphylium globuliferum,E202: Chaetosphaeronema sp.,E244: 

Pleosporales sp.y E631: Epicocum nigrum. 
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En el caso de Ornithopus compressus la inoculación con los endófitos E636 

(Sporormiella pilosa) y E631 (Epicoccum nigrum) proporcionó forrajes con un valor nutritivo 

mayor que el obtenido en los controles. Estos dos endófitos produjeron un aumento de la 

proteína bruta y una menor concentración de lignina (Tabla 33). En el caso de Epicoccum 

nigrum, este hongo ha mostrado en anteriores trabajos su aptitud para aumentar el crecimiento de 

la raíz en algunos cultivos en los que está presente, como en la caña de azúcar (Lima Fávaro et 

al., 2012). Este aumento del sistema radicular podría a su vez dotar a la raíz de una mayor 

capacidad para absorber nutrientes, entre ellos el N, que podría explicar el mayor contenido de 

proteína en la planta, puesto que el N es el principal componente de las proteínas.  

 

Tabla 33 Resumen de los efectos de cada endófito sobre Ornithopus compressus en los diferentes parámetros 

evaluados (MSA: materia seca aérea; MSR: materia seca radicular; PB: proteína bruta; FND: fibra neutro 

detergente; FAD: fibra ácido detergente; LAD: lignina ácido detergente y el estado mineral) en los 

ensayos de invernadero. (+) (-) Indica si el endófito aumentó o redujo dicho parámetro respetivamente, 

comparándolos con el control. (P = 0,05). 

Parametro E071 E138 E631 E636 

MSA - - - - 

MSR - - - - 

PB (-) - - - 

FND - - - - 

FAD - - - - 

LAD - - (-) - 

Al - - - - 

B - (+) - - 

Ca (-) - - - 

Cu - (+) - (+) 

Fe - - - - 

K - - (+) (+) 

Li (-) - - - 

Mg - (+) - - 

Mn - - - - 

Mo - (+) (+) (+) 

Na - (+) - - 

P - - (+) (+) 

Pb (-) - (-) - 

S - (+) (+) (+) 

Se - - - - 

Zn - - (+) (+) 

E071: Sordaria fimicola, E138: Embellisia 

leptinellae, E631: CODE631 y E636: Epicocum 

nigrum. 

 

No obstante en nuestro caso no parece ser este el motivo, ya que en el caso de Ornithopus 

compressus, ninguna de las especies aumentó el crecimiento radicular en comparación con los 

controles. Otra explicación, podría venir del hecho, como ya se comentó anteriormente, de que 

los hongos endófitos pueden provocar en sus plantas hospedante un retraso en su maduración, 

alargando por tanto el periodo vegetativo. Y como es bien sabido, la fibra y lignina aumentan sus 
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valores, mientras que los valores de proteína disminuyen, a lo largo del ciclo de vida de las 

plantas (Santamaría et al., 2014). Por lo tanto un retraso en el ciclo vegetativo provocado por los 

endófitos mencionados, podría explicar ese aumento de proteína y descenso de lignina del forraje 

de las plantas infectadas observado en el presente estudio. Sin embargo para confirmar la 

hipótesis, será necesario realizar ensayos posteriores diseñando los experimentos de manera 

específica para evaluar este hecho. 

Por último, en Poa pratensis ningún endófito mostró resultados que afectaran al 

contenido de proteína bruta total del pasto, lo cual está en consonancia con otros trabajos, como 

lo expuesto por Oliveira et al. (2004) para infecciones de endófitos en Lolium perenne, que 

tampoco observaron influencia de los endófitos en este parámetro. En cambio si se observó que 

ciertos endófitos, como E138 (Embellisia leptinellae), E140 (Stemphylium globuliferum), E202 

(Chaetosphaeronema sp.), E244 (Pleosporales sp.) y E269 (Penicillium sp.), redujeron el 

contenido de FND del pasto (Tabla 34). En este sentido, Zabalgogeazcoa et al. (2006) 

observaron un descenso significativo de la FND en el forraje de una gramínea infectada con una 

especie del endófito Epichloë. En otro estudio, se observó que el contenido en FND en heces de 

animales que habían sido alimentados con forraje de plantas infectadas con endófitos fue menor 

que cuando habían sido alimentados con forraje sin endófito (Cripps y Edwards, 2013). Este 

descenso en los valores de fibra observados en nuestro trabajo y en los comentados por otros 

autores, podría ser debido a la producción de enzimas hemicelulósicas por algunas especies 

endofíticas, tal y como ha sido demostrado para el hongo Acremonium zeae en maíz (Bischoff et 

al., 2009). Además de esta explicación, la ya comentada hipótesis de un retraso en el ciclo 

vegetativo de la planta provocado por el endófito (Zabalgogeazcoa et al., 2006), también podría 

explicar este descenso en los contenidos de fibra. No obstante, este retraso en la madurez de la 

planta, debería haber conllevado también un incremento en los contenido de proteína bruta en el 

forraje, cosa que no fue observada en este caso. Por tanto, se necesitan ensayos posteriores que 

clarifiquen las razones del descenso de los valores de fibra en el forraje de plantas infectadas con 

ciertos endófitos. 

La falta de consistencia entre los resultados obtenidos en el presente estudio para las 

diferentes especies hospedante analizadas, y entre los diferentes hongos endófitos utilizados, se 

pone también de manifiesto en los dispares resultados obtenidos en los diferentes estudios 

encontrados en la bibliografía (Newman et al., 2003; Oliveira et al., 2004; Zabalgogeazcoa et al., 

2006; Cripps y Edwards, 2013). Esta falta de consitencia podría deberse a las diferentes 

condiciones en las que fueron desarrolladas los experimentos. Con frecuencia se ha informado 
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que los efectos significativos de los hongos endófitos podrían ocurrir sólo bajo condiciones 

particulares, tales como estrés por sequía (Hesse et al., 2005) o condiciones con exceso en 

nutrientes (Newman et al., 2003), o que sólo se produciría mediante la combinación adecuada de 

hongo endófito, genotipo del hospedante y condiciones ambientales (Ahlholm et al., 2002). 

 

Tabla 34 Efectos de cada endófito inoculado sobre Poa pratensis en los diferentes parámetros de produccion y 

calidad evaluados (MSA: materia seca aérea; MSR: materia seca radicular; PB: proteína bruta; FND: fibra 

neutro detergente; FAD: fibra ácido detergente; LAD: lignina ácido detergente y el estado mineral) en los 

ensayos de invernadero. El simbolo positivo (+) indica si el endófito aumentó y el negativo (-) redujo 

dichos parámetros respetivamente, comparándolos con el control. (P = 0,05). 

Parámetro E060 E138 E140 E202 E244 E269 E361 E631 

MSA - - (+) (+) - (+) (+) - 

MSR - - - (+) - (+) - - 

PB - - - - - - - - 

FND - (-) (-) (-) (-) (-) - - 

Al - - - - - - - (+) 

B - - - - - - (+) (+) 

Ca - - (+) - (-) - (+) - 

Cr - (-) (-) - (-) - - - 

Cu - - - - - - - - 

Fe (+) - - - - - - (+) 

K - - - - - - - - 

Li - - - - - - - (+) 

Mg - - (-) - - - (-) - 

Mn - (-) - (-) - - - - 

Mo - - - - - - - (+) 

Na - - - - - - - - 

Ni (+) - - - (-) - (+) (+) 

P - (-) - (-) (-) (-) - - 

Pb - - - - - - - - 

S - - - - - - - - 

Se - (-) (-) - (-) - - - 

Sr - - (+) - - - (+) - 

Ti (+) - - - - - - (+) 

Zn (+) - - - (-) - - - 

E060: Fusarium lateritium, E138: Embellisia leptinellae, E140: Stemphylium 

globuliferum,E202: Embellisia leptinellae Chaetosphaeronema sp.,E244: Pleosporales 

sp.,E361: CODE361 y E631: Epicocum nigrum. 

 

 En cuanto a la concentración de minerales contenidos en el forraje, en el caso de 

Trifolium subterraneum también hubo una falta de consistencia entre los resultados obtenidos en 

invernadero y campo (Tabla 32), lo que podría explicarse en parte por las diferentes 

concentraciones de los minerales contenidos en el sustrato utilizado en invernadero y el suelo de 

campo. Dicha falta de consistencia no se mostró en la misma medida en todos los minerales ni 

para todos los endófitos. Con respecto al Al, como los valores eran mucho más elevados en 

campo (suelo) que en invernadero (sustrato), la concentración de Al en plantas también fue 

mayor en las condiciones de campo. El aluminio no es esencial para las plantas ni animales. Las 

altas concentraciones de Al en el suelo se producen principalmente por un pH bajo (como la 
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encontrada en nuestro estudio). Este elemento, en función de su concentración puede ser tóxico 

para las plantas, que podrían reducir la absorción de P y Ca (Huang et al., 1992) y podría tener 

efectos negativos sobre la apetencia en corderos (Krueger et al., 1985). Por consiguiente, en esas 

condiciones, una reducción de la absorción y acumulación de Al sería altamente deseable. Los 

endófitos que fueron capaces de reducir las concentraciones de Al en el ensayo de invernadero 

fueron el E140 (Stemphylium globuliferum), E202 (Chaetosphaeronema sp.) y E631 (Epicocum 

nigrum), aunque no produjeron el mismo efecto en campo. Por tanto, estas especies no serían 

completamente las más adecuadas para este propósito al no existir esa consistencia en los 

resultados. Sin embargo, hubo dos especies, el endófito E060 (Fusarium lateritium) y el E244 

(Pleosporales sp.), que fueron capaces de reducir la concentración de Al en ambos ensayos 

(aunque en condiciones de campo, los resultados no fueron significativos respecto al control, 

pero si que se observa dicha tendencia). Por tanto, estos dos endófitos merecerían ser estudiados 

en más profundidad, diseñando ensayos adicionales específicos, para ver cómo influyen 

diferentes concentraciones de Al en el suelo en la capacidad de absorción de la planta cuando el 

endófito se encuentra en el interior del hospedante. Con respecto al Al, en el caso de Poa 

pratensis también se observó un aumento significativo en el contenido de este elemento en el 

forraje causado por Epicoccum nigrum (Tabla 34). 

El ya citado endófito Fusarium lateritium (E060) también provocó una menor 

acumulación de Cr y Fe en el forraje de las plantas de Trifolium subterraneum. Esta especie ha 

sido descrita previamente como endófito en gramíneas silvestres (Azliza et al., 2014), pero 

también como patógeno en varios cultivos leñosos, como manzano y fresno (Przybył, 2002; 

Weber y Dralle, 2013; Yun et al., 2013). Aunque en nuestro estudio, la inoculación con esta 

especie no causó ningún síntoma de enfermedad, su carácter patogénico, podría haberse 

evidenciado de alguna forma mediante esta menor acumulación de Cr y Fe en las plantas de T. 

subterraneum. No obstante en Poa pratensis, este hongo produjo un aumento en el contenido de 

Fe, Ni, Zn y Ti en el forraje en un 31, 32, 16 y 121 %, respectivamente, en comparación con los 

controles. Todos estos minerales son considerados esenciales para los animales (Underwood, 

1981), por lo que su aumento en los cultivos forrajeros sería deseable. Por ejemplo, el aumento 

en el forraje en el contenido de Ni, mejoraría en gran medida el metabolismo ruminal de los 

rumiantes (Suttle, 2010).  

La concentración de Fe en el forraje también fue aumentado por el hongo E631 

(Epicoccum nigrum) en Poa pratensis (además del ya citado Fusarium lateritium). Un 

incremento en la absorción del Fe por plantas infectadas por endófitos ya ha sido constatado por 



Discusión   Influencia sobre producción y calidad 

 
151 

otros autores, tal como Bartholdy et al. (2001) para Phialocephala fortinii Wang &Wilcox y 

Johnson et al. (2013) para Epichloë/Neotyphodium. Este incremento en la absorción de Fe podría 

ser debido a la producción de sideróforos, compuestos capaces de ligarse fuertemente al Fe
3+

, por 

parte de los endófitos. Johnson et al. (2013) mostraron como los hongos del género 

Epichloë/Neotyphodium contienen un gen no ribosómico (sidN) que codifica una sintetasa de 

sideróforos. Por tanto, estos dos hongos de nuestro estudio, E060 (Fusarium lateritium) y E631 

(Epicoccum nigrum), es posible que fueran capaces también de producir sideróforos. No 

obstante, se necesitarían estudios posteriores para confirmarlo, ya que hasta la fecha no hay 

constancia de ello. E. nigrum es una Ascomycete que generalmente se asocia con procesos de 

descomposición primaria de las plantas, aunque también se ha mostrado en numerosas ocasiones 

como endófito en diversas especies vegetales, siendo muy poco específica su relación con ellas, 

al ser capaz de colonizar plantas pertenecientes a grupos taxonómicos muy diversos (Martini et 

al., 2009). También este hongo ha sido encontrado como patógeno de varias especies de plantas, 

tal como la catalpa (Catalpa bignonioides Walter.) (Mahadevakumar et al., 2014), pero es 

especialmente conocida su actividad como agente de control biológico contra diversos patógenos 

(Li et al., 2013). Este hongo, a pesar de haber sido bastante referenciado tal como se ha indicado, 

según nuestro conocimiento, es la primera vez que se le encuentra causando efectos sobre la 

acumulación de diversos minerales en la planta. 

Este mismo endófito Epicoccum nigrum también tuvo un efecto positivo adicional; tanto 

en Ornithopus compressus como en el ensayo de invernadero en Trifolium subterraneum, este 

hongo produjo un descenso en la concentración de plomo en el forraje. Este efecto podría tener 

aplicaciones interesantes ya que el plomo es una de las causas más frecuentes de intoxicación en 

los animales, siendo el vacuno el tipo de ganado comúnmente más afectado (Suttle, 2010). En 

consecuencia, en áreas contaminadas con plomo, por ejemplo debido a la actividad minera, una 

reducción en su absorción y posterior acumulación en el forraje puede ser muy deseable. Este 

mismo efecto también fue producido por el endófito Sordaria fimícola en plantas de O. 

compressus. Con un efecto opuesto, es decir que produjeron un aumento significativo en la 

acumulación de plomo en el forraje, tenemos el endófito E140 (Stemphylium globuliferum), tanto 

en invernadero como en campo, así como Pleosporales sp. (E244) y el ya citado Fusarium 

lateritium en el ensayo de invernadero, los tres en T. subterraneum. Este efecto sería claramente 

negativo si esta biomasa herbácea se utilizase con un propósito de alimentación animal. Sin 

embargo tal efecto podría tener aplicaciones positivas, como por ejemplo, la limpieza de plomo 

de zonas contaminadas mediante programas de fitorremediación. En este caso, plantas con el 
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endófito podrían ser hiperacumuladoras de plomo, de tal forma que luego mediante su 

eliminación, fueran poco a poco reduciendo el contenido de plomo del suelo. No obstante, la 

idoneidad y el potencial real de esta aplicación deben ser contrastadas e investigadas en zonas 

contaminadas con plomo o mediante ensayos diseñados específicamente incluyendo tratamientos 

con diferentes concentraciones de plomo. 

Tanto en el caso de Poa pratensis, como en el de Trifolium subterraneum, otro aspecto 

interesante con respecto a la influencia de Stemphylium globuliferum (E140) fue el aumento de la 

acumulación de zinc en el forraje. El zinc, es un micronutriente esencial para los seres humanos 

y los animales. Debido a la poca concentración de Zn en el suelo de muchas áreas, se toma de 

manera insuficiente en aproximadamente el 30 % del mundo (Hotz y Brown, 2004). Los suelos 

con concentraciones de zinc inferiores a 25 mg kg
-1

, como los del presente estudio, se consideran 

inadecuados para proporcionar cultivos con suficiente zinc para cumplir los requerimientos de 

mínima ingesta (Alloway, 2009). Bajo estas condiciones, el uso de hongos endófitos que 

pudieran aumentar la concentración de zinc en el forraje, podría ser una estrategia muy 

prometedora para solventar dicha deficiencia, por lo que merecería la pena seguir investigando 

este aspecto. En nuestro estudio con respecto a T. subterraneum, el efecto positivo de la 

acumulación de zinc debido a Stemphylium globuliferum sólo se observó en el ensayo de 

invernadero, pero no en campo. Esto podría ser explicado por la concentración de Zn en el suelo 

del ensayo de campo, tres veces mayor que la encontrada en el substrato en el ensayo de 

invernadero. 

 En el caso de Ornithopus compressus, al inocular Embellisia leptinellae se produjo una 

mayor concentración de B, Cu, Mg, Mo, Na y S en el forraje que la encontrada en los controles. 

Sin embargo, como se indicó anteriormente, debido a la falta de re-aislamiento de este hongo, 

estos resultados deben tomarse con cautela hasta que ensayos adicionales pueden confirmar que 

la infección fue eficaz. El aumento de la concentración de cobre en el forraje también se observó 

cuando las plantas se inocularon con Sporormiella pilosa. El cobre es un oligoelemento esencial, 

que participa en al menos diez enzimas que catalizan reacciones de tipo oxidasa en plantas y 

animales. Teniendo en cuenta que las necesidades de las ovejas son 6 mg Cu kg
-1

 de materia 

seca, y del vacuno son 7 mg Cu kg
-1

 de materia seca para cubrir sus necesidades (Hosking et al., 

1986), la inoculación de este hongo sobre O. compressus, conseguía alcanzar tales 

concentraciones. Este efecto también fue encontrado cuando el endófito Stemphylium 

globuliferum fue inoculado sobre Trifolium subterraneum. 
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 Por tanto, a la vista de lo anterior, parece claro que en función del efecto que se vaya 

buscando, el hongo que se debería utilizar sería distinto, ya que cada uno produce beneficios en 

aspectos diferentes. No obstante, hay que resaltar que estos son ensayos iniciales para detectar el 

efecto, y ahora para todos los casos se requieren estudios posteriores para constatar la 

consistencia de dicho efecto y para obtener la mejor forma de implementarlo. También cabe 

volver a destacar, que para una aplicación futura de los endófitos en campo, los agricultores a 

priori podrían ser reacios a la utilización de hongos, que incluso algunos han sido referenciados 

como patógenos en otros estudios. Por lo que hay que seguir estudiando la ausencia de efectos 

fitotóxicos por parte de estos hongos. Además, un requisito básico adicional, y que no ha sido 

determinado en el presente trabajo, es que los endófitos no produzca forrajes tóxicos para el 

ganado. Este hecho se debe investigar con varias asociaciones de hongos endófitos-plantas 

hospedantes, y es que en algunos casos si que se ha constatado la producción de metabolitos 

secundarios que pueden causar enfermedades en los animales (Fuchs et al., 2013; Thom et al., 

2013). 
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5.3. INFLUENCIA SOBRE PATÓGENOS FÚNGICOS. 

5.3.1. Efecto del filtrado sobre el crecimiento y la germinación esporal de los patógenos 

considerados. 

Con estos ensayos se pretendió evaluar a los endófitos como agentes de control biológico, 

ya que se ha demostrado en múltiples trabajos (Felber et al., 2015; Larran et al., 2016) que, 

dentro de los beneficios que los endófitos pueden conferir a sus plantas hospedante, se encuentra 

su carácter protector frente a diversos patógenos fúngicos al mostrar antagonismo frente a ellos. 

De los patógenos evaluados, con respecto a Biscogniauxia mediterranea, hongo xylaráceo que 

afecta a una amplia gama de hospedantes leñosos, en particular al género Quercus (Vannini et 

al., 2009), causando chancro carbonoso en encinas y alcornoques, varios de los endófitos fueron 

capaces de disminuir su desarrollo. Uno de ellos fue Paecilomyces variotii, hongo que se 

encuentran comúnmente en el suelo, y asociado en la descomposición de productos alimenticios 

y cosméticos (Wang et al., 2005). En nuestro caso, este endófito fue capaz de reducir de forma 

significativa en la primera y segunda medición (primer y segundo día después de la siembra) el 

crecimiento de B. mediterranea in vitro, disminuyéndolo en un 43 y 56 % respectivamente. Esto 

puede ser debido a la capacidad antifúngica del hongo demostrada en estudios previos 

(Takahashi et al., 1994; Steiner et al., 2013). Así, también se ha evidenciado su utilización para 

el control de Fusarium sp. en el cultivo del tomate (Wahid et al., 2001). Haneishi et al. (1988) y 

Takahashi et al. (1994) demostraron que dicho endófito también presentaba una capacidad 

herbicida tanto a nivel foliar como edáfico, ya que produce un compuesto fitotóxico, la 

cornexistina. 

 Penicillium chrysogenum también fue capaz de reducir el crecimiento de Biscogniauxia 

mediterranea tanto en la primera medición como en la segunda (primer y segundo día después de 

la siembra), disminuyendo éste en un 52 y 65 % respectivamente con respecto a los controles. En 

este caso, esto pudo ser debido a que este hongo produce una proteína con propiedades 

antifúngicas que según Delgado et al. (2015) controla a los hongos indeseados en alimentos 

secos curados de origen cárnico, con la ventaja de ser una proteína resistente al proceso de 

esterilización que se lleva a cabo en esos alimentos. Además de esta capacidad antifúngica, 

presenta también propiedades antibacterianas, como la observada contra Bacillus subtilis 

Ehrenberg, Staphylococcus aureus Rosenbach, Escherichia coli Ehrenberg y Pseudomonas 

aeruginosa Schroeter. Esta actividad es mayor contra bacterias tipo Gram
+
, en comparación con 

las bacterias Gram
- 
(Dubey et al., 2015). La capacidad antimicrobiana de P. chrysogenum puede 

https://es.wikipedia.org/wiki/Christian_Gottfried_Ehrenberg
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Friedrich_Julius_Rosenbach&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Christian_Gottfried_Ehrenberg
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provocar la eliminación de ciertas bacterias de la planta hospedante que puede potenciar el 

crecimiento del hospedante, como ocurre en otros estudios (Riedlinger et al., 2006). No obstante, 

el efecto de este endófito frente a bacterias no ha sido estudiado en el presente trabajo, pero 

podría ser un aspecto muy interesante y merecedor de posteriores estudios. 

A pesar de los buenos resultados obtenidos por esos dos endófitos en las primeras 

mediciones, dicho efecto no se mantuvo de manera consistente en la tercera medición. Por tanto, 

parece ser que la capacidad antagonista de los metabolitos producidos por los endófitos sólo se 

produciría en los estadíos iniciales del crecimiento del patógeno. Una vez superada esta fase 

inicial, el patógeno o bien se habitúa a crecer en ese medio, o bien lo transforma, inactivando o 

degradando los metabolitos secundarios del endófito. Así, en este caso en concreto, la aplicación 

directa de los metabolitos no nos serviría para controlar el patógeno, ya que en seguida se 

perdería su efecto. Otra cosa diferente sería la utilización del organismo vivo del endófito, que 

pudiera producir de manera continua el metabolito, ya que en este caso el control podría ser más 

constante y duradero. Esto se vió apoyado por el pre-ensayo que se realizó de confrontación in 

vitro en ambos organismos (datos no mostrados) en los que se observó una inhibición del 

crecimiento del patógeno al crecer junto al endófito de esas dos especies. No obstante, se 

deberían diseñar nuevos experimentos utilizando el organismo vivo, para evaluar las 

posibilidades reales de uso de estos endófitos como agentes de control biológico frente a este y a 

otros patógenos.  

 En el caso del patógeno Fusarium moniliforme, es un conocido patógeno que tiene la 

capacidad de producir una gran cantidad de micotoxinas, que afectan negativamente a productos 

agrícolas y cereales de granos cuando infecta la planta. Debido a esto, resulta de gran interés 

encontrar hongos endófitos que en cierta manera sean capaces de reducir su proliferación en 

planta, para que a su vez se limite la producción de sus micotoxinas, entre ellas la moniliformina 

(Colé et al., 1973), que afecta al entorno del metabolismo de los glúcidos, inhibiendo el 

mecanismo base de las enzimas y atacando a la Vitamina B (tiamina) (Soriano del Castillo, 

2007), todo lo cual puede provocar cáncer en el ganado (García Martínez, 2002). Varios de los 

hongos endófitos utilizados en el presente trabajo mostraron algún grado de antagonismo frente a 

este patógeno. Uno de ellos fue Sordaria fimicola, caracterizado por ser un hongo que 

naturalmente se encuentra en estiércoles de animales herbívoros (Bell, 1983). En nuestro ensayo, 

este hongo fue capaz de reducir el crecimiento miceliar de F. moniliforme en la segunda y tercera 

medición en un 15,46 e 17,09 %, respetivamente. Su capacidad antifúngica ya ha sido 

demostrada en anteriores trabajos (Dewan et al., 1994; Jeamjitt, 2007). Así, ha mostrado su 
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capacidad para inhibir más del 50 % el crecimiento del micelio de Pestalotiopsis guepinii Desm., 

Colletotrichum capsici Syd., Cochliobolus lunatus Nelson & Haasis, Alternaria alternata y 

Fusarium oxysporum (Jeamjitt et al., 2007). Dewan et al. (1994) estudiaron que Sordaria 

fimicola fomentó el crecimiento vegetal y redujo la mortalidad de plantas de trigo y centeno 

después de la inoculación del patógeno Gaeumannomyces graminis var. tritici. Estos autores lo 

achacaron a que S. fimicola en medio de cultivo PDB (caldo de patata y dextrosa) es capaz de 

producir ácido indolacético y triacontanol, compuestos capaces de contribuir al crecimiento de la 

planta y reducir varias enfermedades. No obstante, el efecto que se vió en el presente trabajo 

sobre la reducción del crecimiento miceliar del patógeno, no se mantuvo de manera consistente 

en otros parámetros, como en la germinación esporal, en la que no se encontraron diferencias 

significativas con respecto a los controles. Por tanto la capacidad antifúngica de la cepa utilizada 

en el presente trabajo parece limitada, aunque nuevos ensayos podrían clarificar los resultados 

obtenidos no del todo concluyentes. 

 Por otro lado Trichoderma gamsii redujo el crecimiento miceliar de Fusarium 

moniliforme en un 12,06 % en la tercera medición. El antagonismo que presenta este hongo 

frente a diversos patógenos ya fue citada por otros estudios (Zhang et al., 2015), que muestran 

los mecanismos de antibiosis de Trichoderma afroharzianum y Trichoderma gamsii contra 

hongos procedentes del suelo y patógenos en plantas. Dicha capacidad de este hongo como 

agente de control biológico también ha sido indicado por Jin-Lian et al. (2015) para el caso de la 

raíz de Panax notoginseng Burk. Autores como Sarrocco et al. (2013) también demuestran la 

capacidad antagonista, micoparásita y competidora de T. gamsii frente a Fusarium graminearum 

y Fusarium culmorum en sustratos naturales. En ese caso, T. gamsii redujo la severidad de la 

fusariosis de la espiga en un 57 %. A pesar de la multitud de estudios que han constatado el claro 

antagonismo que esta especie tiene frente a diversos patógenos, en nuestro trabajo dicho efecto 

no fue tampoco muy consistente, ya que sólo se produjo en una de las mediciones, y no se 

observó reducción significativa en la germinación esporal. Por tanto, o bien la cepa utilizada no 

es muy activa en comparación con las utilizadas en los otros estudios, o bien el aislado de F. 

moniliforme utilizado puede suprimir o limitar los efectos antagonista del endófito. Por último, 

frente a F. moniliforme, el efecto mayor detectado en la reducción del crecimiento miceliar del 

patógeno lo produjo el endófito Paecilomyces variotii, que fue capaz de reducir el crecimiento 

del patógeno en la segunda, tercera y cuarta medición (hasta un máximo de 29,59 % en la tercera 

medición). Este hecho, sumado a su buen comportamiento también frente a Biscogniauxia 

mediterranea, y a su capacidad como antagonista frente a otros patógenos mostrada en la 

http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Jeamjitt%2C+O.%22
https://www.researchgate.net/researcher/71898242_MM_Dewan
https://www.researchgate.net/researcher/58911163_Xinjian_Zhang
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bibliografía y ya indicada anteriormente, le confieren un cierto interés y merecería ser estudiado 

en más detalle, tanto él mismo como los metabolitos secundarios que pueda producir. 

 

5.3.2. Efecto de la asociación del endófito-patógeno sobre la patogenicidad y calidad de 

Lolium rigidum. 

 El estado sanitario de las plantas de Lolium rigidum cultivadas en el invernadero 

dependió principalmente del patógeno inoculado, presentando un mayor índice de severidad 

aquellas en las que se inoculó Fusarium moniliforme. Esto puede ser debido a que este patógeno 

está mucho más especializado en afectar a especies herbáceas de gramíneas, mientras que 

Biscogniauxia mediterranea es un patógeno que afecta sobre todo a especies arbóreas del género 

Quercus (Vannini et al., 2009). Aún así, hay que precisar que F. moniliforme tampoco tuvo un 

comportamiento especialmente patogénico en las plantas de L. rigidum. Por tanto, este hongo 

parece mostrar un cierto grado de especificidad o preferencia por el hospedante, ya que la vista 

de los resultados, en otro hospedante diferente al suyo de origen, aunque también gramínea, su 

grado de severidad disminuyó mucho, y prácticamente no tuvo efectos negativos sobre la 

producción de biomasa aérea y radicular, ni sobre los parámetros de calidad de esta especie 

vegetal. 

La falta de patogenicidad de Biscogniauxia mediterranea se pudo deber a que el aislado 

utilizado en el presente trabajo fue obtenido creciendo como endófito en la especie de pasto de 

dehesa Biserrula pelecinus. Por tanto, se podría pensar que su patogenicidad se muestra sólo en 

sus hospedantes específicos y que en el resto de especies actúa como endófito, funcionando 

como reservorio que iría transmitiéndose así por toda la dehesa, esperando que un determinado 

hospedante susceptible, en condiciones desfavorables permita su infección, y sea colonizado. Ya 

son conocidos algunos modos de dispersión que presenta este patógeno, como la dispersión 

vertical, a través de semillas infectadas de plantas infectadas (Henriques et al., 2015), o a través 

de un vector, como el coleóptero Platypus cylindrus Fab., que es capaz de transportar al hongo 

(Inácio et al., 2012). En este sentido, B. mediterranea no sólo no se comportó como patógeno, 

sino que además pareció mejorar el estado vegetativo de las plantas o de protegerlas de alguna 

forma ya que a partir de la cuarta semana, las plantas inoculadas con este hongo presentaron 

valores del índice de severidad menores incluso que en los controles. Esto nos indicaría que esta 

especie cuando se comporta como endófito protegería a la planta frente a otros agentes bióticos o 

https://www.researchgate.net/researcher/30505222_Joana_Henriques
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abióticos, en línea con la hipótesis establecida por Barklund y Unestam (1988) y Ranta et al. 

(1995), de que los hongos endófitos formarían parte del sistema defensivo de su hospedante. 

 También se encontró que el endófito influía en el índice de severidad causado por los 

patógenos en las plantas cuando ambos organismos eran inoculados, de tal forma que la 

interacción "Patógeno * Endófito" resultó significativa en la primera, quinta y sexta medición. 

En la primera medición el hongo endófito que más redujo el índice de severidad causado por F. 

moniliforme fue Paecilomyces variotii (E408), que lo redujo en un 62,5 %. Esto puede ser 

debido a su conocida capacidad antagónica frente a especies del género Fusarium (Wahid et al., 

2001). Este efecto en planta confirma por tanto los resultados in vitro realizados, en los que este 

hongo redujo el crecimiento miceliar de ambos patógenos. No obstante, es importante indicar 

que si bien este hongo mostró un efecto protector en los primeros momentos (1ª semana) frente a 

Fusarium en planta, a partir de la quinta medición (5ª y 6ª medición) este efecto se limitó, si bien 

es cierto que en esas dos semanas F. moniliforme tampoco produjo un mayor índice de 

severidad. Curiosamente, se observó que cuando los endófitos eran inoculados sólos, el índice de 

severidad provocado por P. variotii iba siendo mayor, y mayor que en los controles, según 

avanzaba la semana. Este efecto sin embargo no fue apreciado cuando además era inoculado 

alguno de los patógenos. 

Para intentar explicar este hecho, hay que tener en cuenta que, en anteriores trabajos 

(Haneishi et al., 1988;Takahashi et al., 1994), Paecilomyces variotii ha demostrado también 

tener actividad herbicida frente a varios hospedantes. Por tanto, se podría hipotetizar que cuando 

esta especie se inoculó sóla, no tendría competencia con otros hongos, pudiendo desarrollarse 

más y por tanto evidenciando de una mayor forma ese carácter herbicida. Cuando además se 

inoculaba otro hongo, la competencia intraespecífica entre ambas especies produciría un menor 

desarrollo en P. variotii, disminuyendo así su capacidad herbicida. Por tanto este hongo, en su 

actividad metabólica secundaria, podría modificar la asignación de recursos o bien a la 

producción de compuestos con actividad fungicida o bien a la producción de compuestos con 

actividad herbicida, en función de sus necesidades. No obstante, para confirmar esta hipótesis se 

necesitaría realizar nuevos experimentos con un diseño experimental específicamente planteado 

a ese objetivo. 

 No sólo es importante evaluar el efecto de un patógeno, y la influencia de un endófito 

sobre la patogenicidad de éste, sobre el índice de severidad que cause sobre la planta, sino 

también sobre parámetros productivos y de calidad del forraje de la planta hospedante. Al 

respecto, ninguno de los patógenos causó reducción significativa en la biomasa forrajera ni 
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radicular producida. Por tanto, esto nos indica que a pesar de cierta sintomatología de 

enfermedad provocada sobre todo por Fusarium moniliforme, dicha patogenicidad no se vió 

refrendada en descenso productivo del forraje. Es frecuente encontrar en la bibliografía 

referencias que asocian daños provocados por patógenos fúngicos con disminuciones de 

producción (Eyal et al., 1987; Nganje et al., 2004). Así, el hecho de no encontrar tal asociación 

en el presente trabajo nos indicaría una virulencia débil, en el caso de F. moniliforme y nula en el 

caso de Biscogniauxia mediterranea, sobre Lolium rigidum, la especie hospedante estudiada. 

Lo que si que se observó fue un efecto del endófito en la producción de pasto. En este 

caso, el hongo endófito Epicoccum nigrum (E631) aumentó significativamente la producción de 

materia seca aérea del forraje. Dicho hongo también produjo un incremento de la materia seca 

radicular, especialmente cuando Biscogniauxia mediterranea era también inoculada, lo cual 

podría explicar la mayor capacidad de esas plantas para absorber más nutrientes, y poder así 

incrementar la producción de forraje. En los resultados del anterior capítulo, en el que se estudió 

el efecto de varios endófitos sobre la producción y calidad de otras tres especies de pasto, 

Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus y Poa pratensis, este hongo, E. nigrum no 

causó un aumentó significativo en la producción de biomasa, ni aérea ni radicular, en ninguna de 

ellas. En T. subterraneum si que se observó cierta tendencia por parte de este endófito de 

aumentar la producción de forraje, pero esta no fue significativa. Por tanto, parece claro que 

dicho efecto no es consistente y que claramente depende de la especie hospedante, tal y como ya 

ha sido establecido que para que se produzca un determinado efecto, se tiene que dar la 

combinación adecuada de "hongo endófito", "planta hospedante" y "condiciones ambientales" 

(Ahlholm et al., 2002). 

 Por otro lado en cuanto a la calidad del pasto (proteína bruta, fibra neutro y ácido 

detergente, lignina ácido detergente y contenido en cenizas), se sabe que ésta muy ligado al 

desarrollo fenológico de las plantas, de tal forma que cuanto más avanzado sea éste, peor calidad 

presenta el forraje, con valores menores de proteína y de digestibilidad (que está inversamente 

correlacionada con los valores de fibra) (Santamaría et al., 2014). Por tanto, cualquier cambio en 

estos parámetros de calidad debido a la inoculación de un hongo (ya sea endófito o patógeno) 

podría pensarse que es debido a los cambios en el estadío fenológico producidos por éstos, tal y 

como ha sido discutido en el anterior capítulo. En este sentido, una planta cuando está sometida a 

cualquier tipo de estrés, sea biótico o abiótico, tiende a acelerar su ciclo vital, para fructificar 

cuanto antes y poder asegurar su descendencia. Por tanto, los hongos que produjeran descensos 

de la calidad del forraje, en principio podrían ser calificados como negativos para la planta y 
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viceversa. Asumiendo este argumento, cuando los hongos fueron inoculados sólos, F. 

moniliforme no tuvo ningún efecto sobre los parámetros de calidad, mientras que de los 

endófitos, cuatro de ellos, Sordaria fimicola (E071), Paecilomyces variotii (E408), Epicocum 

nigrum (E631) y Penicillium chrysogenum (E635) redujeron significativamente el contenido de 

proteína bruta del forraje. 

De estos cuatro, P. variotii ya ha sido indicado en la presente discusión como inductor de 

sintomatología patogénica en las plantas, por lo que se confirmaría su actividad herbicida ya 

propuesta en anteriores trabajos (Haneishi et al., 1988;Takahashi et al., 1994). Los otros tres 

hongos sin embargo, no han mostrado comportamiento fitopatógeno ni en el presente trabajo, ni 

de manera consistente en trabajos de otros autores. En estos casos se podría contemplar la 

hipótesis indicada por Assuero et al. (2006) de que ciertos endófitos pueden producir sustancias 

similares a las hormonas vegetales que pueden acelerar o ralentizar si ciclo vital. Aun así, esta 

hipótesis de cambios en el estadío fenológico en las plantas por parte de los hongos hay que 

tomarla con cierta cautela, puesto que los descensos en el contenido proteico no se vieron 

refrendados por aumentos en los contenidos de fibra en el forraje, aspectos ambos que suelen ir 

aparejados en cambios de esa naturaleza. En cualquier caso, lo cierto es que los descensos en el 

contenido en proteína bruta producidos por esos hongos endófitos al ser inoculados sólos, 

desaparecieron cuando además era inoculado el patógeno, Fusarium moniliforme.  

Por tanto, sea cual sea la razón de dicho descenso, ésta no se produjo en presencia del 

otro microorganismo, quizá como ya se comentó anteriormente porque el hongo en este caso 

tiene que dedicar más recursos a ocuparse de la competencia con esa otra especie y menos a su 

propio desarrollo. Esto fue así, excepto para el caso de Sordaria fimicola, que incluso cuando 

Fusarium moniliforme era también inoculado, seguía causando dicho descenso en los contenido 

de proteína, lo cual indicaría que esta especie no se vió tan afectada por la competencia con el 

patógeno. Caso aparte fue el endófito Penicillium chrysogenum, que cuando fue inoculado junto 

a F. moniliforme aumentó el contenido proteíco del forraje, es decir que la asociación de ambos 

hongos tuvo un efecto completamente distinto a cuando ambos fueron inoculados por separado. 

Sin realizar nuevos ensayos, sería demasiado especulativos indicar alguna hipótesis para 

justificar este hecho, pero parece que se produjo algún tipo de interacción entre ambas especies; 

si bien es cierto que dicha interacción no se vió reflejada en el resto de parámetros analizados. 

Con respecto a la fibra, el único aspecto reseñable es que el patógeno cuando fue 

inoculado sólo, produjo un descenso en el contenido de FAD con respecto a los controles. 

Algunas especies endofíticas, como Acremonium zeae en maíz, se han mostrado capaces de 



Discusión   Influencia sobre patógenos fúngicos 

 
161 

producir enzimas hemicelulósicas capaces de degradar la fibra (Bischoff et al., 2009). Sin 

embargo, como este aspecto no ha sido indicado en la bibliografía para especies del género 

Fusarium, parece demasiado aventurado atribuir este hecho como causa de dicho descenso sin 

realizar ensayos posteriores. Cuando se inoculaba además alguno de los endófitos, también se 

apreció algún efecto sobre la fibra. Sin embargo como éste no fue consitente no merece mayor 

análisis. Por último en cuanto al contenido en minerales de la materia seca aérea (medido a 

través de su contenido en cenizas), varios de los hongos o varias de las asociaciones de hongos 

produjeron diferencias en su contenido en el forraje. Estas diferencias debido a la inoculación de 

los hongos, podrían ser atribuídas a dos apectos: o bien que produjeran cambios en la capacidad 

de absorción del sistema radicular de la planta, o bien que hicieran una utilización más o menos 

activa para su propio metabolismo. Con respecto al primer aspecto, cabe decir que, al menos a 

nivel de materia seca radicular, no hubo una correspondencia evidente entre las diferencias en el 

contenido en ceniza del forraje y la producción de materia seca por parte de los diferentes 

tratamientos. Por tanto esta hipótesis podría ser descartada, al menos a nivel de una menor 

producción de raíces producida por los hongos. Habría que hacer nuevos ensayos para 

determinar si dichos hongos pudieran haber interferido de alguna otra forma en los mecanismos 

o en las rutas de absorción de las raíces.  

Con respecto al segundo aspecto, es decir el de una utilización más o menos activa de 

dichos minerales por parte de los hongos, si que es cierto al menos que en todos los casos (auque 

no en todos de manera significativa) el contenido en minerales del forraje de las plantas 

inoculadas con al menos un organismo era menor que en las plantas sin inocular. Se podría 

pensar que a mayor número de hongos implicados, mayor utilización del contenido mineral, pero 

esto no fue así de manera generalizada, y los menores contenidos de ceniza se dieron en plantas 

inoculadas con un solo hongo. Una vez más, la competencia entre especies implicadas produciría 

un menor desarrollo y actividad de cada especie que haría que su utilización real no fuera mayor 

que al inocular un hongo sólo. Nuevos análisis, con la determinación concreta de cada mineral, 

podría aportarnos más información sobre la utilización de éstos por parte de los hongos 

estudiados, o bien sólos, o bien en asociación entre ellos. 
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- Trifolium subterraneum y Ornithopus compressus presentaron una gran abundancia (773 y 

726 aislamientos) y riqueza (54 y 61 especies) de hongos endófitos respectivamente, la 

mayoría de ellos pertenecientes al phylum Ascomycota. Las clases más ricas y abundantes 

fueron Dothideomycetes y Sordariomycetes. 

- En la diversidad y riqueza de la micoflora endofítica de un determinado hospedante, tanto la 

zona muestreada como el tipo de tejido analizado (hojas y tallos) tienen un papel importante 

para su evaluación. Esto es así, ya que muchas especies presentaron una distribución muy 

específica además de mostrar una clara especificidad frente al tejido (alrededor de un 75 % 

de los endófitos tenía una clara preferencia por un tipo de tejido tanto para Trifolium 

subterraneum, como para Ornithopus compressus). 

- En Trifolium subterraneum, Chaetosphaeronema sp. fue la especie con mejor 

comportamiento a la hora de aumentar la producción del forraje. Con respecto al contenido 

en minerales del forraje, mientras que los endófitos Fusarium lateritium, Epicoccum nigrum 

o E244 (Pleosporales sp.) produjeron un descenso en las concentraciones de Al o Pb, 

Stemphylium globuliferum fue el hongo que más aumentó la concentración de Zn, nutriente 

esencial para plantas y animales, al ser inoculados. 

- Para Ornithopus compressus, Sporormiella pilosa fue la especie que más consiguió mejorar 

el valor nutritivo (proteína bruta o digestibilidad) de su forraje. La inoculación en planta de 

este mismo hongo, al igual que con Embellisia leptinellae produjo un aumento significativo 

de un gran número de nutrientes esenciales para plantas y animales. La inoculación con 

Epicoccum nigrum y Sordaria fimicola provocó un descenso en la concentración de Pb del 

forraje. 

- Para Poa pratensis, la inoculación con Stemphylium globuliferum, Chaetosphaeronema sp., 

Penicillium sp.; y CODE361 fue con la que obtuvo las mejores producción de biomasa. La 

inoculación con estos hongos (excepto E361), además de Embellisia leptinellae y E244 

(perteneciente al orden Pleosporales), produjo también un forraje de mayor calidad y mayor 

concentración de nutrientes esenciales para plantas y animales. 

- Por tanto, el uso de hongos endófitos puede ser una estrategia interesante para la mejora de 

la producción vegetal, para hacer frente a posibles deficiencias de nutrientes o problemas de 

toxicidad, ya que una gran parte de los endófitos estudiados presentaron un efecto positivo 

sobre alguno de los parámetros productivos o de calidad nutritiva del forraje sobre alguna de 

las especies de pasto de dehesa analizadas, Trifolium subterraneum, Ornithopus compressus 
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y Poa pratensis, al ser éstos inoculados. Dicho efecto dependió de la especie de endófito, de 

la especie de hospedante y de las condiciones ambientales. Por tanto en función del efecto 

buscado, la especie endofítica más conveniente será diferente en cada caso. 

- Los hongos endófitos se pueden comportar como antagonistas de hongos patógenos 

afectando a alguna de sus características fisiológicas y fitopatógenas, tal como el 

crecimiento miceliar in vitro. Así, el crecimiento de Fusarium moniliforme fue limitado por 

Sordaria fimicola y Paecilomyces variotii, y el de Biscogniauxia mediterranea por los 

endófitos Paecilomyces variotii, Trichoderma gamsii y Penicillium chrysogenum.  

- Con respecto al papel de los endófitos como agentes de control biológico frente a esos 

patógenos en planta, éste no pudo ser evaluado con precisión puesto que ninguno de los dos 

patógenos evaluados se comportaron con un elevado nivel patogénico en el hospedante 

estudiado, Lolium rigidum. Aún así los efectos producidos sobre la producción y calidad del 

forraje fueron distintos en función de si los hongos eran inoculados sólos o en asociación 

patógeno-endófito. 
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