PORTADA

La simbiosis entre pastos y hongos endofitos: su impronta aérea y
subterranea en distintos contextos agroecologicos

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires,
Area Ciencias Agropecuarias

Cecilia Casas
Ingeniera Agronoma — FAUBA - 2006

Lugar de trabajo: IFEVA-Conicet

|

,.l
>
C
™
£

Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



i



COMITE CONSEJERO

Director de Tesis
Marina Omacini
Licenciada en Ciencias Biologicas (CAECE)
Magister Scientiae en Recursos Naturales (EPG, FAUBA)
Doctora de la Universidad de Buenos Aires, Area Ciencias Agropecuarias (EPG,
FAUBA)

Consejero de Estudios
Claudio Marco Ghersa
Ingeniero Agrénomo (FAUBA)

il



v



JURADO DE TESIS

JURADO
Maria Victoria Novas
Licenciada en Ciencias Bioldgicas (FCEN-Universidad de Buenos Aires)
Doctora en Ciencias Biologicas (FCEN-Universidad de Buenos Aires)

JURADO
José M. Meriles
Bidlogo (Universidad Nacional de Cordoba)
Doctor en Cs. Biologocas (Universidad Nacional de Cordoba)

JURADO
James Francis White, Jr.
Licenciado en Biologia (Auburn University)
Doctor en Micologia (University of Texas at Austin)
Post-Doctorado (Ohio State University)

Escuela Para Graduados “Alberto Soriano”
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires
Fecha de defensa de la tesis: 02 de Octubre de 2012



vi



AGRADECIMIENTOS
A mi familia
Gracias a las interacciones multiples y todas las personas que fueron y serdn parte de
ellas. Gracias al contexto por déjame crecer y cambiar, compartir y elegir.

Gracias a los amigos del colegio y a los que llegaron con la carrera de grado y el
posgrado. Gracias por estar siempre ahi Euge, Ceci, Flor, Sole, Lau, Alan, Guille, Santi,
Eze. Gracias Patri, Gabi, Pedro, Andrés, Lucho, Lucia, Natalia, Maxi, Lucas. Gracias a
los simbiontes, Marina O., Pedro G., Andrea U., Pablo G., Seba G., Luis P. y los
llegaron después, Luciana D., Lucho, Romi C.. Gracias a los que pasaron por la
mitocondria y a los que alin estan: Paula, Isabel, Cynthia, Coni, Marcos, Santiago,
Marina, Fernanda, Gonzalo. Gracias Fernando B., Luciana C., Ade, Esteban F., Lore G.,
Geno, Pame G., Oggi, Gonza 1., Pedro T., Grisel, Milena, Lucas G., Gustavo S. por
extender sus lazos, por la voz de la experiencia, los tangos, las pefas, los mates, las
cenas. A los que no nombré también. Gracias a Mirta R., Roberto T., Walter y Carlitos
por toda la asistencia. Gracias Maria S. por el ejemplo constante, los libros, las palabras,
la inspiracion. Gracias a Marina por animarse y porque sus revuelos terminaron por
hacerme crecer y fortalecer.

Gracias a Las Chilcas y a sus comunidades.

Gracias a CONICET y a la FAUBA. Gracias a las personas que integran las Catedras
de Microbiologia y Edafologia. Gracias por el apoyo, por priorizar mi formacion.
Gracias a la FAUBA porque sin su apoyo la posibilidad de este posgrado no hubiera
existido.

Gracias a mi familia, mis tios, mis primos, mis abuelos.

Especialmente a mis papas y a mis hermanos por acompafiarme siempre siempre.

vii



viii



INDICE GENERAL

PORTADA

COMITE CONSEJERO

JURADO DE TESIS

AGRADECIMIENTOS

INDICE GENERAL

INDICE DE CUADROS

INIDICE DE FIGURAS

DECLARACION

RESUMEN

ABSTRACT

CAPITULO1 INTRODUCCION
1.1 INTRODUCCION

1.1.1  Laimportancia de las interacciones interespecificas en la estructura y dinamica de la
comunidad

1.1.2  Relaciones de retroalimentacion entre el suelo y las especies vegetales

1.1.3 Simbiosis y mutualismo

1.1.4  Simbiosis entre pastos y hongos endofitos del género Neotyphodium

1.2 HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL DE ESTA TESIS
1.3 ENFOQUE DE LA TESIS

14 SISTEMA DE ESTUDIO

1.5 ESQUEMA DE LA TESIS

CAPITULO 2 VIAS DE INFLUENCIA DE LA SIMBIOSIS AEREA ENTRE
LOLIUM MULTIFLORUM Y NEOTYPHODIUM OCCULTANS SOBRE LA
DESCOMPOSICION Y LOS GRUPOS TROFICOS DEL SUELO

2.1 INTRODUCCION

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1  Disefo experimental
2.2.2 Origen de las semillas utilizadas

iii

vii
ix

Xi
Xxiv
Xix
xxi
Xxiil
25
27

27
28
30
31

34
34
34
36

39
41

43
43
44

2.2.3  Obtencion de broza de poblaciones de Lolium multiflorum con alta y baja frecuencia de

endofitos

45

2.2.4  Generacion de ambientes bajo la influencia de poblaciones de Lolium multiflorum con alta

o baja frecuencia de endofitos
2.2.5  Determinaciones
2.2.6  Analisis estadistico

2.3 RESULTADOS
2.4 DISCUSION
CAPITULO 3 INTERACCIONES MULTIPLES: LA SIMBIOSIS LOLIUM

45
45
47

47
50

MULTIFLORUM - NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL PASTOREO PUEDEN

MODULAR LA ACTIVIDAD Y A LOS ORGANISMOS DEL SUELO EN
DISTINTOS AMBIENTES

57

X



3.1 INTRODUCCION 59

3.2 MATERIALES Y METODOS 61
3.2.1  Disefio experimental 61
3.2.2  Origen de los suelos utilizados 62
323 Tratamientos 62
3.2.4  Determinaciones 63
3.2.8  Origen de la broza de Bromus unioloides 64
3.2.9  Estructura de la comunidad de nematodes del suelo: 64
3.2.10 Analisis estadistico 64

33 RESULTADOS 65

34  DISCUSION 70

CAPITULO 4 NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL PASTOREO
INTERFIEREN EN LAS RELACION DE RETROALIMENTACION DE LOLIUM

MULTIFLORUM CON OTRAS ESPECIES 77
41  INTRODUCCION 79
4.2 MATERIALES Y METODOS 81

4.2.1  Experimentos I: relaciones de retroalimentacion con soja 81
4.2.2  Experimentos II: relaciones de retroalimentacion con cardo 84
4.3 RESULTADOS 86
4.3.1  Relaciones de retroalimentacion con soja 86
4.3.2  Relaciones de retroalimentacion con cardo 87
44  DISCUSION 90

CAPITULO 5 LAS CONSECUENCIAS ECOLOGICAS DE NEOTYPHODIUM

OCCULTANS EN COMUNIDADES DE PASTIZAL 95
51  INTRODUCCION 97
5.2 MATERIALES Y METODOS 99

5.2.1  Disefio experimental 99
5.2.2  Determinaciones 100
5.2.3  Analisis estadistico 101
53 RESULTADOS 101
54  DISCUSION 106

CAPITULO 6 DISCUSION GENERAL 111
6.1 INTRODUCCION 113
6.2 APORTES DE LA TESIS A LA ECOLOGIA DE COMUNIDADES 114

6.2.1  Laimpronta de las interacciones multiples sobre la estructura de la comunidad 114

6.2.2  Las invasiones en contextos de interacciones multiples 115

6.3 APORTES DE LA TESIS A LA SIMBIOSIS PASTO- ENDOFITO 116
6.3.1  ;Qué hay de particular entre L. multiflorum y N. occultans? 116

6.3.2  ;Qué hay de generalidad, patrones y sesgo? 117

6.4 PERSPECTIVAS Y NUEVAS LIiNEAS 118
6.5 CONSIDERACIONES FINALES 119
BIBLIOGRAFIA 121
ANEXO 153



INDICE DE CUADROS

Cuadro 2.1: Resultado de los modelos estadisticos para los efectos de la calidad de la
broza y el ambiente del suelo sobre la biomasa remanente de tejidos aéreo o de raices de
L. multiflorum. La calidad de la broza en descomposicion y el ambiente del suelo fueron
generados por plantas de L. multiflorum con alto o bajo nivel de infeccion con el hongo
endofito N. occultans. La broza de tejidos aéreos y radiculares fue analizada de manera
independiente. El cuadro muestra el estadistico, los grados de libertad asociados (F gl)
y, el valor de probabilidad (VAlOT-p). ......ccccuiiriiiiiiiiiiiieieeie e 49
Cuadro 2.2: resultado de los modelos para los efectos del ambiente, la calidad de la
broza y el porcentaje de broza remanente sobre la estructura de la comunidad del suelo:
riqueza, diversidad y, abundancia de los grupos tréficos (fungivoros, omnivoros y
depredadores). Las comunidades asociadas a la broza de tejidos aéreos (en superficie) y
radiculares (en profundidad) fueron analizadas de manera independiente. El modelo
incluy¢ a la biomasa remante en las bolsas de descomposicion con el objeto de evaluar
la disponibilidad de sustrato en relacion a los valores observados. El cuadro muestra los
valores del estadistico F y el valor de probabilidad entre paréntesis (valor-p). Los grados
de libertad fueron 1,12 y 1,15 para la broza aérea y radicular, respectivamente. ........... 52
Cuadro 3.1: Caracteristicas de los ambientes de pastizal natural y promocion de L.
multiflorum utilizados en los experimentos. Las determinaciones analiticas para el suelo
se realizaron sobre tres muestras al inicio de los experimentos. La cobertura de especies
se estim6 como porcentaje del parche de vegetacion. Se consider6 rara (R) a especies
observadas una Unica vez en el parche de vegetacion...........cocceevieeiienienieeniiecieeee, 63
Cuadro 3.2: Resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y
Pastoreo sobre la tasa potencial de mineralizacion (ug N. g suelo™ .dia™") y la biomasa
remanente de B. unioloides (%. bolsa™). Los ambientes generados por historia de uso:
pastizal y promocion de L. multiflorum fueron analizados de manera independiente. El
cuadro muestra el estadistico, los grados de libertad asociados (F; ;5) y el valor de
PLODADIIIAAA (1), ..vveeerieiieeieeie e et 66
Cuadro 3.3: valores medios (+ error estandar) para las biomasas aérea y radicular de
las plantas de L. multiflorum y, los valores de pH, humedad y nitrégeno mineral del
suelo. Los ambientes generados por historia de uso: pastizal o promocion de L.
multiflorum fueron analizados de manera independiente. Las letras P y E en los
encabezados de las columnas indican los tratamientos de Pastoreo (P-y P+) y
frecuencia de infeccion con Endofitos (E- y E+). Letras distintas dentro de las celdas
indican diferencias significativas para las comparaciones por fila (valor P < 0,05 *)....67
Cuadro 3.4: Resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y
Pastoreo sobre la abundancia de nematodes pertenecientes a los grupos troficos:
fitéfagos (Fitof), bacteriofagos (Bact), fungivoros (Fung), omnivoros (Omn) y
depredadores (Depr). Los ambientes generados por historia de uso: pastizal y promocion
de L. multiflorum fueron analizados de manera independiente. El cuadro muestra el
estadistico, los grados de libertad asociados (Fy ;s) y el valor de probabilidad (p)......... 71
Cuadro 3.5: coeficientes de correlacion (Pearson) entre pares de variables del suelo
con historia de uso de pastizal. Biomasa aérea (B.aér) y biomasa radicular (B.rad) de las
plantas de L. multiflorum; pH, nitrégeno mineral (N min.) y humedad (Hum) del suelo;
mineralizacion potencial (Miner) y biomasa remanente (B.rem); nematodes fitofagos
(Fitof), bacteriéfagos (Bact), fungivoros (Fung), omnivoros (Omn) y depredadores
(Depr). Coeficientes significativos a dos colas estan indicadas con un punto (valor
P<0,1; ), un asterisco (valor P < 0,05; *), dos asteriscos (valor P < 0,01; **), tres
asteriscos (Valor P <0,001; ). .. et 75

Xi



Cuadro 3.6: coeficientes de correlacion (Pearson) entre pares de variables del suelo
con historia de uso de promocion. Biomasa aérea (B.aér) y biomasa radicular (B.rad) de
las plantas de L. multiflorum; pH, nitrogeno mineral (N min.) y humedad (Hum) del
suelo; mineralizacion potencial (Miner) y biomasa remanente (B.rem); nematodes
fitéfagos (Fitof), bacteriofagos (Bact), fungivoros (Fung), omnivoros (Omn) y
depredadores (Depr). Coeficientes significativos a dos colas estan indicadas con un
punto (valor P<0,1; ), un asterisco (valor P < 0,05; *), dos asteriscos (valor P <0,01;
*%#), tres asteriscos (valor P <0,001; %), ..ot 76
Cuadro 4.1: Indice de severidad utilizado para cuantificar el dafio por enfermedad. Se
determind el indice expresado en porcentaje por planta. En la figura de la seccion
resultados se muestra el valor promedio para las plantas por maceta que es la unidad
EXPEITMENLAL ....eiiiiiiiiieiieete ettt ettt et e s et e st e e bt essbeebeeeaaeenseeennas 83
Cuadro 4.2: Resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y
Pastoreo sobre la emergencia, la severidad de dafio y la biomasa de las plantas de soja.
Las condiciones generadas por la historia de uso (pastizal y promocion de L.
multiflorum) fueron analizados de manera independiente. El cuadro muestra los valores
del estadistico con los grados de libertad asociados (Fg) y el valor de probabilidad (p-
VALOT). 1oeietiee ettt et e e e e et e e e st e e e e aae e e taeeeabeeeaaeeeraeeareeeanreeeeareeennns 91
Cuadro 4.3: Coeficientes de correlacion (Pearson) entre pares de variables medidas
(emergencia, biomasa y severidad de las plantas de soja) y posibles vias que pudieron
mediar los efectos de retroalimentacion de los endofitos y el pastoreo: la biomasa
radicular de las plantas de L. multiflorum (Lm) que crecieron durante la estacion
anterior, el pH, las tasas de mineralizacion potencial y la humedad del suelo (Ver
resultados en capitulo 3). Los coeficientes de correlacion fueron calculados por
separado para los suelos con historia de pastizal y de promocion. Coeficientes
significativos a dos colas estan indicadas con un asterisco (valor P < 0,05; *), dos
asteriscos (valor P < 0,01; **) o tres asteriscos (valor P < 0,001; ***). No los hubo. ...91
Cuadro 4.4: Resultado de los modelos para los efectos de retroalimentacion de los
Endofito (E+ vs. E-) en contextos de Pastoreo (P+ vs. P-) sobre la biomasa aérea, la
cantidad de capitulos abiertos y la frecuencia de abejas (4. mellifera) que visitaron los
capitulos de C. acanthoides. Las condiciones generadas por historia de uso (pastizal y
promocion de L. multiflorum) fueron analizados de manera independiente. El segundo
modelo para las abejas en el suelo de promocion incluy6 a los capitulos abiertos como
covariable con el objeto de probar su importancia como mecanismo a través del cual
podrian propagarse los efectos (ver Figura 4.4 b). El cuadro muestra los valores del
estadistico con los grados de libertad asociados (Fy) y el valor de probabilidad (p-
VALOT). 1ottt e e e et e e et e e e st e e e e tae e e tb e e e abeeeaaeeeraeeareeeanbeeeeareeennns 92
Cuadro 5.1: Caracteristicas de la vegetacion y del suelo en los sitios con historia de
pastoreo y no pastoreados utilizados en el experimento. Las parcelas fueron instaladas
en un area de 200 ha y compartieron el mismo tipo de suelo y ubicacion topografica.
Los datos muestran el valor medio y el error estandar al comienzo del experimento. La
penetracion de la luz fue incluida dentro de las caracteristicas de la vegetacion dado que
esta determinada por la biomasa aérea (i.e.: verde, muerta en pie y broza). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre sitios (Tukey, P < 0.05). ................ 103
Cuadro 5.2: Resultado de los modelos para los efectos de la historia (pastoreado y no
pastoreado) y el agregado de semillas (Control, E+ o E-) sobre los niveles de infeccion
con Neotyphodium occultans (Infeccion) y los valores de cobertura relativa de Lolium
multiflorum (Cobertura). El cuadro muestra los grados de libertad (gl), el estadistico (F)
y el valor de probabilidad (P-Valor). .......cceeviieiiiiiieieeceee e 103

Xii



Cuadro 5.3: Resultado de los modelos estadisticos para los efectos de la historia del
sitio (pastoreado y no pastoreado) y el agregado de semillas (Control, E+ y E-) sobre la
riqueza de especies y la cobertura relativa de pastos nativos (P. nativos), pastos exdticos
(P. exdticos) y dicotiledoneas (Dicot). Los censos fueron realizados en primavera y en
verano. El segundo modelo en primavera incluy6 a la cobertura de Lolium multiflorum
como covariable con el objeto de probar su importancia como mecanismo a través del
cudl podrian producirse los efectos. Este modelo solo tuvo sentido cuando se
encontraron efectos del factor semilla. El cuadro muestra los grados de libertad (gl), los
valores del estadistico (F) y de probabilidad (p-valor). ........ccceeveviieciienieiiieieeieenen. 105

Cuadro A.1: Clasificacion trofica y taxondmica (Orden, Clase, Phylum) para la fauna
encontrada en bolsas de descomposicion con broza de tejido aéreo y de raices. El
nombre corresponde al méximo nivel determinado en la clasificacion. Los 37 grupos
identificados fueron utilizados para calcular la riqueza y la diversidad taxondmica.... 155
Cuadro A.2: grupos floristicos y los géneros o especies identificados durante los
censos de vegetacion. Los valores para L. multiflorum fueron excluidos de la lista. Las
columnas "Primavera 2009" y "Verano 2010" indican los dos momentos en que se
realizaron los censos. Para todos los casos se distingue entre comunidades pastoreadas
(P) y no pastoreadas (No P). El grupo de los pastos incluye a gramineas y graminoides
(#). El cuadro muestra los valores de cobertura aérea (en intervalos de 5%) a lo largo de
los sitios. Los valores de cobertura <0.1 se indican con R y valores <I con +. La
cobertura se evaluo utilizando la escala de abundancia de Braun-Blanquet modificada
(Mueller-Dombois 1974). En el andlisis presentado en la seccién "Resultados" incluy6
los grupos "pastos nativos", "pastos exdticos" o "dicotiledoneas". Las especies estan
clasificadas ademads, segun la estacion de maximo crecimiento (especies invierno-
primaverales [I] o estivo-otonales [E]) y el ciclo de vida (especies anuales [A] o
PEIENNES [P]). ceeeiieieiiieee et et e 157

Xiii



INIDICE DE FIGURAS

Figura 1.1: El esquema representa el marco conceptual y la escala utilizado a lo largo
de la tesis. El ensamble de especie (dentro del tridngulo) que conforma la comunidad
esta explicado por causas generales (cajas); procesos y mecanismo (6valos) que operan
a distintas escalas (ver detalles en Pickett et al. 1987). Los lados del tridngulo conectan
las causas principales para indicar la interaccion entre ellas y entre los mecanismos
asociados. El modelo propone que los mecanismos en ultima instancia, generan el
recambio de especies que determina la dindmica sucesional de la comunidad. Las
especies establecen interacciones multiples que incluyen relaciones troficas y no troficas
tanto con especies aéreas como del suelo y relaciones de retroalimentacion. Esta tesis
incorpora a la complejidad del esquema, la presencia de hongos endofitos aéreos y
estudia el impacto de su presencia sobre otras especies del ensamble de especies que
conforma la comunidad.............cooeiiiiiiiiiiniiiie s 29
Figura 1.2: Interacciones entre especies ordenadas segun un gradiente de proximidad:
endosimbiontes, exosimbiontes y organismos de vida libre (eje horizontal). En el caso
de los endosimbiontes se podria establecer una asociacion entre la fuerza de la co-
evolucion entre las especies (eje vertical), la dependencia (facultativo-obligado), el tipo
de transmision (horizontal-vertical) y la especificidad del simbionte (generalista-
especialista). En cambio, estas asociaciones se disipan a medida que las interacciones
pierden proximidad (representado por el tridngulo gris). Por ejemplo, en el extremo de
vida libre las interacciones suelen ser facultativas y carece de sentido hablar de
tranSMISION VEITICAL L...eiutiiiiiiiiiiicieeeee ettt st 31
Figura 1.3: El esquema representa algunas relaciones entre las comunidades aéreas y
del suelo mediadas por la simbiosis L. multiflorum- N. occultans. La comunidad vegetal
es la base de las redes tréficas y medio de vinculacion principal entre las comunidades
aéreas y del suelo. Los circulos celestes representan componentes evaluados a lo largo
de la tesis. V. occultans, el pastoreo y la historia de uso son manipuladas
experimentalmente en relacion a L. multiflorum. Las flechas muestran relaciones que
podrian ser afectadas indirectamente como consecuencia de cambios generados
experimentalmente. Los nimeros encerrados en circulos estan asociados a los capitulos
particulares de la tesis e indican los componentes o procesos que seran evaluados (2 y 3:
mesofauna, nematodes, tasas de descomposicion y mineralizacion; 4: relaciones de
retroalimentacion con otras especies vegetales y relaciones asociadas a estas especies: 5:
estructura de la comunidad vegetal)..........ccocieiiiiiiiiiiiiieee e 36
Figura 2.1: el esquema representa las principales vias de influencia a través de las
cuales las plantas pueden modificar la estructura de la red trofica del suelo y los
procesos que dependen de su actividad. En este capitulo se evalia como la presencia del
hongo endofito N. occultans que se hospeda en tejidos aéreos de L. multiflorum podria
influir sobre la estructura de las redes troficas y la actividad de las comunidades del
SUCLO @ traves de €StAS VIAS. ....evueiiiriiiieierieeie e 43
Figura 2.2: Disefio del experimento. Plantas de Lolium multiflorum con alta o baja
frecuencia de endofitos fueron cultivadas en macetas bajo condiciones controladas de
luz, agua y temperatura. La broza de dos origenes: tejidos aéreos (1) y radiculares (2) de
estas plantas fueron utilizadas para armar dos tipos de bolsas de descomposicion. Las
bolsas con broza proveniente de tejidos con alta (B+) y baja (B-) frecuencia de
endofitos fueron colocadas en parcelas donde crecian plantas de L. multiflorum con alta
o baja frecuencia de endofitos para generar dos ambientes del suelo contrastantes (A+y
A-, respectivamente). Las lineas curvas de color azul en el esquema simbolizan al

X1V



hongo endofito Neotyphodium occultans en simbiosis con plantas de L. multiflorum.
Vale aclarar que es una representacion de la relacion simbidtica dado que, el hongo
endofito se aloja en el interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas ni
SINtOMAS VISIDIES. «..ouviiiiiiiiiieiiciictcc e 44
Figura 2.3: el esquema muestra la clasificacion trofica de los invertebrados extraidos
de las bolsas de descomposicion de broza de origen aéreo y radicular. La clasificacion
taxonomica en el esquema corresponde al nivel de familia o superior. La cantidad de
organismos en niveles inferiores a familia se indica entre paréntesis. La clasificacion
exhaustiva se encuentra descripta en la seccion Anexo de la tesis (Cuadro A.1). No se
encontraron bacteri6fagos. Las flechas indican las relaciones entre los grupos troficos.

Figura 2.4: porcentaje de biomasa remanente asociada a la broza aérea (a) o radicular
(b) de plantas de L. multiflorum provenientes de poblaciones con baja o alta frecuencia
de endofitos (barras blancas: B- y negras: B+, respectivamente). Las bolsas de
descomposicion conteniendo ambas calidades de broza fueron colocadas en superficie o
en profundidad, respectivamente en ambientes donde crecian plantas de L. multiflorum
con baja o alta frecuencia de endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras muestran
el promedio (+ error estandar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre
tratamientos estan indicadas con distintas letras (P<0,05. Prueba de Tukey). ............... 48
Figura 2.5: caracteristicas de la comunidad de organismos asociada a broza aérea (a la
izquierda) o radicular (a la derecha) en las bolsas de descomposicion. En la figura se
muestra la riqueza (a, b) y la diversidad de Shannon (c, d) de los organismos extraidos
de las bolsas de descomposicion contiendo broza de L. multiflorum provenientes de
poblaciones con baja o alta frecuencia de endofitos (barras blancas: B- y negras: B+,
respectivamente) colocadas en superficie o en profundidad, respectivamente en
ambientes donde crecian plantas de L. multiflorum con baja o alta frecuencia de
endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras muestras el promedio (+ error
estandar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre tratamientos estan indicadas
con distintas letras (P<0,05. Prueba de TUKeY)......ccceevueeeiienieiiiieiieeiieeeeeeeeee e 49
Figura 2.6: abundancia de los organismos clasificados en grupos tréficos segun el
habito alimenticio en los distintos tratamientos. Las barras representan la abundancia de
organismos fungivoros (a, b), omnivoros (c, d) y depredadores (e, f) asociados a la
broza aérea (a la derecha) o radicular (a la izquierda) de L. multiflorum proveniente de
poblaciones con baja o alta frecuencia de endofitos (barras blancas: B- y negras: B+,
respectivamente). Se colocaron bolsas de descomposicion en superficie o en
profundidad, respectivamente en ambientes donde crecian plantas de L. multiflorum
provenientes de poblaciones con baja o alta frecuencia de endofitos (A-y A+). Las
barras muestran el promedio (+ error estandar) de seis a ocho repeticiones. Las
diferencias entre tratamientos estan indicadas con distintas letras (P<0,05. Prueba de
Tukey). La escala en el eje de ordenadas varia con el grupo trofico y el andlisis
ESLAATSTICO. 1ntteeteittet ettt sttt ettt et s b ettt a et et nbe et 51
Figura 3.1: el esquema representa como la presencia de plantas con alta frecuencia de
endofitos puede generar cambios en la estructura y el funcionamiento de las
comunidades del suelo al final del ciclo de la planta y en qué medida estos cambios
pueden ser modulados por el pastoreo previo de las plantas hospedantes...................... 60
Figura 3.2: disefio del experimento en el que plantas de L. multiflorum con baja (E-) o
alta (E+) frecuencia de endofitos fueron cultivadas en un mismo tipo de suelo con dos
historias de uso: suelos provenientes de un pastizal o de una promocioén de L.
multiflorum. Las plantas de L. multiflorum estuvieron sometidas o no a pastoreo
simulado (P+ o P-, respectivamente) mediante dos eventos de corte y pisoteo (descriptos

XV



en el cuerpo de texto de la seccion Materiales y métodos). Al final del ciclo de vida de
las plantas se determiné la biomasa aérea y radicular de las plantas; el pH, la humedad y
el nitrégeno disponible en el suelo. Se realizaron mediciones de la tasa de
descomposicion, la tasa potencial de mineralizacion y, la estructura de la comunidad de
nematodes. Las lineas curvas de color azul en el esquema simbolizan al hongo endofito
Neotyphodium occultans en simbiosis con plantas de L. multiflorum. Vale aclarar que es
una representacion de la relacion simbiotica dado que, el hongo endofito se aloja en el
interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas ni sintomas visibles. Las lineas
punteadas en rojo simbolizan el pastoreo simulado............ccceevereiiienieiiiienieeieeeee, 61
Figura 3.3: tasa potencial de mineralizacion de nitrégeno (a, b) y broza remanente de
B. unioloides (c, d) al final del ciclo de vida de L. multiflorum con alta (E+) o baja (E-)
frecuencia de endofitos en contextos definidos por el pastoreo (P+: pastoreo o P-: no-
pastoreo). Las variables fueron medidas en ambientes generado por la historia de uso:
pastizal (panel de la izquierda) o promocion de L. multiflorum (panel de la derecha). Las
barras muestran el promedio (n=6 + error estandar). Diferencias entre tratamientos estan
indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de Tukey).......ccccevviieriiniiiinieniieeeen, 68
Figura 3.4: abundancia de nematodes al final del ciclo de vida de L. multiflorum con
alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos en contextos definidos por el pastoreo (P+:
presencia o P-: ausencia). Los paneles muestran la abundancia de nematodes de
fitéfagos (a, b), bacteridfagos (c, d) y fungivoros (e, f). Las variables fueron medidas en
ambientes generado por la historia de pastizal (a la izquierda) o de promocion de L.
multiflorum (a la derecha). Las barras muestran el promedio (n= 6, & error estandar).
Letras distintas indican diferencias entre tratamientos (p<0,05. Prueba de Tukey). ...... 69
Figura 3.5: abundancia de nematodes al final del ciclo de vida de L. multiflorum con
alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos en contextos definidos por el pastoreo (P+:
presencia o P-: ausencia). Los paneles muestran la abundancia de nematodes de
omnivoros (a, b) y depredadores (c, d). Las variables fueron medidas en ambientes
generado por la historia de pastizal (a la izquierda) o de promocion de L. multiflorum (a
la derecha). Las barras muestran el promedio (n= 6, & error estandar). Letras distintas
indican diferencias entre tratamientos (p<0,05. Prueba de Tukey)........ccccvvvvverireneenen. 70
Figura 4.1: El esquema representa como la presencia de relaciones multiples como el
pastoreo y el endofito puede modificar las relaciones de retroalimentacion con otras
especies y ademas, modular otras relaciones que establecen estas especies. Esto efectos
sobre las relaciones de retroalimentacion podrian estar mediados por sefales que
perduran en el suelo rizosférico. Este capitulo evalia las relaciones de retroalimentacion
a través del crecimiento de soja y cardo. A su vez, se evaluan las relaciones que estas
especies generan con otros componentes de la comunidad como la presencia de hongos
patdgenos y las visitas de abejas, reSpectivamente. .........coeeveervereeneerieneeneenieneeneenens 81
Figura 4.2: Diseno de los experimentos que evaluaron los efectos de
retroalimentacion en cuatro escenarios. En 2007 plantas de Glycine max fueron
cultivadas en suelos rizosféricos de pastizal o promocion de Lolium multiflorum. En
estos suelos crecieron previamente (2006) plantas de L. multiflorum con baja (E-) o alta
(E+) frecuencia de endofitos y en presencia (P+) o no (P-) de pastoreo (ver capitulo 3).
Se determiné la emergencia, la severidad del dafio ocasionado por hongos patdégenos del
suelo y la biomasa sobre las plantas de G. max sometidas al tratamiento de
retroalimentacion asociado a la presencia del endofito y al pastoreo en la generacion

) 1170 () RO OSSO P PSR P U PRRPURP 82
Figura 4.3: Disefio del experimento de retroalimentacién. En 2007 plantas de C.
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RESUMEN

Las plantas integran interacciones con multiples especies mutualistas y antagonistas.
Recientemente, se ha comenzado a considerar a los microorganismos simbiontes y en
particular a hongos endofitos como moduladores de otras interacciones y, en
consecuencia, de la estructura y el funcionamiento de las comunidades. El objetivo de
esta tesis fue evaluar los efectos de la simbiosis entre pastos y hongos endofitos
asexuales (Neotyphodium spp., Clavicipitaceae) sobre las comunidades del suelo y las
relaciones de retroalimentacion planta-suelo. Se postuld que la simbiosis Lolium
multiflorum-N. occultans modifica la estructura de las comunidades aéreas a través de
cambios en el suelo, y que estos efectos pueden variar con el contexto ecologico. Se
realizaron ocho experimentos (en mesocosmos y a campo) en los que se manipul6 la
proporcion de plantas con endofitos bajo distintas condiciones ambientales generadas
por el pastoreo o la historia de uso. La presencia de la simbiosis redujo las tasas de
descomposicion y modifico la estructura de las redes troficas del suelo, probablemente a
través de la actividad radicular de la planta hospedante. La simbiosis generd respuestas
de retroalimentacion negativa sobre otras especies herbaceas, mejord la capacidad
invasora de L. multiflorum, aumentd la riqueza de especies vegetales y redujo la
cobertura de pastos nativos y exoOticos. Sin embargo, estos efectos sobre las
comunidades aéreas y subterraneas fueron evidentes solo bajo ciertas condiciones dadas
por el pastoreo y la historia de uso del suelo. Las interacciones multiples que establecen
las plantas y la historia del ambiente deberian ser consideradas en los modelos que
describen los mecanismos que determinan la estructura y el funcionamiento de las
comunidades. Esta tesis sostiene que la simbiosis pasto-endofito es mas que un
mutualismo defensivo ya que modula interacciones multiples entre componentes aéreos
y subterraneos e influye sobre la invasion y el ensamble de las comunidades.

Palabras clave: simbiosis pasto-endofito, interacciones miltiples, interacciones
aéreas y subterraneas, grupos tréficos del suelo, respuestas de retroalimentacion,
estructura y funcionamiento de la comunidad, interacciones indirectas, Lolium
multiflorum, Neotyphodium occultans
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The symbiosis between grasses and endophytic fungi: the legacy above
and belowground in different agro-ecological contexts

ABSTRACT

Plants integrate interactions with multiple mutualistic and antagonistic species.
Symbiotic microorganisms have recently started to be considered as modulators of other
interactions and, thus, the structure and functioning of communities. The aim of this
thesis was to evaluate the effects of the symbiosis between grasses and asexual
endophytes (Neotyphodium spp., Clavicipitaceae)] on soil communities and plant-soil
feedbacks. It was postulated that the symbiosis Lolium multiflorum- N. occultans
modifies aboveground community structure through changes in the soil, and that these
effects may vary with the ecological context. Eight experiments were run (in
mesocosms and field); in each, the proportion of plants with endophytes was
manipulated. Different environmental conditions were generated by grazing or land use
history. The presence of symbiosis reduced the decomposition rates and modified the
structure of soil food webs, probably through the radicular activity of the host plant. The
symbiosis generated negative feedback on other herbaceous species, improved the
invasiveness of L. multiflorum, increased plant species richness and reduced the cover
of native and exotic grasses. However, these effects on above and belowground
communities were evident under certain conditions given by grazing and land use
history. The multiple interactions established by plants and land use history should be
considered in the models that describe the mechanisms determining the structure and
functioning of communities. This thesis maintains that grass-endophyte symbiosis is
more than a defensive mutualism for it modulates multiple interactions between
components above and belowground communities and also influences community
invasibility and assembly.

Keywords: grass-endophyte symbiosis, multiple interactions, above-belowground
interactions, soil food web, plant-soil feedbacks, structure and functioning of the
community, indirect interactions, Lolium multiflorum, Neotyphodium occultans.
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Capitulo 1

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 La importancia de las interacciones interespecificas en la
estructura y dinamica de la comunidad

Una comunidad ecoldgica es un ensamble de individuos de numerosas especies que
coexisten e interactiian en un sitio o habitat. Los miembros de la comunidad de manera
frecuente estan determinados por las interacciones entre las especies y las propiedades
que emergen de dichas interacciones. La presencia de herbivoros ya sean insectos o
mamiferos, altera la estructura y dinamica de la comunidad vegetal durante la sucesion
(Connell y Slatyer 1977, Grubb y Hopkins 1986, Cadenasso et al. 2002). Ademas,
ciertos patrones de herbivoria influyen en la vulnerabilidad de una comunidad a la
invasion y en la forma de vida de las especies presentes, asi como en la proporcion de
especies exoticas (Callaway y Aschehoug 2000, Callaway y Ridenour 2004, Levine et
al. 2004). Si bien el ensamble de especies y la dindmica de la comunidad resultan de la
combinacion de mecanismos, diversos factores bidticos y abiodticos determinan la
identidad e importancia de éstos mecanismos (Tansley 1935, Pickett et al. 1987, Levine
et al. 2004, Schmitz et al. 2006, Tognetti 2010).

Pickett et al. (1987) generaron un modelo de jerarquias para el estudio de los
cambios que ocurren en la estructura y el funcionamiento de las comunidades luego de
un disturbio, es decir durante la sucesion ecoldgica. En un nivel jerarquico superior se
encuentran las tres causas de la sucesion: la disponibilidad de un sitio, la disponibilidad
diferencial de especies y el comportamiento diferencial de las mismas (Pickett et al.
1987, Hubbell 2001). Cada una de las causas opera a escala regional como resultado de
mecanismos a escala local. Los mecanismos incluyen a procesos, relaciones o
condiciones que se encuentran en un nivel jerarquico inferior y que, a su vez son
regulados por diversos factores (Foster y Gaines 1991, Tilman 1997, Foster y Gross
1998, Symstad y Tilman 2001, Tilman y Lehman 2001, Foster et al. 2002, Wootton
2002, Foster y Tilman 2003, Davis et al. 2005a, Davis et al. 2005b, Schmitz et al.
2006). Este marco conceptual se puede utilizar para identificar procesos como los
disturbios generados por la historia de uso, la disponibilidad de recursos y/o el tipo de
interacciones que se dan entre las especies presentes que pueden definir el ensamble de
especies (Figura 1.1) (Pickett et al. 1987, Lonsdale 1999).

Las interacciones entre individuos de la misma o de distintas especies son los
principales mecanismos responsables de la dinamica de la sucesion en una escala local y
en el plazo de tiempo que media entre dos disturbios (Connell y Slatyer 1977, Peet y
Christensen 1980, Grubb y Hopkins 1986, Omacini et al. 2005). Muchas especies
vegetales modifican el ambiente e influyen sobre otras especies de la comunidad de un
modo que alteran las condiciones de crecimiento para ellas mismas y sus vecinas
(Wilson y Agnew 1992). Como resultado de su impronta y de la competencia se
establecen interacciones de facilitacion, de inhibicion o de tolerancia entre las especies
vegetales (Connell y Slatyer 1977). Tradicionalmente se han considerado la
competencia y la herbivoria como las fuerzas que estructuran las comunidades sin
embargo, no son las unicas interacciones posibles en la comunidad vegetal donde
convive una compleja red de interacciones entre organismos que habitan la parte aérea o
subterranea (McCook 1994, Mitchell et al. 2006). Por otro lado, las caracteristicas de las
redes troficas del suelo (Gange y Brown 2002, Gange et al. 2003) o del material muerto
que se deposita (broza) pueden modificar el comportamiento de los depredadores de
semillas y, estos a su vez, la direccion y tasa de la sucesion (Reynolds et al. 2003,
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Kardol et al. 2006, van der Putten et al. 2007a, van der Putten et al. 2007b, Harvey et al.
2010).

Durante las ultimas décadas ha crecido el interés por el papel de las interacciones
simbioticas entre plantas y microorganismos en el ensamble de especies de la
comunidad y en la sucesion (van der Heijden et al. 1998, Clay y Holah 1999, Gange y
Brown 2002, Hartnett y Wilson 2002, Kiers et al. 2003, Rudgers y Clay 2007, Larimer
et al. 2010, Kiers et al. 2011). Considerar el impacto de microorganismos no
perjudiciales, algunos de ellos practicamente ignorados, podria contribuir a mejorar la
capacidad predictiva de los modelos actuales. Esta tesis pone especial atencion a la
influencia de las interacciones simbiotica entre plantas y hongos endofitos asexuales
sobre las comunidades del suelo y la vegetacion, la capacidad invasora de la planta
hospedante y, la estructura de la comunidad vegetal invadida. Se reconoce ademas que
el contexto dado por la presencia de otras interacciones bioldgicas como el pastoreo y
las caracteristicas iniciales del ambiente pueden modificar los efectos de la simbiosis y
determinar la estructura y dinamica de las comunidades (Figura 1.1).

1.1.2 Relaciones de retroalimentacion entre el suelo y las especies
vegetales

Las especies vegetales son la principal fuente de recursos para las comunidades del
suelo. Ademas, son la base de la red trofica y el principal componente en términos de
biomasa para las comunidades aéreas. El aporte de las plantas tanto de detritos aéreos y
radiculares (Ej.: broza) como de exudados radiculares puede controlar a las
comunidades del suelo (Hooper et al. 2000, Scheu 2001, van der Putten et al. 2001,
Wardle et al. 2002, Wardle et al. 2004a). A su vez, la composicion de las comunidades
del suelo o la presencia de cierto grupo de especies (Ej.: patdgenos) pueden determinar
el crecimiento de las especies vegetales durante la siguiente estacion de crecimiento y el
ensamble de especies de la comunidad vegetal (Bever et al. 1997, Klironomos 2002, De
Deyn et al. 2003, Bezemer et al. 2005, Ehrenfeld et al. 2005, Kardol et al. 2006). Estas
relaciones conocidas como relaciones de retroalimentacion (sensu Bever et al. 1997)
adquirieron mayor relevancia cuando se las consider6 como un mecanismo regulador
importante del recambio sucesional en la comunidad (Kardol et al. 2007) (Figura 1.1)
y, en los procesos de invasion de especies (Klironomos 2002, Levine et al. 2004, van
der Putten et al. 2007a).

Por otro lado, las interacciones entre las plantas y otros organismos modifican
indirectamente las relaciones de retroalimentacion. Por ejemplo, ademas de reducir los
tejidos fotosintéticos por remocion directa, los herbivoros inducen respuestas
fisiologicas en las plantas consumidas, modifican la calidad y la cantidad de exudados
y, los detritos aéreos y subterraneos que llegan al suelo (Findlay et al. 1996, Bardgett et
al. 1998, Bardgett y Wardle 2003). A través de estos mecanismos indirectos los
herbivoros modifican la estructura de las comunidades microbianas del suelo
aumentando su actividad y tamafio, lo que a su vez altera el aporte de nutrientes para las
plantas (Bardgett et al. 1998, Kardol et al. 2007, van der Heijden et al. 2008).
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Figura 1.1: el esquema representa el marco conceptual y la escala utilizado a lo largo
de la tesis. El ensamble de especies (dentro del tridangulo) que conforma la comunidad
esta explicado por causas generales (cajas); procesos y mecanismo (6valos) que operan
a distintas escalas (ver detalles en Pickett et al. 1987). Los lados del tridangulo conectan
las causas principales para indicar la interaccion entre ellas y entre los mecanismos
asociados. El modelo propone que los mecanismos en ultima instancia, generan el
recambio de especies que determina la dindmica sucesional de la comunidad. Las
especies establecen interacciones multiples que incluyen relaciones tréficas y no troficas
tanto con especies aéreas como del suelo y relaciones de retroalimentacion. Esta tesis
incorpora a la complejidad del esquema, la presencia de hongos endofitos aéreos y
estudia el impacto de su presencia sobre otras especies del ensamble de especies que
conforma la comunidad.
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1.1.3 Simbiosis y mutualismo

El término simbiosis (del griego simbios que significa “viviendo juntos™) define a la
relacion entre dos o mas especies que se caracteriza por ser una relacion estrecha, por
ser de largo plazo y porque una especie hospeda a otra (Anton de Bary, 1879 citado en
Sapp 2004). Una consecuencia evidente de la simbiosis (pero no exclusiva de esta
relacion), es la co-evolucion entre las especies involucradas (Thompson 2001). De
hecho, en algunos casos estas relaciones son consideradas como una unidad gendémica y
evolutiva llamada holobionte (sensu Zilber-Rosenberg y Rosenberg 2008). Asi, las
relaciones simbidticas son muy diversas e incluyen interacciones con distinto grado de
especificidad, dependencia (obligada, facultativa), ubicacién del hospedado (exo y
endosimbiosis) y transmision (horizontal, vertical, ambas. Figura 1.2) (Douglas 1996,
Johnson et al. 1997, Paracer y Ahmadjian 2000, Denison y Kiers 2004, Schardl et al.
2004, Lekberg y Koide 2005). Estas caracteristicas determinan como se perpetia la
relacién y cudl es su impacto sobre otras especies de la comunidad (Larimer et al.
2010).

Las relaciones simbidticas son muy comunes en la naturaleza. En particular, estas
relaciones influyen sobre la especiacion de numerosas especies, asi como sobre el
ensamble de las comunidades a través de varios niveles troficos (Thompson 2001,
Mueller et al. 2011). Se cree que estas relaciones fueron particularmente importantes
durante las primeras etapas de evolucion de la vida en la tierra [Ej.: la teoria
endosimbionte que explica el origen de los organelas en la célula eucariota (Margulis y
Fester 1991)]. Ademas, se cree que complejas relaciones simbioticas entre las plantas y
los microorganismos de la rizosfera incluyendo a las micorrizas y a los rizobios fueron
responsables de la colonizacion terrestre de algunas plantas vasculares y briofitas
(Smith y Read 1997, Thompson 2001).

Las plantas hospedan microorganismos simbiontes (i.e.: endosimbiontes) de manera
habitual (Saikkonen et al. 1998, Roberts et al. 2005). Fitter y Moyerson (1997)
estimaron que mas del 90 % de las plantas que producen flores tienen bacterias u
hongos simbiontes en sus raices. A pesar de su relativamente pequefia biomasa, estos
microorganismos simbiontes en ocasiones generan cambios fenotipicos en el
hospedante que repercuten en toda la comunidad. Por ejemplo, Cahill et al. (2008)
mostrd que la supresion de micorrizas arbusculares en pastizales nativos modifica el
comportamiento, la abundancia y la estructura de la comunidad de especies de abejas
polinizadoras. Ademas, muchas especies dependen de la colonizacion de las micorrizas
arbusculares y en consecuencia, su presencia determina la estructura de la comunidad
vegetal y la resistencia a la invasion de especies exoticas (Ej.: Yao et al. 2008).

La utilizacion de los términos simbiosis como sinonimo de mutualismo es decir,
aquellas interacciones en las que ambos miembros se benefician, ha prestado a
confusion (Saffo 1992, Paracer y Ahmadjian 2000). Por un lado, la simbiosis puede
tener como resultado tres tipos de interacciones en funcion del efecto sobre cada
integrante: mutualismo, comensalismo o parasitismo (Moon et al. 2010). Ademas,
mientras el resultado de la interaccién entre carnivoros y sus presas es facil de
determinar, el resultado de una simbiosis no es estatico dado que, podria cambiar a lo
largo del tiempo dependiendo de la presencia de otras relaciones o factores biodticos y
abioticos que afectan a los individuos involucrados (Miiller y Krauss 2005, Moon et al.
2010). Por otro lado, el mutualismo puede darse entre especies que no se asocian de
manera simbiotica. Por ejemplo, la relacion que se establece entre hormigas y plantas se
considera mutualista (revisado en Heil y McKey 2003). Esto se debe a que las plantas
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proveen néctar a las hormigas y reciben protecciéon contra insectos herbivoros. Sin
embargo, las hormigas también podrian castrar flores y frutos de la planta. Las hormigas
modificarian asi la particién de recursos de las plantas hacia crecimiento en detrimento
de la reproduccion (Yu y Pierce 1998). Por lo tanto, si este comportamiento se vuelve
agresivo para la planta, esta interaccion también podria tornar de mutualismo a
parasitismo (Yu y Pierce 1998, 1zzo y Vasconcelos 2002, Moon et al. 2010).

Co-evolucion : : \
Dependencia :
Transmision ~ : :
Especificidad : : J

Vida libre

+

Figura 1.2: interacciones entre especies ordenadas segiin un gradiente de proximidad:
endosimbiontes, exosimbiontes y organismos de vida libre (eje horizontal). En el caso
de los endosimbiontes se podria establecer una asociacion entre la fuerza de la co-
evolucion entre las especies (eje vertical), la dependencia (facultativo-obligado), el tipo
de transmision (horizontal-vertical) y la especificidad del simbionte (generalista-
especialista). En cambio, estas asociaciones se disipan a medida que las interacciones
pierden proximidad (representado por el tridngulo gris). Por ejemplo, en el extremo de
vida libre las interacciones suelen ser facultativas y carece de sentido hablar de
transmision vertical.

1.1.4 Simbiosis entre pastos y hongos endofitos del género Neotyphodium

Los hongos endofitos estdn presentes en practicamente todas las especies de plantas
(Saikkonen et al. 1998, Roberts et al. 2005). En particular, las gramineas (llamadas
comunmente pastos) hospedan hongos endofitos que se restringen a la familia
Clavicipitaceae [miembros de la tribu Balansiae (Ascomycotina)] (Leuchtmann 1993).
Estos hongos estdn presentes en al menos 80 géneros y 300 especies gramineas
(Leuchtmann 1993, Gentile et al. 2005). Dentro de este grupo, los hongos endofitos del
género Neotyphodium (y su estado sexual Epichlde) se encuentran exclusivamente en
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gramineas de la subfamilia Poaceae (Clay y Schardl 2002, Schardl et al. 2004). Dada la
amplia distribucion de la simbiosis pasto-Neotyphodium sp. tanto en ambientes
naturales como agropecuarios (Roberts et al. 2005, Iannone et al. 2011, Kane 2011), se

cree que el éxito ecologico de las gramineas hospedantes podria deberse en parte, a la
presencia del endofito (Saikkonen et al. 1998, Clay y Schardl 2002).

Los hongos endofitos del género Neotyphodium han establecido una relacién
ancestral (Schardl et al. 2004, Schardl et al. 2008) que se perpetia en la poblacion
hospedante mediante una transmision vertical muy eficiente (cercana a 100%) (Gundel
et al. 2009). El hongo crece en forma sistémica en los tejidos aéreos de gramineas y
permanece durante todo el ciclo de vida de la planta hospedante sin generar sintomas
visibles (Clay y Schardl 2002). Las hifas se encuentran en la base de la ldmina y crecen
en los espacios intercelulares, desde donde se nutren de azlcares y aminoacidos
liberados al apoplasto (Christensen et al. 2008). Durante la floracién del hospedante, las
hifas se alojan en los 6vulos y las semillas, por lo que se transmiten de forma exclusiva
a través del tejido materno. La poblacion hospedante estd en general infectada por un
solo genotipo del hongo que persiste de generacion en generacion. Esta forma de
transmision favorece una co-evolucion particularmente estrecha entre ambos
organismos y da un cardcter distintivo a la relacion (Figura 1.2) (Clay y Schardl 2002,
Zilber-Rosenberg y Rosenberg 2008).

Algunas relaciones simbidticas pasto-endofito se hicieron conocidas cuando se
descubrié que causaban efectos toxicos sobre mamiferos e insectos herbivoros. Los
alcaloides producidos por N. coenophialum en Lolium arundinaceum 'y por N. lolii en L.
perenne han ocasionado pérdidas econdmicas importantes debido a sus efectos toxicos
sobre el ganado vacuno y ovino en praderas de Estados Unidos, Nueva Zelanda y
Australia (Malinowski y Belesky 2006, Roberts et al. 2008). Estos hechos han
incentivado investigaciones que demostraron, entre otras cosas, que los endofitos
Neotyphodium spp. confieren a su pasto hospedante efectos protectores ante situaciones
de estrés bidtico (Ej.: herbivoria; Clay et al. 2005, Popay y Bonos 2005) y abiotico (Ej.:
sequia, deficiencias de fosforo, presencia de aluminio en el suelo Malinowski y Belesky
2000, Malinowski et al. 2005).

Los beneficios para los hospedantes implican necesariamente cambios en las
relaciones que establecen con otros componentes de la comunidad y que, a su vez,
podrian favorecer la persistencia y dominancia de la simbiosis en las comunidades (Clay
y Holah 1999, Clay 2001, pero ver Jani et al. 2010). Aunque se desconocen los
mecanismos, algunos trabajos sugieren que la presencia de la simbiosis pasto-endofito
puede influir sobre el sistema subterraneo, principalmente, a través de cambios en la
cantidad y calidad de exudados radiculares y/o de detritos que llegan al suelo (Bush et
al. 1997, Malinowski y Belesky 2000, Van Hecke et al. 2005). Por cualquiera de estas
vias, la simbiosis podria influir sobre distintos componentes de las comunidades del
suelo (Lemons et al. 2005, Van Hecke et al. 2005, Jenkins et al. 2006, Uchitel 2008,
Buyer et al. 2011, Casas et al. 2011) o sobre procesos clave que dependen de la
actividad de estos componentes (Ej.: descomposiciéon y mineralizacion de nutrientes)
(Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Franzluebbers 2006, Omacini et al. 2011,
Igbal et al. 2012). Por ejemplo, Omacini et al. (2004) detectaron una reduccion en las
tasas de descomposicion a través de un efecto negativo de la simbiosis sobre la calidad
de la broza de Lolium multiflorum y del microambiente creado por la asociacion
simbiotica para la descomposicion de otros detritos (Ej.: los de Bromus unioloides no
hospedantes de endofitos).
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A pesar de ser menos evidentes que otras relaciones aéreas como la herbivoria, estas
relaciones también podrian interferir en los mecanismos de retroalimentacion a través
de su impacto sobre distintos componentes de la comunidad del suelo. Sin embargo,
existen pocos trabajos y atn no hay consenso respecto del sentido de los efectos de la
simbiosis sobre el sistema subterraneo (ver Omacini et al. 2011). Por ejemplo, se ha
observado que la presencia de plantas hospedantes de endofitos redujo la colonizacion
de hongos micorricicos en las plantas hospedantes (Miiller 2003, Antunes et al. 2008,
Mack y Rudgers 2008), en plantas vecinas no infectadas (Omacini et al. 2006) o en la
siguiente generacion de plantas no infectadas en el mismo micrositio (Antunes et al.
2008). Por el contrario, Novas et al. (2005) y Novas et al. (2009) encontraron que los
endofitos favorecieron la colonizacion micorricica de Bromus setifolius y Poa
bonariensis, respectivamente. Varios trabajos han observado una mayor biomasa
microbiana, un aumento en el carbono orgdnico y en el nitrégeno total del suelo
asociados a las plantas de festuca (L. arundinaceum) hospedantes de N. coenophialum
(Franzluebbers et al. 1999, Franzluebbers y Stuedemann 2005, Igbal et al. 2012). Estos
resultados, consistentes a lo largo de varios sitios en praderas de los Estados Unidos,
sugieren una menor actividad de la biota del suelo (o un mayor secuestro del carbono)
asociada a la presencia del hongo simbionte. Franzluebbers et al. (1999) observaron que
plantas de festuca (L. arundinaceum) hospedantes de N. coenophialum redujeron la
actividad microbiana potencial del suelo respecto de las plantas de festuca no
hospedante. Mientras tanto, otros autores han observado un efecto opuesto al considerar
la simbiosis entre L. multiflorum y N. occultans (Casas et al. 2011) o, entre otras
especies pasto-endofito (Novas et al. 2005, Van Hecke et al. 2005, Novas et al. 2009).
En particular, Casas et al. (2011) detectaron, a través de un perfil de 11 fuentes
carbonadas, que las comunidades del suelo tenian mayor actividad metabolica y un
aumento en actividad de los hongos después de la presencia de la simbiosis. Los
resultados de este trabajo coinciden con los obtenidos por Uchitel et al. (2008) al sugerir
que la simbiosis entre L. multiflorum y N. occultans puede tener un efecto positivo
sobre las redes troficas basadas en los hongos del suelo.

El impacto de la simbiosis pasto-endofito sobre distintos componentes de las
comunidades depende de las caracteristicas de la planta hospedante y del hongo
endofito (Ej.: variabilidad genética) y, del contexto ecologico que exploran (Ej.:
contenido hidrico del suelo, fertilidad, presencia de otras relaciones) (Miiller y Krauss
2005, Saikkonen et al. 2006, Cheplick y Faeth 2009). Estas evidencias podrian explicar
los resultados contrapuestos observados sobre distintos componentes del sistema
subterraneo. Algunos trabajos recientes corroboran esta idea (Ej.: Faeth et al. 2004,
Cheplick 2007), y predicen que el hongo podria ser un costo para la planta en la medida
en que el contexto ecoldgico sea favorable para el crecimiento del pasto hospedante 0,
bajo contextos de estrés extremos cuando el déficit de carbono no permita sustentar el
endofito. Es decir, que bajo situaciones de estrés intermedio o en contextos
desfavorables, cuando los beneficios del hongo superasen los costos que éste le genera
al hospedante, la relacion se tornaria mutualista. Esta idea podria explicar por qué
Rasmusen et al. (2007) encontraron una reduccion de hasta 50% en la biomasa del
hongo y concentracion de alcaloides en la planta hospedante al aumentar la
concentracion de azucares (a través de manipular el genotipo del hospedante) o el nivel
de nutrientes en el suelo (nitrégeno). En este mismo sentido, el contexto agroecologico
(Ej.: la historia de uso del suelo, la presencia del pastoreo o las micorrizas), al modificar
el balance hidrico o nutricional de la planta hospedante, podrian interferir en el impacto
de la simbiosis sobre otros componentes del sistema (Clay et al. 2005, Omacini et al.
2005).
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Los efectos del endofito sobre el suelo pueden perdurar en el sistema, modular el
crecimiento de las plantas y las relaciones de retroalimentacion (Omacini et al. 2009,
Rudgers y Orr 2009). Unos pocos trabajos sugieren que las “sefiales” generadas por la
presencia de plantas hospedantes de endofitos en el suelo pueden afectar la proxima
generacion de plantas de la misma especie hospedante o no del hongo endofito (Uchitel
2008, Omacini et al. 2009, Uchitel et al. 2011); y de otras especies arbdreas (Rudgers y
Orr 2009). Por ejemplo, Rudgers y Orr (2009) encontraron que la simbiosis entre L.
arundinaceum (especie exoética) hospedante de N. coenophialum puede tener
consecuencias negativas sobre el crecimiento de algunas especies arboreas nativas. El
trabajo concluye que la invasion de esta graminea en relacion simbidtica con N.
coenophialum puede potencialmente alterar la sucesion y la composicion de especies
modificando la estructura de la comunidad del bosque donde habitan las especies
estudiadas.

1.2 HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL DE ESTA TESIS

En esta tesis se postula que la presencia de la simbiosis pasto-endofito modifica la
estructura, el funcionamiento y la dindmica de las comunidades aéreas a través de
cambios en las comunidades del suelo. A su vez, estos efectos de retroalimentacion
estin modulados por la presencia de otras interacciones que establece la planta
hospedante con miembros aéreos y subterraneos del ecosistema y por las caracteristicas
del ambiente.

El objetivo general es evaluar los efectos de la simbiosis entre Lolium multiflorum
y Neotyphodium occultans sobre las comunidades del suelo y las relaciones de
retroalimentacion con otras especies al final de la estacion de crecimiento de la planta
hospedante. Los efectos de la simbiosis son evaluados en diversos contextos
agroecologicos dados por la presencia de pastoreo y por las caracteristicas ambientales
generadas por la historia de uso.

1.3 ENFOQUE DE LA TESIS

La presencia del hongo endofito ha estado asociada a multiples beneficios para la
planta hospedante que incluyen mayor tolerancia a situaciones de estrés biodtico y
abiotico (Clay 1990, Clay y Schardl 2002, Schardl et al. 2004, Malinowski y Belesky
2006, Belesky et al. 2008, Kuldau y Bacon 2008, Kane 2011). El enfoque de esta tesis
estd puesto en el impacto de la simbiosis sobre otros componentes del sistema mas que
sobre los integrantes de la simbiosis. La tesis se centra en evaluaciones a escala del
vecindario aéreo y subterrdneo de la planta hospedante en distintos contextos. Las
aproximaciones experimentales incluyen la utilizacion de microcosmos ubicados en sus
ambientes naturales o transportados a un jardin comuin. Para poner a prueba las hipotesis
particulares de cada capitulo se manipula la proporciéon de plantas hospedantes de
endofitos en poblaciones de L. multiflorum bajo distintas condiciones ambientales
generadas por el pastoreo o por la por la historia de uso.

1.4 SISTEMA DE ESTUDIO

En las comunidades naturales, la distribucion de los hongos simbiontes de los tejidos
vegetales radiculares (Ej.: Smith y Read 1997) y aéreos (Ej.: Arnold 2007) es espacial y
temporalmente heterogénea dado que, puede variar, por ejemplo, con el estado
ontogénico de la planta hospedante, con las condiciones ambientales y con la
composicion de la comunidad. En consecuencia, seguir los efectos de uno o mads
simbiontes en pastos perennes es en ocasiones muy dificil o imposible. En este sentido,
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los hongos endofitos del género Neotyphodium tienen ciertas ventajas al ser de
transmision estrictamente vertical a través de las semillas de la planta hospedante y por
lo tanto mantenerse junto a su hospedante a lo largo de todo el ciclo de vida.

Durante el desarrollo de esta tesis se utiliza como modelo de estudio la asociacion
simbidtica entre el pasto anual Lolium multiflorum y el endofito N. occultans
ampliamente naturalizada en la Pampa argentina (De Battista 2005, Gundel et al. 2008).
La especie L. multiflorum tiene un ciclo de vida anual, es cosmopolita, de rapido
crecimiento y con sindrome fotosintético C3. Tiene una estrategia de vida ruderal a la
competencia, lo que favorece su regeneracion continua y la persistencia desde estadios
iniciales de la sucesion (Grime 2001, Chaneton et al. 2002, Tognetti 2010, Uchitel et al.
2011). La especie fue introducida en la regién pampeana desde Europa mas de un siglo
atras, como forraje de alta calidad para mejorar la produccion de invierno (Soyrinki
2001), y es probable que haya ampliado su rango de distribucion a toda la region con la
expansion de la agricultura de mano de los cultivos y la cria de ganado durante los afos
1800 (Parodi 1930). En la actualidad, se aplican algunas técnicas de manejo que
favorecen su resiembra natural formando un verdeo de invierno (Jacobo et al. 2000) que
compensa la baja productividad natural de los sistemas ganaderos. A estos manejos se
los conoce de manera comin como promociones de ryegrass. Por su capacidad invasora,
esta especie llega a ser dominante en distintos ecosistemas de pastizal (D'Angela et al.
1986, Omacini et al. 1995, Trebino et al. 1996, Chaneton et al. 2002, Tognetti 2010,
Uchitel et al. 2011).

Aproximadamente el 90% de las plantas de L. multiflorum hospedan a N. occultans
en poblaciones naturalizadas de la region pampeana sujetos a diferentes regimenes de
pastoreo vacuno (Gundel et al. 2009). En L. multiflorum, las hifas fungicas estan
confinados a la base de las vainas durante la mayor parte del ciclo de vida y sélo
colonizan los tallos y las semillas en floracion cuando la planta entra en la fase
reproductiva. Por lo tanto, la presencia de los endofitos es detectable de manera facil en
las semillas (Moon et al. 2000). Las plantas de L. multiflorum que hospedan endofitos
producen alcaloides tipo lolinas (TePaske et al. 1993), lo que podria explicar una
disminucién en el consumo de las plantas infectadas por algunos insectos herbivoros
(Omacini et al. 2001, Sugawara et al. 2006) o, en la granivoria por roedores (Uchitel et
al. 2011). No hay evidencias de que estos compuestos tengan efectos toxicos evidentes
en grandes rumiantes (De Battista 2005, Sugawara et al. 2006).

La simbiosis entre L. multiflorum- N. occultans ha demostrado ser un modelo de
estudio adecuado para entender los mecanismos a través de los cuales el endofito puede
afectar la estructura y dindmica de las comunidades vegetales y animales (Omacini et al.
2005, Chaneton y Omacini 2007). El hongo endofito provee defensas a L. multiflorum
ante algunas especies de afidos y estos efectos pueden propagarse hacia enemigos
naturales de los afidos, modificando la estructura trofica en el sistema aéreo (Omacini et
al. 2001). Ademas, algunas evidencias sugieren que la presencia de esta simbiosis
modifica la actividad de los organismos del suelo (Omacini et al. 2004, Omacini et al.
2006, Casas et al. 2011) y que sus efectos sobre la dindmica de la broza pueden
modificar la regeneracion de L. multiflorum (Omacini et al. 2009, Uchitel et al. 2011).
Por tltimo, dado que L. multiflorum es una especie anual, el estudio de esta simbiosis en
particular permite evaluar en qué medida la impronta dejada por la especie hospedante
al final de la estacion de crecimiento puede afectar las relaciones de retroalimentacion
con otras especies vegetales y la relacion de estas especies con otros componentes de la
comunidad (Figura 1.3).
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Figura 1.3: el esquema representa algunas relaciones entre las comunidades aéreas y
del suelo mediadas por la simbiosis L. multiflorum- N. occultans. La comunidad vegetal
es la base de las redes troficas y medio de vinculacion principal entre las comunidades
aéreas y del suelo. Los circulos celestes representan componentes evaluados a lo largo
de la tesis. El endofito N. occultans, el pastoreo y la historia de uso son manipuladas
experimentalmente en relacion a L. multiflorum. Las flechas muestran relaciones que
podrian ser afectadas indirectamente como consecuencia de cambios generados
experimentalmente. Los nimeros encerrados en circulos estan asociados a los capitulos
particulares de la tesis e indican los componentes o procesos que seran evaluados (2 y 3:
mesofauna, nematodes, tasas de descomposicion y mineralizacion; 4: relaciones de
retroalimentacion con otras especies vegetales y relaciones asociadas a estas especies: 5:
estructura de la comunidad vegetal).

1.5 ESQUEMA DE LA TESIS

En primer lugar, se evalian los efectos de la simbiosis al final de la estacion de
crecimiento de L. multiflorum sobre las comunidades del suelo (Capitulos 2 y 3). El
capitulo 2 determina la importancia relativa de la broza y el ambiente del suelo como
vias mediadoras de la influencia de la simbiosis pasto- endofito sobre la comunidad de
organismos (mesofauna) del suelo y la descomposicion de la broza de tejidos aéreos y
de raices. El capitulo 3 evalua la estructura de la comunidad de nematodes del suelo y
las funciones de mineralizacion y descomposicion en el contexto de relaciones multiples
dado por la presencia de pastoreo y en ambientes con distinta historia de uso. El capitulo
4 esta centrado en las relaciones de retroalimentacion; es decir, la capacidad de la
simbiosis de dejar sefiales que persisten modulando el crecimiento de plantas de soja
(Glycine max) y el dafio ocasionado por enfermedades 6; el crecimiento de plantas de
cardo (Carduus acanthoides) y la relacion con insectos visitadores como las abejas
(4Apis mellifera). Finalmente, se evalua in sifu, el efecto de la simbiosis sobre la
capacidad invasora de la planta hospedante y el impacto de su colonizacidon sobre la
estructura de la comunidad vegetal (Capitulo 5). En ese capitulo la estructura de la
comunidad es examinada durante y una vez finalizada la estacién de crecimiento de L.
multiflorum, la planta hospedante. Finalmente, el capitulo 6 desarrolla una discusioén
general de la tesis en la que se propone una sintesis de los resultados mas importantes y,
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Capitulo 1

se destacan los aportes mas novedosos integrandolos al marco conceptual de la teoria de
comunidades.
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Capitulo 2

CAPITULO 2 VIiAS DE INFLUENCIA DE LA SIMBIOSIS AEREA
ENTRE LOLIUM MULTIFLORUM Y NEOTYPHODIUM OCCULTANS
SOBRE LA DESCOMPOSICION Y LOS GRUPOS TROFICOS DEL
SUELO
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Capitulo 2

2.1 INTRODUCCION

La vegetacion constituye el principal vinculo entre las comunidades aéreas y las del
suelo (van Breemen y Finzi 1998, Wardle et al. 2004a, De Deyn y van der Putten 2005).
La mayor parte de la productividad primaria de los ecosistemas llega al suelo como
materia organica no viva que llamamos detritos (Chapin III et al. 2002). Los detritos
incluyen compuestos muy variables en origen, calidad, cantidad y su distribucion es
variable en el espacio y el tiempo (Moore y Hunt 1988, Polis y Strong 1996, Polis y
Winemiller 1996, Callaway y Hastings 2002, Moore et al. 2004, Héttenschwiler et al.
2005). La deposicion de detritos modifica, la estructura fisica, la humedad, la luz, la
temperatura, los flujos de aire y agua en el suelo (Hudson 1994, Ahuja et al. 2006,
Wright y Jones 2006). Ademas, los detritos son el sustrato principal de los organismos
del suelo y, por lo tanto, determinan la estructura de las redes troficas y regulan
procesos clave como la descomposicion (Chapin III et al. 2002, Moore et al. 2004,
Ehrenfeld et al. 2005).

Es posible identificar en el suelo redes troficas basadas en distintos detritos que
presentan distinta complejidad en términos de estructura y funcionamiento (Brussaard
1998, Wardle et al. 2002). La actividad de los sistemas radiculares y los compuestos
exudados son el sustento de organismos que viven total o parcialmente asociados a la
rizosfera. En la base de esta red trofica se encuentran hongos y bacterias mutualistas
(Ej.: micorrizas y rizobios), herbivoros de raices (Ej.: nematodes fitoparasitos y
fitofagos) y, microorganismos patogénicos (de la Pefia 2009). Estos organismos
consumen de manera directa parte de los compuestos producidos por las raices de las
plantas y en consecuencia, influyen sobre su crecimiento. Los detritos que provienen de
tejidos aéreos y radiculares envejecidos dan sustento a otras redes troficas. En la base de
estas redes se encuentran los microorganismos descomponedores y la micro, la meso y
la macrofauna del suelo asociados a los descomponedores. En conjunto, estos
organismos movilizan, fijan y transforman la materia organica que entra en el suelo. En
el caso de los exudados radiculares, las diferencias en el origen y la calidad determinan
que las interacciones ocurran a una escala de tiempo mucho maés corta que las respuestas
a través de la broza. A su vez, los organismos descomponedores que utilizan exudados
radiculares como recurso, son mas especialistas que los descomponedores de broza.
Entonces, los efectos de las plantas deberian ser maés fuertes sobre los organismos
asociados a la rizosfera.

Las plantas también pueden influir sobre las comunidades del suelo a través de vias
mas complejas que involucran cambios en las condiciones fisicas. Por ejemplo, las
plantas modifican las condiciones de humedad del suelo y, a través de de la humedad
afectan a los organismos fitofagos que consumen tejidos radiculares (Duncan y McCoy
2001, pero ver Ludwig et al. 2004). A diferencia de los efectos directos sobre las
comunidades o las condiciones fisicas del suelo, los efectos a través de las condiciones
quimicas y biogeoquimicos (como el pH o los nutrientes) suelen implicar complejas
vias en interaccion con la humedad, la temperatura y la composicion de especies de las
comunidades del suelo (Ehrenfeld et al. 2005).

Por otro lado, las relaciones que las plantas establecen en la parte aérea modifican los
detritos que llegan al suelo y en consecuencia, a las redes troficas asociadas (van der
Putten et al. 2007a). Una relacion aérea menos estudiada que la herbivoria, es la que
establecen los hongos endofitos del género Neotyphodium con numerosas especies de
gramineas de clima templado. A pesar que estos hongos endofitos colonizan
exclusivamente organos aéreos del pasto hospedante, pueden modificar la biomasa
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radicular, la produccion y actividad de exudados radiculares y, la disponibilidad de
nutrientes en la rizosfera (Malinowski et al. 1998a, Franzluebbers y Hill 2005, Van
Hecke et al. 2005, Franzluebbers 2006, Omacini et al. 2011). Aunque desconocemos los
mecanismos especificos, es probable que los cambios en el ambiente quimico del suelo
(Malinowski et al. 1998a, Malinowski et al. 2004, Antunes et al. 2008) contribuyan a
los efectos observados sobre distintos grupos de organismos del suelo (Ej.:
Franzluebbers et al. 1999, Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Van Hecke et al.
2005, Jenkins et al. 2006, Buyer et al. 2011, Casas et al. 2011, Omacini et al. 2011).

Se ha observado que los hongos endofitos influyen sobre los microorganismos
asociados a la rizosfera (Van Hecke et al. 2005, Jenkins et al. 2006, Igbal et al. 2012), y
reducen la colonizacion micorricica (Chu-Chou et al. 1992, Guo et al. 1992, Miiller
2003, pero ver Novas et al. 2005, Omacini et al. 2006, Antunes et al. 2008, Mack y
Rudgers 2008, Novas et al. 2009). Ademas, modifican la capacidad metabdlica de la
comunidad del suelo (Casas et al. 2011) y la tasas de descomposicién de la broza
(Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Siegrist et al. 2010). Algunos experimentos
sugieren que el impacto negativo sobre la descomposicion esta dado por cambios en el
microambiente del suelo mas que por la presencia del endofito en la broza en
descomposicion (Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Siegrist et al. 2010). Sin
embargo, los resultados podrian ser opuestos en condiciones de campo como
consecuencia de un proceso de aclimatacion de las redes troficas del suelo (Lemons et
al. 2005).

El objetivo de este capitulo es evaluar bajo condiciones ambientales naturales la
importancia relativa de distintas vias a través de las cuales de la simbiosis L.
multiflorum -N. occultans puede modificar la descomposicion y a los grupos troficos del
suelo en el corto plazo (i.e. una estaciéon de crecimiento de un hospedante anual). Se
consideraran tres vias de influencia: 1) la calidad de los tejidos aéreos muertos (Ba), ii)
la calidad de los tejidos radiculares muertos (Br) y, iii) el ambiente del suelo generado
por la actividad de L. multiflorum (A) (Figura 2.1). En particular se pone a prueba la
hipotesis que N. occultans en L. multiflorum reduce la riqueza, la diversidad y
abundancia de los grupos troficos del suelo a través de los cambios que genera
principalmente, en la calidad de los detritos aéreos que llegan al suelo. Ademas, se
evalua a los grupos troficos del suelo reconociendo grupos funcionales como posibles
determinantes de los cambios en la tasa de descomposicion (Nahmani y Rossi 2003,
Bardgett et al. 2005).
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Figura 2.1: el esquema representa las principales vias de
influencia a través de las cuales las plantas pueden modificar la
estructura de la red tréfica del suelo y los procesos que dependen
de su actividad. En este capitulo se evaliia como la presencia del
hongo endofito N. occultans que se hospeda en tejidos aéreos de L.
multiflorum podria influir sobre los grupos troficos y la actividad
de las comunidades del suelo a través de estas vias.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Disefio experimental

Se realiz6 un experimento factorial bajo condiciones ambientales naturales [campo
experimental del Jardin Botanico de la Universidad de Osnabriick en Alemania (52°16'
N, 8°3" E)]. El suelo del campo experimental esta compuesto por una mezcla artificial
de arena y arcillas de 40 cm de profundidad sobre areniscas calcareas. Se manipul6 de
manera experimental la calidad de la broza (Detritos; tejidos muertos aéreos y
radiculares) y el ambiente del suelo donde estos detritos se descomponen. La broza
provino de tejidos muertos de individuos de Lolium multiflorum de poblaciones con alta
(B+) o baja (B-) frecuencia de hongos endofitos. Los ambientes del suelo fueron
generados por el crecimiento de poblaciones de L. multiflorum con alta (A+) o baja (A-)
frecuencia de hongos endofitos (Figura 2.2).
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Plantas de L. multiflorum,
que originaron la broza
para las bolsas de
descomposicion.

Plantas de L. multiflorum
que generaron los
ambientes del suelo.

Figura 2.2: disefio del experimento. Plantas de Lolium multiflorum con alta o
baja frecuencia de endofitos fueron cultivadas en macetas bajo condiciones
controladas de luz, agua y temperatura. La broza de dos origenes: tejidos aéreos
(1) y radiculares (2) de estas plantas fueron utilizadas para armar dos tipos de
bolsas de descomposicion. Las bolsas con broza proveniente de tejidos con alta
(B+) y baja (B-) frecuencia de endofitos fueron colocadas en parcelas donde
crecian plantas de L. multiflorum con alta o baja frecuencia de endofitos para
generar dos ambientes del suelo contrastantes (A+ y A-, respectivamente). Las
lineas curvas de color azul en el esquema simbolizan al hongo endofito
Neotyphodium occultans en simbiosis con plantas de L. multiflorum. Vale
aclarar que es una representacion de la relacion simbidtica dado que, el hongo
endofito se aloja en el interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas
ni sintomas visibles.

2.2.2 Origen de las semillas utilizadas

Las semillas que se utilizaron para generar las brozas aéreas y radiculares asi como,
los ambientes del suelo provenientes de la misma poblacion original con alta frecuencia
de infeccion con endofitos. Las semillas originales fueron recolectadas de un pastizal
dominado por L. multiflorum al Este de la Pampa Interior (Ea. “San Claudio”, Carlos
Casares, Pcia. de Bs. As.). Estas semillas presentan naturalmente niveles altos de
frecuencia de N. occultans (Vila-Aiub et al. 1997). La mitad de las semillas fueron
tratadas con el fungicida sistémico triadimenol (0,5 g principio activo/100 g de semilla)
para obtener semillas libres del hongo endofito (ver metodologia utilizada por Omacini
et al. 2004). Ambos grupos de semillas (no tratadas y tratadas con el fungicida) fueron
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sembradas a igual densidad bajo las mismas condiciones ambientales (jardin
experimental de la Céatedra de Ecologia de la FAUBA). Las semillas producidas por
estas plantas corresponden a la F1 y fueron utilizadas en el experimento (de ahora en
adelante E+ y E-). La frecuencia de hongos endofitos en estas semillas fue evaluada
mediante tincién con Rosa de Bengala y observacion microscopica (presencia/ausencia
del hongo; n= 30) (Bacon y White 1994). El hongo endofito fue encontrado en el 76 %
y el 3 % de las semillas de las plantas E+ y E-, respectivamente.

2.2.3 Obtencion de broza de poblaciones de Lolium multiflorum con alta y
baja frecuencia de endofitos

Para generar las brozas B+ y B- se cultivaron plantas de L. multiflorum E+ y E-,
respecyivamente, en macetas de 3 litros bajo condiciones controladas de luz (12 h),
temperatura (22 °C) y de riego en mayo de 2008 (Figura 2.2). Los tejidos aéreos
fueron cosechados a medida que envejecieron mientras que los tejidos radiculares
fueron cosechados al final del ciclo de vida de las plantas. El material cosechado se
conservd para armar bolsas de descomposicion (i.e. bolsas cribadas de 10 cm x 5 cm y
poro de 2 mm). En cada una de las bolsas se colocd 500 mg de broza aérea 6 250 mg de
broza de raices (la cantidad de broza por bolsa estuvo limitada por la disponibilidad del
material). En todos los casos la broza fue cortada en fragmentos de 2 cm para
homogeneizar el tamafio y la accesibilidad de los organismos. Ademas, se controld la
relacion entre varas y laminas (1:1) para todas las bolsas con broza aérea con el objetivo
de minimizar diferencias debidas a la calidad del material.

2.2.4 Generacion de ambientes bajo la influencia de poblaciones de
Lolium multiflorum con alta o baja frecuencia de endofitos

Para generar los ambientes A+ y A- semillas de L. multiflorum E+ y E-
respectivamente fueron germinadas en bandejas bajo condiciones controladas de luz (12
h) y temperatura (25 °C) en junio de 2008 (Figura 2.2). Las plantulas fueron
transplantadas a los 30 dias a las parcelas experimentales (0,5 m x 0,5 m) a una
densidad de 2000 plantulas.m™. El experimento se mantuvo bajo riego y en condiciones
ambientales naturales de luz y temperatura [Jardin Botdnico de la Universidad de
Osnabriick. Alemania (52°16' N, 8°3' E)]. El disefio contempld ocho bloques completos
donde se asignaron al azar los cuatro tratamientos que resultan de la combinacion de los
factores calidad de la broza y ambiente del suelo (B-A-, B-A+, B+A- y B+A+. Un total
de 32 unidades experimentales). A principios de octubre de 2008 en cada parcela se
colocd una bolsa de descomposicion con broza aérea (Ba) sobre la superficie del suelo y
otra con broza de raices (Br) enterrada de forma vertical quedando el extremo superior a
2 cm de la superficie. Las bolsas fueron retiradas seis meses después (a principios de
abril de 2009, al final del ciclo de vida de las plantas de L. multiflorum). El periodo
junio-abril respeto la estacionalidad natural de la especie en la region donde se realizo el
experimento.

2.2.5 Determinaciones

Las bolsas con broza aérea y radicular fueron recolectadas y llevadas de inmediato a
un extractor tipo Kempson (Southwood (Sir.) y Henderson 2000). Los organismos
invertebrados extraidos fueron conservados en etanol (70 %) para el posterior examen y
clasificacion. Se identificaron los siguientes grupos taxonomicos: Annelida, Mollusca,
Tardigrada, Arachnida, Myriapoda, Crustacea, Insecta y Collembola (Schaefer 2002).
Soélo los organismos pertenecientes al grupo de los Collembola fueron determinados a
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nivel de especie usando la clave de clasificacion de Hopkin (2007) y de Bellinger et al.
(1996-2011). En el apéndice se muestran todos los individuos encontrados y
clasificados (Cuadro A.1). Se identificaron 37 grupos taxondémicos que fueron
utilizados para calcular la riqueza y la diversidad de Shannon (Nahmani y Rossi 2003).
Luego, estos grupos taxondmicos fueron clasificados en grupos troficos segun el tipo de
alimentacion mas frecuente: detritivoros, fitofagos, fungivoros, bacteridfagos,
omnivoros y depredadores (Figura 2.3). Los resultados se expresan por bolsa de
descomposicion. Después de la extraccion de los organismos, las bolsas fueron secadas
a 40 °C durante 72 h y pesadas (con una precision de 0,01 g). La descomposicion se
estim6 a partir de los valores de broza remanente expresados como porcentaje del peso
seco inicial.

Detritivoros
Julidae
Tenebrionidae
— Fitofagos
Curculionidae Fungivoros l
Tardigrada Bourletiellidae (1) Depredadores
Thysanoptera Brachypauropodidae Arancae
Enchytraeidae (5) R
R OS] Lithobiidae (1)
\ Isotomidac (8) Staphylinidae
\ Onychiuridae (1) Uropodina
. Poduridae (1) p A
Broza 7! \ Sminthuridae (2)
1 1
| » Hongo i.__: ______ . Omnivoros
L ' ! Armadilloidea (1)
| ! Gastropoda
' ! Lumbricidae
: | Oniscoidea (1) :
S Bacterial . : Oribatida :
o S Psocoptera !
! Scutigerellidae '
——————————————————————— 1
:__>i Bacteriéfagos .- ___J_________. !

Figura 2.3: el esquema muestra la clasificacion tréfica de los invertebrados extraidos de las
bolsas de descomposicion de broza de origen aéreo y radicular. La clasificacion taxondmica
en el esquema corresponde al nivel de familia o superior. La cantidad de organismos en
niveles inferiores a familia se indica entre paréntesis. La clasificacion exhaustiva se
encuentra descripta en la seccion Anexo de la tesis (Cuadro A.l1). No se encontraron
bacteriofagos. Las flechas indican las relaciones entre los grupos troficos.

46



Capitulo 2

2.2.6 Analisis estadistico

Las bolsas de descomposicion colocadas en superficie y en profundidad fueron
confeccionadas con detritos de distinto origen (Ej.: broza de tejidos aéreos y radiculares,
respectivamente) (Figura 2.2). Para evitar la confusién de efectos, las bolsas en
superficie y en profundidad fueron analizadas de manera independiente. Los datos
fueron analizados mediante modelos lineales de efectos mixtos. Se utilizo la funcion
Ime [incluida en el paquete nlme (Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los
valores de porcentaje de broza remanente fueron comparados mediante un modelo que
consider6 a la calidad de la broza (B- 6 B+ ) y al ambiente del suelo (A- 6 A+) como
factores fijos y a los bloques como factor aleatorio.

La riqueza y la diversidad (segin el indice de Shannon o Shannon—-Weaver [o
Shannon—Wiener)] se determinaron mediante las funciones specnumber(datos) y
diversity(datos) del paquete vegan, respectivamente (Oksanen et al. 2010). La funcion
specnumber determina el nimero de grupos taxonémicos, en este caso, y es equivalente
a la function basica rowSums(datos > 0). El indice de Shannon define la diversidad de
grupos taxondémicos como H’=-)p; x log,(pi) donde p; es la abundancia proporcional de
las especies y b es la base del logaritmo.

El modelo utilizado para los valores de riqueza, diversidad y abundancia de cada uno
de los grupos troficos incluyo a la calidad de la broza (B- 6 B+ ), al ambiente del suelo
(A- 6 A+) y a la biomasa remanente en las bolsas de descomposicion (y las
interacciones con los factores fijos incluidos en el primer modelo) como factores fijos.
Los bloques fueron el factor aleatorio. Incluir a la biomasa remanente en el andlisis
permitié evaluar en qué medida los cambios en las variables analizadas estuvieron
mediados por un efecto cuantitativo de la cantidad de sustrato disponible para los
organismos del suelo. El supuesto de normalidad fue evaluado con los residuos de los
modelos mediante la funcion shapiro.test(residuals(modelo) del paquete “basic”. El
supuesto de homogeneidad de varianzas fue evaluado mediante la prueba de Levene con
la funcion leveneTest [del paquete car (Fox 2009)]. Cuando fue necesario los valores
fueron transformados por el logaritmo (x+1). Esta transformacion fue realizada para la
abundancia de: fungivoros en superficie y en profundidad y, omnivoros y depredadores
en profundidad. Los datos correspondientes a los fitofagos no fueron analizados debido
a la falta de datos. Cuando hubo interaccion entre los factores fijos, las comparaciones a
posteriori se realizaron mediante la prueba de Tukey (P<0,05) con la funcién glht
(paquete multcomp (Hothorn et al. 2008).

Todos los resultados se presentan como los promedios no transformados de las
repeticiones + error estdndar. Las repeticiones no fueron iguales para todos los
tratamientos debido a la pérdida de bolsas durante el experimento. Todos los analisis
fueron realizados con el programa R-cran, version 2.10 (R Development Core Team
2007).

2.3 RESULTADOS

El ambiente del suelo y la calidad de la broza modificaron la tasa de descomposicion
de la broza de tejidos aéreos (Cuadro 2.1). A pesar que la prueba de comparaciones
multiples no detectd diferencias entre tratamientos, la broza remanente tendid a ser
menor en los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-B-) respecto de los demas
tratamientos. En consecuencia, la tasa de descomposicion de la broza aérea tendio a ser
mayor con baja frecuencia de endofitos (Figura 2.4 a).
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Solo el ambiente modificod las tasas de descomposicion de la broza de raices
(Cuadro 2.1). El porcentaje de biomasa radicular remanente en los ambientes con baja
frecuencia de endofitos (A-) represento las dos terceras partes del porcentaje de biomasa
remanente en los ambientes con alta frecuencia de endofitos (A+) independientemente
de la presencia del endofito en la broza. Es decir, la tasa de descomposicion fue menor
en los ambientes donde crecieron plantas de Lolium multiflorum con alta frecuencia de
endofitos (Figura 2.4 b).

La presencia del endofito en el ambiente del suelo y en la broza modifico la riqueza y
diversidad de grupos troficos asociados a la broza de tejidos aéreos (Cuadro 2.2). La
cantidad de broza remanente no influyo sobre estas variables. A pesar que la prueba de
comparaciones multiples no detectd diferencias entre tratamientos, las tendencias
sugieren que, tanto la riqueza como la diversidad fueron mayores en los ambientes y en
la broza con baja frecuencia de endofitos (A-B-) respecto de los demads tratamientos
(Figura 2.5 ayc).

Solo el ambiente del suelo generd cambios en la estructura de la comunidad edafica
asociada a la broza de tejidos radiculares (Cuadro 2.2). La riqueza y la diversidad de
grupos troficos fueron mayores en los ambientes con alta frecuencia de endofitos (A+)
respecto de los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-) (Figura 2.5 by d).
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Figura 2.4: porcentaje de biomasa remanente asociada a la broza aérea (a) o
radicular (b) de plantas de L. multiflorum provenientes de poblaciones con
baja o alta frecuencia de endofitos (barras blancas: B- y negras: B+,
respectivamente). Las bolsas de descomposicion conteniendo ambas
calidades de broza fueron colocadas en superficie o en profundidad,
respectivamente en ambientes donde crecian plantas de L. multiflorum con
baja o alta frecuencia de endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras
muestran el promedio (£ error estandar) de seis a ocho repeticiones. Las
diferencias entre tratamientos estan indicadas con distintas letras (P<0,05.
Prueba de Tukey).
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Cuadro 2.1: resultado de los modelos estadisticos para los efectos de la
calidad de la broza y el ambiente del suelo sobre la broza aérea y radicular
remanente de L. multiflorum. La calidad de la broza en descomposicion y el
ambiente del suelo fueron generados por plantas de L. multiflorum con alto o
bajo nivel de infeccion con el hongo endofito N. occultans. La broza de tejidos
aéreos y radiculares fue analizada de manera independiente. El cuadro muestra
el estadistico, los grados de libertad asociados [F (gl)] y, el valor de

probabilidad (valor-p).

Broza aérea Broza radicular
F1,16 p-Valor F1,19 p-Valor
Broza (B) 0,24 0,632 3,14 0,093
Ambiente (A) 0,32 0,578 4,67 0,044
Bx A 7,53 0,014 0,06 0,808
15 Aérea . Radicular
a) b) ] B-
~ 12 12- m B
B
N g 9 9- b b
5 3 a
25 67 64 a
&
i R
LM .
3.0 3.0
c d
2.5 ) 2.5+ )
T 2.0+ 2.0+
32 b b
g ﬁ 1.5 1.54 a a
z .9
) "g 1.0+ 1.0
“ Al
0.0 0.0
A - A+ A - A+

Figura 2.5: caracteristicas de la comunidad de organismos asociada a broza
aérea (a la izquierda) o radicular (a la derecha) en las bolsas de
descomposicion. La figura se muestra la riqueza (a, b) y la diversidad de
Shannon (c, d) de los grupos taxondémicos extraidos de las bolsas de
descomposicion contiendo broza de L. multiflorum provenientes de
poblaciones con baja o alta frecuencia de endofitos (barras blancas: B- y
negras: B+) colocadas en superficie o en profundidad, respectivamente en
ambientes donde crecian plantas de L. multiflorum con baja o alta frecuencia
de endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras muestras el promedio (+
error estdndar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre tratamientos
estan indicadas con distintas letras (P<0,05. Prueba de Tukey).
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La presencia del endofito tanto en el ambiente del suelo como en la broza aérea
influyeron sobre la abundancia de organismos fungivoros y depredadores (Cuadro
2.2). La abundancia de los fungivoros asociados a la broza aérea con baja frecuencia de
endofitos en los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-B-) fue mas del doble
que la abundancia de fungivoros asociados a los otros tratamientos (Figura 2.6 a).
Mientras tanto, la prueba de comparaciones multiples no detectd diferencias entre
tratamientos para el grupo de los depredadores y, no hubo evidencias de cambios en la
abundancia de omnivoros debido a los tratamientos (Figura 2.6 c y e). La cantidad de
broza remanente no estuvo asociada a los valores de abundancia en ninguno de los
grupos tréficos (Cuadro 2.2).

El ambiente del suelo modificé la abundancia de organismos fungivoros y omnivoros
asociados a la broza de tejido radicular (Cuadro 2.2). La abundancia de organismos
fungivoros asociados a la broza radicular en el ambiente con baja frecuencia de
endofitos (A-) fue en promedio 40 % menor que en el ambiente con alta frecuencia de
endofitos (A+) (Figura 2.6 b). La abundancia de omnivoros estuvo influida por el
ambiente del suelo pero ademas, hubo interaccion entre la presencia del endofito en la
broza y la cantidad de broza remanente en las bolsas de descomposicion (Cuadro 2.2).
En promedio, en los ambientes con baja frecuencia de endofitos la abundancia de este
grupo trofico fue 30 % menor que en los ambientes con alta frecuencia de endofitos
(Figura 2.6 d). No hubo evidencia de cambios en la abundancia de depredadores
debido a los tratamientos (Cuadro 2.2 y Figura 2.6 f).

2.4 DISCUSION

Existe poca informacion de como la variacion fenotipica generada por los hongos
endofitos aéreos influyen sobre las comunidades del suelo (Omacini et al. 2011). Este
capitulo constituye uno de los primeros trabajos que evalua el impacto de la simbiosis
Lolium multiflorum- Neotyphodium occultans sobre la descomposicion de tejidos aéreos
y subterraneos y la estructura de la comunidad de organismos del suelo considerando
varios grupos troéficos. Ademads, se consideran distintas vias de influencia de las plantas
sobre el suelo. Los resultados no confirmaron las hipétesis. En cambio, sugieren
fuertemente que los endofitos aéreos influyen en el proceso de descomposicion y en la
estructura de la comunidad de descomponedores a través de cambios en el ambiente del
suelo y, en menor medida, de la broza aérea. La ubicacion de N. occultans en los tejidos
aéreos de L. multiflorum no estaria necesariamente asociada a las vias de influencia
sobre las comunidades del suelo como podria especularse a priori.

Los resultados de este capitulo concuerdan con trabajos previos donde la presencia
de los hongos endofitos aéreos tanto en L. multiflorum (Omacini et al. 2004) como en L.
arundinaceum (Lemons et al. 2005, Siegrist et al. 2010) disminuye la tasa de
descomposicion y modifica la estructura de la comunidad del suelo principalmente, a
través de cambios en el ambiente. La actividad del sistema radicular durante del ciclo de
vida de L. arundinaceum hospedante de N. arundinaceum modifico el ambiente del
suelo (Malinowski et al. 1998a, Malinowski et al. 1998b, Malinowski y Belesky 2000,
Malinowski et al. 2004, Franzluebbers y Hill 2005). Se ha sugerido que algunos
compuestos recalcitrantes aun no identificados (Rasmussen et al. 2008) podrian ser
exudados y tener un impacto negativo sobre los organismos fungivoros y la tasa de
descomposicion (Moore et al. 2004, Omacini et al. 2004, Antunes et al. 2008, Siegrist et
al. 2010). Sin embargo, estos compuestos podrian degradarse y desaparecer
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relativamente rapido cuando los tejidos envejecen como en el caso de este experimento
(Garner et al. 1993, pero ver Antunes et al. 2008, Siegrist et al. 2010).
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Figura 2.6: abundancia de los organismos clasificados en grupos tréficos
segin el habito alimenticio en los distintos tratamientos. Las barras
representan la abundancia de organismos fungivoros (a, b), omnivoros (c,
d) y depredadores (e, f) asociados a la broza aérea (a la derecha) o
radicular (a la izquierda) de L. multiflorum proveniente de poblaciones
con baja o alta frecuencia de endofitos (barras blancas: B- y negras: B+,
respectivamente). Se colocaron bolsas de descomposicién en superficie
(broza aérea) o en profundidad (broza radicular) en ambientes donde
crecian plantas de L. multiflorum provenientes de poblaciones con baja o
alta frecuencia de endofitos (A- y A+). Las barras muestran el promedio
(= error estdndar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre
tratamientos estan indicadas con distintas letras (P<0,05. Prueba de
Tukey). La escala en el eje de ordenadas varia con el grupo trofico y el
analisis estadistico.

51



Cuadro 2.2: resultado de los modelos para los efectos del ambiente, la calidad de la broza y el porcentaje de broza remanente sobre la estructura de la
comunidad del suelo: riqueza, diversidad y, abundancia de los grupos tréficos (fungivoros, omnivoros y depredadores). Las comunidades asociadas a la broza
de tejidos aéreos (en superficie) y radiculares (en profundidad) fueron analizadas de manera independiente. EI modelo incluyé a la biomasa remante en las
bolsas de descomposicion con el objeto de evaluar la disponibilidad de sustrato en relacion a los valores observados. El cuadro muestra los valores del
estadistico F y el valor de probabilidad entre paréntesis (valor-p). Los grados de libertad fueron 1,12 y 1,15 para la broza aérea y radicular, respectivamente.

Broza aérea

Riqueza Diversidad Fungivoros Omnivoros Depredadores
Ambiente (A) 1,28 (0,280) 1,25 (0,286) 1,88 (0,195) 0,83 (0,379) 0,31 (0,590)
Broza (B) 0,70 (0,419) 0,79 (0,391) 1,47 (0,248) 1,19 (0,2797) 0,32 (0,583)
AxB 8,10 (0,015) 5,71 (0,034) 10,85 (0,006) 1,52 (0,241) 4,90 (0,047)
Remanente (R) 0,28 (0,608) 0,01 (0,929) 0,35 (0,566) 0,93 (0,354) 0,23 (0,639)
AxR 0,03 (0.857) 0,27 (0,613) 0,84 (0,376) 0,16 (0,692) 1,84 (0,200)
BxR 0,04 (0,835) 0,03 (0,868) 0,34 (0,570) 0,14 (0,719) 0,07 (0,797)
AxBxR 0,11 (0,742) 0,00 (0,985) 2,79 (0,121) 0,01 (0,909) 2,00 (0,183)

Broza radicular

Riqueza Diversidad Fungivoros Omnivoros Depredadores
Ambiente (A) 6,27 (0,024) 7,29 (0,017) 5,86 (0,029) 7,61 (0,015) 1,12 (0,307)
Broza (B) 2,09 (0,169) 2,55(0,131) 2,12 (0,166) 0,13 (0,723) 1,30 (0,272)
AxB 1,53 (0,235) 0,75 (0,401) 2,15 (0,163) 1,46 (0,246) 0,20 (0,661)
Remanente (R) 0,52 (0,483) 0,77 (0,395) 0,48 (0,501) 2,73 (0,119) 0,04 (0,848)
AxR 0,23 (0,636) 0,47 (0,502) 1,73 (0,208) 1,79 (0,200) 3,58 (0,078)
BxR 0,07 (0,789) 0,02 (0,898) 0,00 (0,973) 5,04 (0,040) 0,19 (0,671)
AxBxR 0,17 (0,682) 0,01 (0,921) 0,00 (0,948) 2,20 (0,159) 0,21 (0,653)
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La concentracion de los compuestos producidos por los hongos endofitos ha sido
propuesta como uno de los mecanismos principales capaces de explicar sus efectos
toxicos sobre herbivoros y sus parasitoides (Omacini et al. 2001, Rudgers y Clay 2008,
Cheplick y Faeth 2009, Faeth y Shochat 2010, Jani et al. 2010, Bultman et al. 2011,
Vesterlund et al. 2011). Sin embargo, estas respuestas no son universales. El tipo de
compuesto (Ej.: peraminas, ergovalina, lolitrem B) y su concentracion varian de manera
importante segiin la simbiosis, el tejido y la edad del tejido de la planta hospedante.
Mientras la concentracion de lolitrem B es mayor en tejidos mas viejos, lo opuesto
sucede con la concentracion de peraminas (Keogh et al. 1996). Alcaloides como
ergovalina y en menor medida lolitrem B presentes L. perenne- N. lolii, permanecen en
las hojas senescentes y también en las hojas muertas por defoliacion (Clark et al. 1996).
En este caso las hojas muertas en pasturas podrian ser una fuente importante de ambas
toxinas para los organismos del suelo y también, en forrajes conservados como fardos o
silaje (Clark et al. 1996). Por otro lado, aunque en bajas concentraciones, alcaloides
como las peraminas, ergovalina y lolitrem B fueron detectados en raices de L. perenne
hospedante de N. Lolii (Ball et al. 1997).

En pocos trabajos se han identificado y cuantificado los alcaloides presentes en la
simbiosis L. multiflorum- N. occultans. Sugawara et al. (2006) y TePaske et al. (1993)
encontraron N-formyl lolinas (toxina para insectos) y peraminas (disuasivo para
insectos herbivoros) en semillas de L. multiflorum hospedantes de endofitos. En cambio,
no detectaron ergovalina o lolitrem B, causantes de toxicidad en ganado (Sugawara et
al. 2006). La presencia de lolinas en las hojas (Omacini et al. 2009) podria explicar el
efecto negativo sobre insectos aéreos (Omacini et al. 2001). En cambio, es probable que
un mecanismo alternativo este asociado a la broza dado que, la concentracion de
peraminas declina en la hoja senescente (Keogh et al. 1996). Ponce et al. (2009)
encontraron que la presencia de N. occultans aumento6 el contenido y la variedad de
compuestos flavonoides y fenoles (incluyendo fitoalexinas) en tejidos aéreos y
radiculares de L. multiflorum sugiriendo que los hongos endofitos tienen un efecto
sistémico en la planta hospedante. Sin embargo, aun no sabemos en que medida estos
compuestos pueden afectar la descomposicion, ser exudados o permancer en el
ambiente del suelo después del ciclo de vida de la planta hospedante (Ej.: L.
multiflorum). En este capitulo, el efecto del ambiente fue més importante en
profundidad que en superficie apoyando a la actividad radicular como un mecanismo a
través del cual N. occultans modifica las tasas de descomposicion y a los organismos
del suelo. Por otro lado, la cantidad de broza remanente practicamente no influy6 sobre
la actividad o la estructura de la comunidad del suelo. Esto sugiere que, si existe un
mecanismo asociado a la liberacion de compuestos desde la broza, estos no persistieron
en los tejidos radiculares muertos o; al menos, no en concentraciones suficientes.

Los efectos del endofito en el ambiente del suelo y en la broza aérea redujeron la
abundancia de organismos fungivoros (colémbolos) lo que podria estar relacionado con
las menores tasas de descomposicion. Lemons et al. (2005) observaron que la presencia
de N. coenophialum en L. arundinaceum favoreci6 la abundancia de ciertas especies de
colémbolos del suelo que se alimentan de compuestos més recalcitrantes sin modificar
la abundancia total de este grupo de organismos. Otros trabajos encontraron un impacto
negativo del endofito en L. arundinaceum sobre la biomasa fungica del suelo
(Franzluebbers y Hill 2005, Igbal et al. 2012) [(pero ver Casas et al. 2011)- L.
multiflorum] y la tasa de descomposicion (Este capitulo) (Lemons et al. 2005, Siegrist et
al. 2010) [(Omacini et al. 2004)- L. multiflorum]. Aunque no podemos descartar la
presencia de otros mecanismos, estos resultados en conjunto apoyan la idea de que el
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impacto de la simbiosis se transmite a través de la via de los hongos del suelo (Uchitel
2008). Por otro lado, el endofito pudo tener efectos sobre desarrollo o la tasa de
reproduccion de especies particulares del suelo como se ha demostrado para algunos
artropodos aéreos (Ej.: Williamson y Potier 1997, Bultman et al. 2004, Kunkel et al.
2004, Potter et al. 2008). Este tipo de efectos no han sido considerados hasta el
momento para organismos del suelo.

Muy pocos trabajos han estudiado el impacto de Neotyphodium sp. sobre las
relaciones entre grupos tréficos y ninguno los ha relacionado con procesos del suelo
como la descomposicion o la mineralizacion. A pesar que los endofitos generan efectos
tanto sobre las redes troficas aéreas como del suelo, las redes troficas de artrépodos
aéreos han sido estudiadas con mayor detalle que las del suelo (Omacini et al. 2001,
Bultman et al. 2004, Finkes et al. 2006, Rudgers y Clay 2008, Faeth 2009, Faeth y
Shochat 2010, Jani et al. 2010, Bultman et al. 2011, Vesterlund et al. 2011). Cuando el
lepidoptero Agrotis ipsilon se alimentd de L. arundinaceum hospedante de N.
coenophialum fue menos susceptible a un nematodo entomopatogeno (Steinernema
carpocapsae). Este efecto se produjo debido a que los alcaloides producidos por el
endofito fueron tdxicos para una bacteria simbionte de los nematodes (Kunkel et al.
2004, Richmond y Bigelow 2009). Se ha observado que la presencia de endofitos
modifica la abundancia de especies y grupos de organismos particulares del suelo (Ej.:
Franzluebbers y Hill 2005, Lemons et al. 2005, Van Hecke et al. 2005, Jenkins et al.
2006, Buyer et al. 2011, Casas et al. 2011). El trabajo de Grewal et al. (1995) sugiere
que las larvas de escarabidos son mas susceptibles a nematodes cuando se alimentan de
raices de L. arundinaceum hospedantes de N. coenophialum. En un experimento similar,
Koppenhofer y Fuzy (2003) no encontraron efectos. Si bien es especulativo, las
tendencias observadas y los resultados de otros experimentos sugieren que los efectos
podrian transmitirse entre niveles troficos. Mientras los resultados de este capitulo no
dan cuenta de una asociacion clara entre los grupos, aun hacen falta trabajos que ayuden
a dilucidar el impacto de esta simbiosis sobre las relaciones troficas del suelo y las tasas
de descomposicion y mineralizacion.

La presencia de la simbiosis a través de cambios en la condiciones del ambiente
aumento la riqueza y la diversidad de grupos taxondémicos de las comunidades del suelo
asociadas a la broza radicular. La produccion de alcaloides explicé una mayor
abundancia, riqueza y diversidad de artropodos aéreos asociadas a Achnatherum
robustum hospedantes de endofitos (Jani et al. 2010). Faeth et al. (2010) encontraron
mayor riqueza de artropodos descomponedores en plantas de Festuca arizonica
hospedantes endofitos. En este capitulo, la riqueza y la diversidad también fueron
mayores en profundidad en los ambientes donde crecieron plantas de L. multiflorum
hospedantes del endofito N. occultans. Aunque la concentracion de alcaloides no fue
determinada, los mecanismos a través de los cuales los endofitos afectan a las
comunidades aéreas y del suelo podrian ser similares. Como se discutié antes, algunos
compuestos secundarios podrian ser transportados y exudados a través del sistema
radicular (Ponce et al. 2009)[(Koulman et al. 2007)-peraminas en tejidos aéreos].

Algunos trabajos critican fuertemente el sesgo en el estudio de unas pocas simbiosis
y limitan las posibilidad de arribar a generalizaciones al sostener que el resultado de la
relacion depende fuertemente de la genética de los simbiontes y del ambiente que
exploran (Faeth y Fagan 2002, Saikkonen et al. 2004, Miiller y Krauss 2005, Faeth y
Hamilton 2006, Saikkonen et al. 2006, Cheplick 2007, Rasmussen et al. 2007, Cheplick
y Faeth 2009, Rudgers y Orr 2009). Los estudios en general se han centrado en la
relacion entre L. arundinaceum 'y N. coenophialum. En conjunto, estos trabajos sugieren

54



Capitulo 2

que la presencia de N. coenophialum modifica el ambiente del suelo, reduce las tasas de
descomposicion, aumenta la biomasa microbiana, reduce las tasas de mineralizacion y
favorece el secuestro de carbono (Franzluebbers et al. 1999, Franzluebbers y
Stuedemann 2005, Van Hecke et al. 2005, Jenkins et al. 2006, Buyer et al. 2011,
Handayani et al. 2011, ver revision de Omacini et al. 2011, Igbal et al. 2012). Los
resultados obtenidos en este estudio concuerdan en gran medida con las evidencias
sobre L. arundinaceum mencionadas anteriormente a pesar que los efectos de la
simbiosis L. multiflorum- N. occultans fueron sutiles al igual que en trabajos previos del
mismo grupo de trabajo con esta simbiosis (Omacini et al. 2004, Uchitel 2008, Casas et
al. 2011). Ademas, el efecto de N. occultans sobre la riqueza fue consistente con los
efectos sobre la riqueza de artropodos para otras relaciones pasto-endofito menos
estudiadas (Faeth y Shochat 2010, Jani et al. 2010). La riqueza aumento6 en el ambiente
aéreo con la presencia de Neotyphodium sp. en Achnatherum robustum (Jani et al.
2010) y, en el ambiente del suelo con la presencia de Neotyphodium sp. en Festuca
arizonica (Faeth y Shochat 2010) y L. multiflorum (este capitulo). Por otro lado, estos
resultados fueron consistentes para relaciones pasto-endofitos con perfiles de
compuestos secundarios disimiles (Rasmussen et al. 2008, Jani et al. 2010). Estas
consistencias contradicen las criticas anteriores y contribuyen a entender el significado
ecologico de estas simbiosis dentro de un marco mas amplio en el que se consideran
otros pastos hospedantes.

Este capitulo es un avance en entender como organismos aéreos en apariencia no
relacionados con los organismos del suelo pueden en realidad, tener un impacto
importante en la organizacion y funcionamiento de sus comunidades. Lolium
multiflorum, posee un amplio rango de distribuciéon e importancia en pastizales
naturalizados y pasturas (D'Angela et al. 1986, Omacini et al. 1995, Trebino et al. 1996,
Chaneton et al. 2002, Tognetti 2010) y en consecuencia, el aporte de broza y detritos de
esta especie puede ser importante en estas comunidades. En este sentido, es importante
entender como y en qué medida la presencia del endofito puede modular el
funcionamiento y, los grupos tréficos del suelo. Los resultados presentados sugieren que
la simbiosis L. multiflorum - N. occultans influye sobre los grupos troficos del suelo al
menos a través de dos vias: el ambiente del suelo y la broza aérea (desestimando a la
broza radicular). Ademas, los efectos podrian propagarse a través de relaciones troficas
aun en el corto tiempo dado por una estacion de crecimiento (Buyer et al. 2011). Es
necesario integrar aspectos bioquimicos para comprender mejor los mecanismos
especificos y su relacion con los impactos ecologicos de estas simbiosis y sus posibles
consecuencias sobre los flujos de materia y energia en el ecosistema.
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Capitulo 3

CAPITULO 3 INTERACCIONES MULTIPLES: LA SIMBIOSIS
LOLIUM MULTIFLORUM - NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL
PASTOREO PUEDEN MODULAR LA ACTIVIDAD Y A LOS
ORGANISMOS DEL SUELO EN DISTINTOS AMBIENTES

57



58



Capitulo 3

3.1 INTRODUCCION

El estudio de las interacciones entre especies es central para comprender la
complejidad de los ecosistemas (Paine 1980, Hunter y Price 1992, Polis y Winemiller
1996, Berlow et al. 2004, Hooper et al. 2005, Wardle 2006). Mientras en el pasado se
consideraban so6lo las interacciones que involucran a pares de especies dentro de uno o
dos niveles troficos, principalmente la competencia y la herbivoria, en los ultimos afos
ha crecido el interés por otras interacciones y por incorporar los efectos indirectos sobre
otras especies presentes en la comunidad (Ej.: Mueller et al. 2001, van der Putten et al.
2001, Gange y Brown 2002, Stanton 2003, Strauss y Irwin 2004, Strauss et al. 2004,
Mack y Rudgers 2008, Hartley y Gange 2009, Larimer et al. 2010).

Las plantas responden al dafio por herbivoros mediante cambios en la produccion de
compuestos aleloquimicos, la concentracion de nutrientes, el crecimiento, la morfologia
y la fenologia (Wardle et al. 2004b, Bardgett et al. 2005, Bazot et al. 2005, Bezemer y
van Dam 2005, ver revision en Ohgushi 2005, Belesky et al. 2010). A través de
cualquiera de estos efectos, la herbivoria puede influir de manera indirecta sobre el
suelo. Por ejemplo, se ha observado que, de manera inmediata, el pastoreo aumenta la
deposicion de compuestos radiculares (Holland et al. 1996, Paterson et al. 2005), la
biomasa microbiana (Bardgett et al. 1998, Bardgett y Chan 1999, Guitian y Bardgett
2000, Hamilton y Frank 2001, Mikola et al. 2001a); la abundancia de organismos
consumidores (Mikola et al. 2001a, Mikola et al. 2001b, Hokka et al. 2004, Ilmarinen et
al. 2005) y la colonizacion micorricica (Hokka et al. 2004). En consecuencia, la relacion
planta-herbivoro en la parte aérea tiene un impacto importante sobre la estructura y la
dindmica de las redes troficas de la rizosfera (Bardgett et al. 1998, Frank et al. 2000,
Guitian y Bardgett 2000, Hamilton y Frank 2001, Mikola et al. 2001b, Bardgett y
Wardle 2003, Wardle et al. 2004a, Wardle et al. 2004b, Ilmarinen et al. 2005, Hamilton
III et al. 2008). Estos mecanismos podrian asegurar la disponibilidad de nutrientes que
la planta defoliada necesita para recuperar rapidamente los tejidos (Bardgett et al. 1998)
y eventualmente alcanzar el crecimiento compensatorio (Hamilton y Frank 2001,
Mikola et al. 2001b, Hamilton III et al. 2008).

Una relacion aérea menos estudiada que la herbivoria, es la que se establecen los
hongos endofitos del género Neotyphodium con numerosos pastos de clima templado.
Estos simbiontes también generan multiples cambios en el hospedante y su rizosfera
afectando la actividad y estructura de la comunidad del suelo (ver Capitulo 2)(Omacini
et al. 2011). La simbiosis L. multiflorum - N. occultans es muy frecuente en pastizales y
pasturas de la region Pampeana en Argentina (De Battista 2005, Gundel et al. 2009)
(Casas, observacion personal). Dado que L. multiflorum es una especie palatable de alta
calidad y, que el endofito que hospeda no genera toxicidad para el ganado (Sugawara et
al. 2006), es muy comun encontrar esta simbiosis naturalizada o sembrada en el
contexto de diferentes niveles de pastoreo.

La estructura de la red trofica del suelo y los procesos regulados por ésta afectan el
crecimiento de las plantas lo que a su vez altera la calidad, la cantidad y la
disponibilidad de recursos, que dan sustento a los organismos del suelo (Wardle et al.
1997, de Ruiter et al. 1998, Scheu et al. 1999, Bardgett et al. 2001, Moore et al. 2004,
Poveda et al. 2007). En la tltima década se ha empezado a reconocer la importancia de
grupos troficos particulares del suelo como determinantes de la descomposicion, el
ciclado de nutrientes y el crecimiento de las plantas (Mikola y Setéld 1998, Laakso y
Setédld 1999, Bardgett et al. 2005). Los nematodes constituyen el grupo mas abundante
dentro de la mesofauna del suelo y ocupan diversas posiciones en la red tréfica del suelo
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(Yeates et al. 1993, Bongers y Ferris 1999, Ferris et al. 2001). A una escala local, los
nematodes son utiles indicadores de las condiciones biologicas y fisico-quimicas del
suelo (Yeates et al. 1993, Yeates y Bongers 1999, Yeates et al. 1999, Ferris et al. 2001).
Ademas, se ha mostrado que la historia de uso del suelo asociada a la practicas de
manejo tienen una influencia mayor que los cambios actuales sobre las comunidades de
nematodes en el corto plazo (Korthals et al. 2001).

El sesgo hacia el estudio de relaciones aisladas ha descuidado cuestiones como si la
presencia del pastoreo potencia o debilita los efectos de la simbiosis L. multiflorum - N.
occultans sobre la red trofica del suelo. Estudios recientes revelan que el pastoreo
podria reducir la eficiencia de transmision de N. occultans de planta a semilla en L.
multiflorum (Garcia Parisi et al. 2011) lo que podria modificar drasticamente los
resultados de las relaciones consideradas de forma aislada. Este proceso no explicaria la
persistencia de la simbiosis en pastizales o incluso el aumento en la frecuencia de
plantas de L. arundinaceum hospedantes de N. coenophialum bajo pastoreo descripto
por varios autores (Clay et al. 2005, Koh y Hik 2007). Sin embargo, el pastoreo, al
reducir la capacidad fotosintética de la planta (Holland y Detling 1990), podria generar
condiciones de estrés de carbono que a su vez, limitarian el metabolismo y/o el
crecimiento de los endofitos y podrian debilitar los efectos de la simbiosis sobre otros
organismos de la comunidad.
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Figura 3.1: el esquema representa como la presencia de plantas con alta frecuencia de
endofitos puede generar cambios en la estructura y el funcionamiento de las
comunidades del suelo al final del ciclo de la planta y en qué medida estos cambios
pueden ser modulados por el pastoreo previo de las plantas hospedantes.

Este capitulo tiene por objetivo evaluar los efectos de la interaccion entre el pasto, el
endofito y el pastoreo sobre los grupos troficos y procesos clave del suelo. De un modo
especifico, se evaluard en qué medida el impacto de la relacion entre L. multiflorum, N.
occultans y los herbivoros puede persistir en el ambiente edafico después del ciclo de
vida de la planta modulando la abundancia de nematodes clasificados en distintos
grupos troficos y, los procesos de descomposicion de broza y de mineralizacion de
nitrégeno (Figura 3.1). En particular se puso a prueba la hipotesis que la presencia de
N. occultans en L. multiflorum reduce la tasa de descomposicion y de mineralizacion asi
como la abundancia de los grupos tréficos de nematodes relacionados con los hongos
del suelo (Capitulo 2 de esta tesis). Ademds, se postula que el pastoreo reduce el
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impacto de la simbiosis sobre la actividad y los grupos tréficos del suelo considerando
que el pastoreo remueve tejidos aéreos y al hongo endofito alojado en ellos (Philipson y
Christey 1986). En este capitulo, las hipotesis serdn evaluadas en contextos generados
por distintas historias de uso sobre un mismo ambiente original teniendo en cuenta que
el contexto puede modificar los efectos de los endofitos (Vicari et al. 2002, Jenkins et
al. 2006, Culman et al. 2010, Buyer et al. 2011).

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Disefio experimental

Se realiz6 un experimento bajo condiciones ambientales naturales de luz,
temperatura y riego en el jardin experimental de la Catedra de Ecologia de la FAUBA.
El disefio experimental fue en bloques completos aleatorizados. En un arreglo factorial
se manipul6 la frecuencia de endofitos en la poblacion de Lolium multiflorum (alta: E+
6 baja: E- frecuencia) y, el pastoreo (presencia: P+ ¢ ausencia: P-. Figura 3.2). Las
unidades experimentales consistieron en microcosmos de 0,25 m x 0,25 m x 0,20 m de
profundidad rellenados con suelo traido previamente del campo (Un total de 24
unidades experimentales para cada historia de uso. Ver més adelante).

Pastizal/ Promocion

Endofito
Pastoreo \E~ E+ Fin del ciclo
P- Bolsas  /—\
descomposicion
- R 1 ‘ -l Muestras BG
P+ = 'S A S AN« de suelo
= Biomasa aérea = Descomposicion
. = Biomasa radicularpH, * Mineralizacion
. humedad, nitrogeno disponible : = Comunidad de
. en el suelo nematodos

Figura 3.2: disefio de los experimentos en el que plantas de L. multiflorum con baja (E-
) o alta (E+) frecuencia de endofitos fueron cultivadas en un mismo tipo de suelo con
dos historias de uso: suelos provenientes de un pastizal o de una promociéon de L.
multiflorum. Las plantas de L. multiflorum estuvieron sometidas o no a pastoreo
simulado (P+ o P-, respectivamente) mediante dos eventos de corte y pisoteo (descriptos
en el cuerpo de texto de la seccion “Materiales y métodos™). Al final del ciclo de vida de
las plantas se determind la biomasa aérea y radicular; el pH, la humedad y el nitrégeno
disponible en el suelo. Se realizaron mediciones de la tasa de descomposicion, la tasa
potencial de mineralizacion y, la estructura de la comunidad de nematodes. Las lineas
curvas de color azul en el esquema simbolizan al hongo endofito Neotyphodium
occultans en simbiosis con plantas de L. multiflorum. Vale aclarar que es una
representacion de la relacion simbiodtica dado que, el hongo endofito se aloja en el
interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas ni sintomas visibles. Las lineas
punteadas en rojo simbolizan el pastoreo simulado.
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3.2.2 Origen de los suelos utilizados

Los experimentos se realizaron con suelos de la misma clasificacion taxondémica de
dos sitios aledafios de la Pampa Deprimida con distinta historia de uso [Hapludol tipico,
franco arenoso de la serie Bolivar (Bv 9)]. Uno de los suelos correspondié a un
ambiente de pastizal natural, sin disturbio antropico, dominado por pastos nativos
(denominado Pastizal, en adelante). El otro suelo correspondié a un ambiente de
promocion de L. multiflorum con disturbio antropico (Promocion, en adelante). La
practica de promocion consiste en sacar al ganado durante la primavera para que las
plantas de L. multiflorum produzcan la mayor cantidad de semillas posibles y, durante el
otofo siguiente, favorecer su establecimiento (generalmente, se realizan aplicaciones de
glifosato para reducir la competencia) (Rodriguez y Jacobo 2010). Se generan asi,
pasturas casi mono-especificas de L. multiflorum que tienen como propdsito cubrir la
baja productividad de forraje durante el invierno. Particularmente, en este ambiente se
realizaron promociones durante al menos, cuatro afios consecutivos antes de transportar
el suelo para el experimento. Las promociones se realizaron mediante la aplicacion de
glifosato en el mes de febrero. La dosis de glifosato dependid de la cantidad de malezas.
Normalmente, las primeras aplicaciones fueron de 4 Lha™ (esta dosis se redujo a medida
que la competencia de malezas bajo). Ademas, se aplicaron herbicidas durante la
primera quincena de abril. La dosis de los herbicidas 2-4 DB-ester y Flumetsulan
(nombre comercial, Preside) fueron de 0,5 y 0,20 Lha, respectivamente (Poder residual
de 20-30 dias) y la aplicacion estuvo determinada por la densidad y el tamafio de
malezas dicotiledoneas [Ej.: Carduus acanthoides (cardo), Echium plantagineum (flor
morada), Rumex crispus (lengua de vaca)] (Comunicacién personal de la persona a
cargo del manejo del lote).

Ambas historias de uso generaron dos ambientes distintos para el crecimiento de las
plantas. Los ambientes fueron caracterizados antes del experimento. Se tomaron
muestras de suelo (n= 3) que fueron tamizadas [2 mesh (nimero de poros en una
pulgada lineal)] y enviadas a laboratorio (Cétedra de Edafologia de la FAUBA). Se
determind el carbono orgédnico (método Walkley y Black), el nitrogeno total (Nt,
Kjeldahl), el pH y la capacidad de retencion hidrica. No se encontraron diferencias entre
los suelos para ninguna de las variables (nivel de significancia del 5 %. Cuadro 3.1).
Para caracterizar la vegetacion se utiliz6 una aproximacion simplificada al método de
Braun-Blanquet. La cobertura se las especies se estimd en porcentaje respecto del
parche de vegetacion evaluado. Aquellas especies que fueron observadas una unica vez
en el parche fueron consideradas raras.

3.2.3 Tratamientos

Para generar los tratamientos con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos, se
utilizaron semillas de Lolium multiflorum que fueron generadas de la misma manera que
fue descripto en el capitulo 2. Los mesocosmos se sembraron manualmente a una
densidad de 3000 plantas.m™ (equivalente a 200 plantas.mesocosmo™') a principio de
mayo de 2006. El tratamiento de Pastoreo (P+) fue simulado durante el periodo
vegetativo de las plantas respetando una frecuencia de corte representativa en sistemas
de pastoreo rotativo de la region pampeana [a los 40 y a los 130 dds (dias desde
siembra)] (Giordani 1973). Para simular el pastoreo, la biomasa aérea de L. multiflorum
fue cortada con tijera hasta los 6 cm de altura. Se simul6 ademas, el pisoteo del ganado
con una pezuia artificial (adaptacion a la metodologia utilizada por Striker et al. 2006).
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Cuadro 3.1: caracteristicas de los ambientes de pastizal natural y promociéon de L.
multiflorum utilizados en los experimentos. Las determinaciones analiticas para el suelo
se realizaron sobre tres muestras al inicio de los experimentos. La cobertura de especies
se estim6 como porcentaje del parche de vegetacion. Se considerd rara (R) a especies
observadas una tnica vez en el parche de vegetacion.

Pastizal Promocion
Caracteristicas analiticas del suelo
Carbono organico (%) 4,11 (£0,02)* 2,86 (£0,31)"
Nitrogeno total (%) 0,42 (£0,07)* 0,3 (+£0,03)*
Nitrogeno mineral (ug N.g suelo™) 21,41 (£2,92)* 19,11 (£2,34)*
PH 6,12 (£0,02)* 6,17 (£0,33)"
Capacidad de retencion hidrica (%) 36,6 (£5,6)” 25,65 (£1,23)*
Vegetacion (% cobertura aérea)
Lolium multiflorum. - 90*
Bromus unioloides 75 R
Carduus acanthoides 1 <5
Cynodon dactylon 25 <5
Paspalum dilatatum 5
Ammi majus - <3
B. mollis R -
Setaria sp. R -
Silybum marianum - R
Sonchus sp. R -

*Las plantas de L. multiflorum tuvieron alta frecuencia de endofitos (superior al 95 %, n=30)

3.2.4 Determinaciones
3.2.5 Biomasa de las plantas de Lolium multiflorum y andalisis de suelo

Al final del ciclo de vida de las plantas se estimd la biomasa aérea y radicular
(mediados de diciembre de 2006). Las estimaciones se realizaron en base a una sub-
muestra tomada al azar con un cilindro de 30 cm™ de superficie y 5 cm profundidad. La
biomasa aérea de L. multiflorum fue estimada a partir del material dentro del cilindro y
la biomasa radicular, a partir de las raices contenidas en el cilindro después de separar el
suelo. La biomasa se sec6 en estufa (60 °C, 48 h) y se pes6 (con una precision de +0,01
g). Ambos valores de biomasa se expresan en kg.m™. Los valores de biomasa aérea son
totales: incluyen al material extraido con los cortes y fue secado en la estufa de la
misma manera. El suelo separado de las raices fue tamizado (2 mesh). Se determind el
pH y la capacidad de retencion hidrica (Laboratorio de la Catedra de Edafologia de la
FAUBA). La densidad de raices fue muy alta en todo el volumen del cilindro y el suelo
obtenido fue considerado rizosférico.

3.2.6 Mineralizacion

La tasa potencial de mineralizacion de nitrogeno se determiné a partir del contenido
de N-NO;" y N-NH;" en la solucién del suelo. Se tomaron dos sub-muestras de 10 g de
suelo seco. Una fue utilizada para la determinacion inicial y la segunda fue incubada en
camara a 25 °C durante 28 dias (Robertson et al. 1999). Se realizaron extracciones
(filtrado con solucién de CIK 2 M) y se cuantifico la concentracion de N-NO3™ y N-
NH," de las dos muestras [detector de elementos LECO TruSpec CN (Leco Corp., St.
Joseph, MI)]. La tasa de mineralizacion se calculd como la diferencia de contenido de
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nitrégeno entre las dos muestras (incubada-inicial), dividido los dias de incubacion. Los
-1 g7 -1 iz . .

valores se expresan en g N.g suelo .dia”. El nitrégeno disponible en el suelo

correspondio a la determinacion inicial y se expresa como g N. g suelo™.

3.2.7 Descomposicion

La tasa de descomposicion se determind in situ (Harmon et al. 1999) a través de la
pérdida de broza de Bromus unioloides (1 g) contenida en bolsas cribadas (10 cm x 5
cm y poro de 2 mm). El tamafio de la malla de las bolsas permitié el acceso de la
microfauna y la mesofauna del suelo. Una vez finalizado el ciclo de Lolium multiflorum
se colocd una bolsa sobre la superficie del suelo de cada mesocosmo (Figura 3.2). El
manto de broza producido a lo largo del ciclo de L. multiflorum se homogeneizd
dejando igual cantidad de broza sobre las bolsas de descomposicion. Las bolsas se
retiraron a los 135 dias (febrero-mayo de 2007) y, el material recuperado de cada una
fue secado (60 °C, 48 h) y pesado (con una precision de £0,01 g). La descomposicion se
estimd a partir de los valores de biomasa remanente en las bolsas expresado como
porcentaje del contenido inicial (%).

3.2.8 Origen de la broza de Bromus unioloides

La broza de Bromus unioloides se obtuvo a partir de material muerto en pie en el
jardin experimental de la Cétedra de Ecologia de la FAUBA. La especie B. unioloides
es nativa, considerada bianual o cortamente perenne y similar a L. multiflorum por su
fenologia, tamafo, habito de crecimiento y requerimientos ambientales. A diferencia de
L. multiflorum, B. unioloides no establece naturalmente relaciones con hongos endofitos
del género Neotyphodium. En consecuencia, la broza de B. unioloides permiti6 evaluar
el ambiente generado por plantas de L. multiflorum con alta o baja frecuencia de
endofitos sobre un sustrato comun sin la interferencia del endofito en la calidad de la
broza que se descompone (ver Omacini et al. 2004).

3.2.9 Estructura de la comunidad de nematodes del suelo:

Para caracterizar la comunidad de nematodes al final del ciclo de vida de L.
multiflorum, se tom6 una muestra de suelo con un cilindro idéntico al anterior a los 260
dds. Las muestras se procesaron siguiendo la técnica de flotacidn-centrifugacion
modificada (Shurtleff y Averre III 2000). Se realizaron recuentos sobre 100 cm’ de
muestra. Los nematodes fueron determinados hasta el nivel de género o familia
utilizando un microscopio de luz invertida y luego fueron asignados a grupos troficos
segin el aparato bucal en: fitofagos (Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp.,
Peltamigratus sp., Criconemoides sp.), fungivoros (Tylenchus sp.), bacteriéfagos
(Rhabditis sp.), omnivoros (Dorilaymus sp.) y depredadores (Mononchus sp.) (Yeates et
al. 1993). Los nematodes constituyen el grupo més abundante dentro de la mesofauna
del suelo y de cada muestra es posible extraer una gran cantidad y diversidad de
nematodes. Estos organismos pueden ser capturados y separados por procedimientos de
extraccion sencillos y, ademds, son faciles de identificar a partir de caracteres
morfoldgicos y anatomicos. Debido a que sus habitos de alimentacion estan claramente
relacionados con la estructura bucal, sus funciones troficas son faciles de inferir (Yeates
et al. 1993, Bongers y Ferris 1999, Ferris et al. 2001).

3.2.10 Analisis estadistico

Los datos de cada uno de los ambientes (i.e. pastizal y promocion) fueron analizados
en forma separada. Las medidas iniciales de suelo (carbono orgénico, nitrégeno total,
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pH y humedad) se compararon mediante un andlisis de la varianza que incluyo al
ambiente como factor fijo. Las demds comparaciones se realizaron mediante modelos
lineales mixtos. Se utilizo6 la funcién Ime [incluida en el paquete nlme (Pinheiro y Bates
2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los valores de biomasa aérea, biomasa radicular, pH,
nitrogeno mineral, tasa potencial de mineralizacion, broza remanente y, abundancia de
nematodes fitdéfagos, bacteridfagos, fungivoros, omnivoros y depredadores fueron
comparados mediante un modelo que consider6 Endofito y Pastoreo como factores
fijos; y los bloques como factor aleatorio. El supuesto de normalidad fue evaluado
mediante la funcion shapiro.test (paquete basic) con los residuos de los modelos
[shapiro.test(residuals(modelo)]. El supuesto de homogeneidad de varianzas fue
evaluado mediante la funcion leveneTest [del paquete car (Fox 2009)] para los
tratamientos (combinacion de los niveles de los factores). Los valores de biomasa aérea,
nematodes bacteriéfagos y nematodes fungivoros de los ambientes de pastizal y, los
valores de biomasa radicular y nematodes depredadores de los ambientes de promocién
fueron transformados por el (logaritmo (x+1) para cumplir con los supuestos de los
modelos de andlisis utilizados. La transformacion por el ranking fue utilizada para
nematodes omnivoros y depredadores de los ambientes de promocion. Las
comparaciones a posteriori se realizaron mediante la prueba de Tukey (p<0,05) con la
funcion glht [paquete multcomp (Hothorn et al. 2008)]. Los resultados se presentan
como los promedios no transformados de las repeticiones segiin corresponda + error
estandar.

Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson para evaluar la asociacion
entre diferentes variables del suelo (pH, humedad, nitrégeno disponible) y las plantas de
L. multiflorum (biomasa aérea y radicular) con la actividad (mineralizacion potencial y
descomposicion) y la abundancia de cada uno de los grupos tréficos de nematodes del
suelo. Para este andlisis, se confeccionaron matrices separadas para cada uno de los
ambientes. Todos los analisis fueron realizados con el programa R-cran, version 2.10 (R
Development Core Team 2007).

3.3 RESULTADOS

Mientras la presencia del endofito no tuvo efectos significativos, el pastoreo redujo la
biomasa de las plantas de Lolium multiflorum y, los valores de pH, humedad y
nitrégeno mineral del suelo en los ambientes con historia de pastizal y promocion. Solo
la biomasa radicular de L. multiflorum en el pastizal dependi6 de la interaccion entre el
endofito y el pastoreo. El pastoreo redujo la biomasa radicular en ausencia del endofito
(E-) y no tuvo efectos en presencia del endofito (E+) (Cuadro 3.3).

Mientras la presencia del endofito en L. multiflorum no modifico la tasa de
mineralizacion de nitrégeno, el pastoreo la redujo en un 25 % y en un 38 % en el suelo
con historia de pastizal y de promocion, respectivamente (Cuadro 3.2). La broza
remanente de Bromus unioloides no dependié de la presencia del endofito ni del
pastoreo en el suelo con historia de pastizal o de promocion (Figura 3.3).

La presencia del endofito no gener6 cambios en la abundancia de nematodes del
suelo en ninguno de los grupos tréficos en los ambientes generados por la historia de
pastizal o promocion (Cuadro 3.4, Figura 3.4 y Figura 3.5). El pastoreo tendi6 a
reducir o redujo a la mitad la abundancia de nematodes fitéfagos en el suelo con historia
de pastizal o promocion, respectivamente (Figura 3.4 a y b). El pastoreo tendio a
aumentar la abundancia de nematodes bacteridfagos en el suelo con historia de
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promocioén pero no, en el suelo son historia de pastizal (Figura 3.4 c y d). No hubo
efectos debidos a la presencia del endofito o al pastoreo en la abundancia de nematodes
fungivoros (Figura 3.4 e y f), omnivoros y depredadores (Figura 3.5) en los suelos
con historia de pastizal o promocion.

Cuadro 3.2: resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y
Pastoreo sobre la tasa potencial de mineralizacién (ug N. g suelo”.dia™) y la biomasa
remanente de B. unioloides (%. bolsa™). Los ambientes generados por historia de uso:
pastizal y promocion de L. multiflorum fueron analizados de manera independiente. El
cuadro muestra el estadistico, los grados de libertad asociados (F;;s) y el valor de
probabilidad (p).

Pastizal
Mineralizacion potencial Biomasa remanente
Fiis P Fiis p
Pastoreo (P) 12,63 0,003 0,92 0,352
Endofito (E) 0,19 0,670 0,11 0,740
PxE 0,58 0,459 0,01 0,912
Promocion
Mineralizacion potencial Biomasa remanente
Fiis P Fiis p
Pastoreo (P) 19,77 0,001 0,02 0,886
Endofito (E) 0,82 0,378 0,81 0,380
PxE 1,82 0,197 4,04 0,063

Los coeficientes de correlacion indicaron algunas asociaciones entre variables La
biomasa radicular estuvo asociada positivamente con la tasa de mineralizacion potencial
y la abundancia de nematodes fitéfagos en los suelos con historia de pastizal y de
promocion (Cuadro 3.5 y Cuadro 3.6). Los parametros que describieron al ambiente
del suelo (pH, nitrogeno mineral disponible y humedad) no estuvieron asociados a la
actividad de los organismos o, a la abundancia de los distintos grupos tréficos de
nematodes en el suelo con historia de pastizal (Cuadro 3.5). En cambio, el nitrégeno
mineral disponible estuvo asociado negativamente con la tasa de mineralizacion
potencial y la abundancia de nematodes depredadores, y positivamente con la
abundancia de nematodes omnivoros en el suelo con historia de promocion. Otras
asociaciones entre las variables no estuvieron vinculadas a los efectos de los endofitos o
del pastoreo (Cuadro 3.6).
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Figura 3.3: tasa potencial de mineralizaciéon de nitrégeno (a, b) y broza
remanente de B. unioloides (c, d) al final del ciclo de vida de L. multiflorum
con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos en contextos definidos por el
pastoreo (P+: pastoreado o P-: no pastoreado). Las variables fueron medidas
en ambientes generado por la historia de uso: pastizal (panel de la izquierda) o
promocion de L. multiflorum (panel de la derecha). Las barras muestran el
promedio (n=6 =+ error estandar). Diferencias entre tratamientos estidn
indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de Tukey).
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Figura 3.4: abundancia de nematodes al final del ciclo de vida de L.
multiflorum con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos en contextos
definidos por el pastoreo (P+: pastoreado o P-: no pastoreado). Los paneles
muestran la abundancia de nematodes de fitéfagos (a, b), bacteriofagos (c,
d) y fungivoros (e, f) en 100 cm’ de suelo. Las variables fueron medidas en
ambientes generado por la historia de pastizal (a la izquierda) o de
promocién de L. multiflorum (a la derecha). Las barras muestran el
promedio (n= 6, £ error estandar). Letras distintas indican diferencias entre
tratamientos (p<0,05. Prueba de Tukey).
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Figura 3.5: abundancia de nematodes al final del ciclo de vida de L.
multiflorum con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de endofitos en contextos
definidos por el pastoreo (P+: pastoreado o P-: no pastoreado). Los paneles
muestran la abundancia de nematodes de omnivoros (a, b) y depredadores (c,
d) en 100 cm’ de suelo. Las variables fueron medidas en ambientes generado
por la historia de pastizal (a la izquierda) o de promocion de L. multiflorum
(a la derecha). Las barras muestran el promedio (n= 6, + error estandar).
Letras distintas indican diferencias entre tratamientos (p<0,05. Prueba de
Tukey).

3.4 DISCUSION
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En este capitulo no se detectaron cambios en los grupos troéficos de nematodes del
suelo, la mineralizacién de nitrégeno ni en la descomposicion de broza debido a la
presencia previa de plantas asociadas al endofito. En este sentido, no se corrobord la
hipotesis que la presencia de N. occultans en L. multiflorum genera efectos
persistentes que modulan la estructura de la red tréfica y los procesos del suelo atin
después del ciclo de vida de la planta hospedante. Tampoco pudo corroborarse la
hipotesis que el pastoreo modifica los efectos del endofito. El pastoreo tuvo un efecto
negativo sobre la biomasa radicular que estuvo asociado a una menor tasa de
mineralizacion y una menor abundancia de nematodes fitofagos después del ciclo de
vida de las plantas. Estos resultados sugieren que no todas las relaciones aéreas que
establecen las plantas son capaces de persistir y, que la historia de uso del ambiente
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puede ser una fuente de variabilidad de las respuestas de la comunidad del suelo
(Korthals et al. 2001).

Cuadro 3.4: resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y Pastoreo
sobre la abundancia de nematodes pertenecientes a los grupos troficos: fitoéfagos (Fitof),
bacteriofagos (Bact), fungivoros (Fung), omnivoros (Omn) y depredadores (Depr). Los
ambientes generados por historia de uso: pastizal y promocion de L. multiflorum fueron
analizados de manera independiente. El cuadro muestra el estadistico, los grados de libertad
asociados (Fy5) y el valor de probabilidad (p).

Pastizal
Fitof Bact Fung Omn Depr
Fiis p Fiis  p Fuis P Fuis P Fiis P
Pastoreo (P) 4,33 0,055 0,33 0,575 292 0,108 0,19 0,667 2,11 0,167
Endofito (E) 0,18 0,678 3,50 0,081 0,38 0,548 3,08 0,100 0,80 0,386
PxE 0,71 0,412 0,64 0435 0,15 0,704 0,77 0,394 0,05 0,831
Promocion
Fitof Bact Fung Omn Depr
Fiis p Fiis  p Fuis P Fuis P Fiis P
Pastoreo (P) 7,40 0,016 4,39 0,054 0,08 0,781 2,13 0,165 2,87 0,111
Endofito (E) 0,27 0,609 0,12 0,732 1,62 0,222 0,01 0,909 1,63 0,221
PxE 0,00 0,994 2,32 0,149 0,23 0,637 2,13 0,165 0,37 0,553

Los resultados obtenidos no coinciden con los obtenidos previamente para otras
asociaciones pasto-endofito. La presencia de N. coenophialum en L. arundinaceum
generd efectos persistentes en el suelo evidentes a través de una menor mineralizacion
de carbono y disponibilidad de nitrégeno junto con un aumento en la concentracion de
alcaloides respecto de ambientes del suelo donde creci6 L. arundinaceum no hospedante
del endofito durante diez afos (Franzluebbers y Hill 2005). Si bien, Franzluebbers et al.
(2006) no encontraron diferencias significativas en las fracciones de carbono y
nitrégeno asociadas a L. arundinaceum con o sin el endofito en dos suelos con texturas
contrastantes después de un afio y medio de la presencia de las plantas. El ambiente
generado por las plantas de L. multiflorum hospedantes de N. occultans redujo las tasas
de descomposicion cuando la cantidad de broza de L. multiflorum dejada en el parche
fue alta (Omacini et al. 2004). La cantidad de broza sobre el suelo en este capitulo fue
similar a los niveles bajos del experimentos de Omacini et al. (2004) donde tampoco se
observaron diferencias en las tasas de descomposicion de Bromus unioloides. Se ha
propuesto que la lixiviacion de compuestos desde la broza podria inhibir la
descomposicion en presencia de la simbiosis L. arundinaceum- N. coenophialum
(Antunes et al. 2008, Siegrist et al. 2010). Cabe considerar que los efectos a través de
compuestos lixiviados o exudados en el suelo podrian desaparecer una vez finalizado el
ciclo de vida de la planta hospedante (ver discusion capitulo 2). En conjunto las
evidencias sugieren que seria necesaria la persistencia de la simbiosis en el ambiente
durante varios afos o, una minima cantidad de broza [dependiendo de la concentracion
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de hifas en los tejidos (Rasmussen et al. 2007)] a partir de la cual se harian evidentes los
efectos del endofito sobre las tasas de descomposicion (Mack y Rudgers 2008). El
pastoreo pudo tener un efecto negativo sobre el endofito (Garcia Parisi et al. 2011)
reduciendo la concentracion de hifas (o, su biomasa), la produccién de compuestos
secundarios y por ende, sus efectos (como postulaba la hipdtesis). Sin embargo, no hubo
diferencias entre plantas hospedantes del endofito con y sin pastoreo, desestimando esta
posibilidad.

Numerosos trabajos encontraron que la presencia de endofitos influye sobre los
nematodes del suelo y se ha sugerido que la presencia de toxinas en las raices podrian
explicar los efectos (revisado en Cook y Lewis 2001). La presencia de N. lolii en L.
perenne redujo la densidad de varias especies de nematodes (Yeates y Prestidge 1986,
West et al. 1988, Latch 1993, Elmi et al. 2000). Sin embargo, los resultados también
pueden revertirse dependiendo del genotipo o cultivar del pasto hospedante (Yeates y
Prestidge 1986), el grupo o especie de nematodes del suelo evaluado (Watson 1990,
Stewart et al. 1993, Eerens et al. 1998). A diferencias de los trabajos anteriores, este
capitulo evalu6 la comunidad de nematodes después del ciclo de vida de la planta
hospedante. Podria ocurrir que N. occultans no sea capaz de generar cambios sobre los
nematodes del suelo. También podria suceder que las respuestas a los endofitos, al
pastoreo u otros disturbios queden enmascaradas o sean evidentes con un retraso debido
a la movilidad limitada de los nematodes (Chen y Ferris 1999, Ferris y Matute 2003,
Kardol et al. 2005, Maharning et al. 2009) Ademas, la materia orgénica del suelo podria
ser un recurso alternativo en la base de las redes troficas asociadas a los bacteridofagos y
fungivoros (Lavelle y Spain 2001) amortiguando los efectos producidos por cambios en
los exudados radiculares (Viketoft 2008). Por ultimo, artrépodos bacteriéfagos o
fungivoros pueden amortiguar la respuesta de los microorganismos y los nematodes a
los cambios en la cantidad o calidad de recursos que proveen las plantas (Yeates et al.
1999, Wardle et al. 2002).

Varios trabajos coinciden con este al sugerir que las especies tolerantes al pastoreo
como L. multiflorum responden a la defoliacién con una reduccion en la biomasa aérea
y radicular (Ej.: Guitian y Bardgett 2000, Leimu y Koricheva 2006, Milchunas et al.
2008, Maharning et al. 2009). La biomasa radicular puede ser menor en las plantas
defoliadas debido a una menor fotosintesis y a que una mayor proporcion de recursos se
destinan al crecimiento de la parte aérea (Bardgett et al. 1998, Biondini et al. 1998,
Mikola et al. 2001a). En este capitulo, el pastoreo fue suficientemente severo como para
reducir la biomasa aérea y radicular de L. multiflorum y, a los nematodes fitofagos que
estuvieron asociados a estos tejidos sugiriendo una relacion trofica entre ellos. En
cambio, los efectos sobre los otros grupos troficos fueron nulos o débiles. Algunas
evidencias muestran que los nematodes del suelo responden de distintas maneras al
pastoreo. Por ejemplo, la abundancia de nematodes bacteridofagos, fungivoros,
omnivoros y depredadores aumentd con la intensidad de la defoliacion (Mikola et al.
2001b, Maharning et al. 2009). Efectos neutros de la defoliacién sobre los omnivoros,
bacteriéfagos y fungivoros también fueron encontrados cuando las plantas fueron
defoliadas al comienzo de la estacion de crecimiento (Ilmarinen et al. 2005) o, en un
experimento en praderas templadas (Mills y Adl 2011).

La defoliacion podria alterar no solo la productividad o cantidad de biomasa sino
también, la calidad de la materia organica (Ej.: la concentracion de nutrientes y del
carbono soluble) que las plantas devuelven al suelo como broza o exudados radiculares
(Guitian y Bardgett 2000, Hooper et al. 2000, Mikola et al. 2001a, Mikola et al. 2001b,
Hamilton III et al. 2008). En comparacion con las comunidades aéreas que responden de
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manera rapida a los cambios en la vegetacion (Siemann et al. 1998, Koricheva et al.
2000), se sabe poco sobre factores especificos como los compuestos secundarios de las
plantas sobre los organismos fitéfagos (van der Putten et al. 2001). A pesar que las
respuestas alelopaticas y las sefiales quimicas que dominan en las interacciones entre
especies vegetales, son también comunes en las comunidades del suelo estos
mecanismos estan poco estudiados en relacion al pastoreo (Hassall et al. 2006).

Aunque no se identificaron los mecanismos especificos, se puede suponer que, los
cambios en la comunidad de nematodes estuvieron asociados a la identidad de las
plantas o a la calidad de los detritos (Bardgett y Wardle 2003, De Deyn et al. 2004), o a
la presencia de compuestos de defensa en las raices (van der Putten 2003) y no a la
cantidad de biomasa. Cambios en la abundancia fueron encontrados para los nematodes
en los niveles troficos mas bajos (fitéfagos y bacteridfagos) y no para los fungivoros o
para los niveles tréficos mas altos (carnivoros, omnivoros) (De Deyn et al. 2004)
[(Verschoor et al. 2002)- a lo largo de la sucesion vegetal] dando sustento a la hipotesis
de que los efectos son mas importantes sobre los niveles tréficos en relacion mas intima
con las plantas y con un fuerte control desde los recursos (fuerzas “bottom-up”) (de
Ruiter et al. 1995). El grupo de los nematodes fitéfagos més ligado a la vegetacion que
los otros grupos también fue el grupo de mostré un cambio rapido y mucho mas fuerte
ante los tratamientos que manipularon la vegetacion en otras situaciones (Korthals et al.
2001). Los resultados de este capitulo coinciden de manera parcial con estos
antecedentes dado que el grupo de los fitéfagos estuvo asociado a la biomasa de las
plantas de L. multiflorum independientemente de la presencia de N. occultans o el
pastoreo. Sin embargo, no es posible descartar que los nematodes hayan respondido a
cambios en la calidad de la broza o en el ambiente del suelo (Capitulo 2).

Ademas de la reduccion en la biomasa de las plantas, el pastoreo severo influye sobre
otras vias de conexion con el suelo (Bardgett et al. 2001). El pisoteo a través de la
compactacion, reduce la porosidad, el drenaje y la aireacion que a su vez, conducen a un
aumento de la desnitrificacion, una reduccion en las tasas de mineralizacion y
probablemente, a una menor disponibilidad de nutrientes (Menneer et al. 2005). Una
defoliacién a 6 cm del suelo, como la producida en este experimento, redujo en trabajos
previos la concentracion de carbono en las raices (Holland y Detling 1990, Hokka et al.
2004). Esta respuesta podria reducir la disponibilidad de carbono labil en el suelo, que
es el recurso para las bacterias y en consecuencia, las tasas de mineralizacion (fuerzas
“bottom-up”) (Polis y Strong 1996, Ohgushi 2005). A pesar que el carbono 14bil o los
exudados no fueron cuantificados en este experimento, es probable que estén asociados
de manera fuerte con la biomasa radicular y esto explique la asociacion entre la biomasa
radicular y las tasas de mineralizacidon encontradas en los suelos bajo las dos historias de
uso (Viketoft 2008).

Los efectos del pastoreo sobre la biomasa de las plantas de L. multiflorum, las
caracteristicas y los procesos del suelo trascendieron a los contextos dados por las dos
historias de uso: pastizal o promocion. En cambio, los grupos troficos del suelo
asociadas a los ambientes de pastizal mostraron menor sensibilidad que los de
promocion aun cuando sufrieron un cambio dréstico en la cobertura vegetal respecto al
ciclo anterior. Los resultados de Korthals et al. (2001) concuerdan con este capitulo en
que los cambios en las comunidades de nematodes en el corto plazo dependieron mas de
la historia de uso del suelo asociada a las practicas de manejo que a los cambios
generados en las comunidades de manera experimental. Otros trabajos relacionaron la
degradacion del suelo con cambios en las estructuras troficas en ambientes agricolas que
provinieron de pastizales (Elliott 1994, Ajwa et al. 1998, Cragg y Bardgett 2001,
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Schipper et al. 2001, Wardle et al. 2003, Culman et al. 2010). Diferencias en la calidad
de la materia organica generan diferencias en las familias de nematodes y, en el flujo de
energia en las redes troficas del suelo (Bardgett et al. 1999, Ferris y Matute 2003). Sin
embargo, en este capitulo el carbono y el nitrégeno solo tendieron a ser mayores en el
ambiente de pastizal al inicio del experimento (Cuadro 3.1). Otros factores como el
pH o la calidad de materia orgénica también, pueden modificar la red tréfica del suelo
(Yeates y Bongers 1999, Lavelle y Spain 2001, Parfitt et al. 2010).

Entender las relaciones funcionales entre especies y su impacto sobre otros niveles
troficos nos puede ayudar a explicar las respuestas aparentemente idiosincrasicas
(Hooper et al. 2005, van der Putten et al. 2005, Wardle 2006). Sin embargo, diferencias
sutiles en las interacciones entre especies y en las condiciones del ambiente pueden
hacer que los efectos sobre la estructura y el funcionamiento de las comunidades sean
dificiles de predecir (Schmid et al. 2002, Berlow et al. 2004). Estudiar los efectos del
pastoreo sobre los endofitos (Ej.: Clay et al. 2005, Koh y Hik 2007, Garcia Parisi et al.
2011) y como estas relaciones modifican las relaciones con las comunidades del suelo
es importante si consideramos que los pastizales han evolucionado con ambas
interacciones. Por ejemplo, una reduccion en la abundancia de nematodes fitofagos
puede tener consecuencias importantes durante la siguiente estacion de crecimiento. La
presencia de nematodes fitofagos produce dafios en las pasturas a través de distintas vias
como el consumo de plantulas (Spaull et al. 1985, Mercer 1994, Sarathchandra et al.
1996), cambios en la composicion de la pastura (Yeates y Prestidge 1986, Watson 1990)
y, reduccion de la productividad (Yeates y Prestidge 1986, Elmi et al. 1990). A pesar
que no se han corroborado las hipotesis principales asociadas a este capitulo, los
resultados encontrados contribuyen a entender el significado ecoldgico de las relaciones
aéreas y a considerar potenciales consecuencias sobre la estructura de la comunidad y
procesos como la invasion o la sucesion de especies que finamente determinan la
dindmica y la productividad de pastizales y praderas (Pickett et al. 1987, Grime 1998,
Mills y Bever 1998, De Deyn et al. 2004, Ehrenfeld et al. 2005, Hooper et al. 2005,
Kardol et al. 2006, Levine et al. 2006, Wardle 2006, Kardol et al. 2007, Hamilton III et
al. 2008).
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Cuadro 3.6: coeficientes de correlacion (Pearson) entre pares de variables del suelo con historia de uso de promocién. Biomasa aérea (B.aér) y
biomasa radicular (B.rad) de las plantas de L. multiflorum; pH, nitrégeno mineral (N min.) y humedad (Hum) del suelo; mineralizacién potencial
(Miner) y biomasa remanente (B.rem); nematodes fitdfagos (Fitof), bacteriofagos (Bact), fungivoros (Fung), omnivoros (Omn) y depredadores
(Depr). Coeficientes significativos a dos colas estan indicadas con un punto (valor P<0,1; ), un asterisco (valor P < 0,05; *), dos asteriscos (valor P <
0,01; **), tres asteriscos (valor P < 0,001; ***),

L. multiflorum Ambiente del suelo Actividad Abundancia de nematodes

B.aér B.rad pH N min Hum Miner B.rem Fit6f Bact Fung Omn Depr
B.aér 1 0,77***  -0,19 -0,28 0,47* 0,43* 0,29 0,68** -0,36 -0,13 -0,22 0,07
B.rad 1 -0,42* -0,29 0,28 0,42* 0,16 0,44* -0,26 0,1 -0,07 0,27
pH 1 0,09 0 -0,40’ 0,05 -0,01 0,06 -0,09 0,23 0,08
N min. 1 0,11 -0,69*** 0,15 -0,22 -0,11 -0,21 0,41* -0,45*
Hum. 1 0,22 0,01 0,37 -0,3 -0,3 -0,04 -0,33
Miner 1 -0,02 0,29 -0,21 -0,08 -0,39’ 0,12
B.rem 1 0,17 -0,16 -0,20 -0,03 0,09
Fitof 1 -0,50*  -0,15 -0,29 -0,11
Bact 1 0,62** 0 0,34
Fung 1 0,19 0,75%*%*
Omn 1 0,24
Depr 1
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CAPITULO 4 NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL PASTOREO
INTERFIEREN EN LAS RELACION DE RETROALIMENTACION
DE LOLIUM MULTIFLORUM CON OTRAS ESPECIES
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4.1 INTRODUCCION

El ensamble de especies que conforman una comunidad depende de una serie de
procesos que dan lugar a la co-existencia de las especies en un sitio (Diamond 1975,
Weiher y Keddy 1999). Estos procesos pueden ser entendidos como una serie de
“filtros” generados por el ambiente abidtico 0, por las relaciones entre especies. Las
caracteristicas de la especie determinan su capacidad para superar los filtros impuestos
por el ambiente y, en consecuencia, el éxito ecologico de la especie (Saunders et al.
2010). Ademas de las relaciones que se establecen como resultado de la coexistencia
(Burdon et al. 2006, Mitchell et al. 2006), las especies tienen que superar nuevos filtros
generados a través del tiempo (Bardgett et al. 2005). Los cambios que generan las
plantas en el suelo ya sea a través de la actividad radicular o los tejidos muertos que
quedan como detritos, modifican las condiciones ambientales para el crecimiento
durante la siguiente e incluso, las siguientes generaciones (Albers et al. 2006). A estas
relaciones entre generaciones mediadas por el suelo, se las conoce con el nombre de
relaciones de retroalimentacion (sensu Bever et al. 1997). Estas relaciones de
retroalimentacion pueden ser tanto positivas como negativas para las plantas de la
segunda generacion (Bever et al. 1997, Mills y Bever 1998, Reynolds et al. 2003,
Ehrenfeld et al. 2005).

A escala local las relaciones de retroalimentacion contribuyen de manera importante
al ensamble de especies en la comunidad vegetal y los procesos del ecosistema (Brown
y Gange 1992, van Breemen y Finzi 1998, Bever 2003, De Deyn et al. 2003, Kardol et
al. 2006, van der Putten et al. 2007a). La comunidad del suelo -més que la
disponibilidad de nutrientes- puede inhibir algunas especies, favorecer a otras y asi,
contribuir a la diversidad, la sucesion y la invasion de especies en la comunidad vegetal
(Brown y Gange 1992, Bever et al. 1996, Bever et al. 1997, Mills y Bever 1998, Mikola
et al. 2001a, De Deyn et al. 2003, Callaway y Ridenour 2004, Bardgett et al. 2005,
Ehrenfeld et al. 2005, Kardol et al. 2006, Kardol et al. 2007). Por ejemplo, la rotacion
de cultivos es una practica en los sistemas agricolas que contribuye a reducir la
acumulacion de patdégenos y plagas que generan respuestas de retroalimentacion
negativas y reducen el rendimiento de los cultivos (Ej.: Belmar et al. 1987, Martin y
Felton 1993, Westerman et al. 2005). Algunas plantas exoticas utilizan mecanismos de
retroalimentacion durante la invasion. Por ejemplo, las plantas del género Centaurea
liberan aleloquimicos en el suelo (Vivanco et al. 2004), que inhiben hongos formadores
de micorrizas asociados a las raices de plantas nativas (Mummey y Rillig 2006).
Ademas, estas plantas desarrollan asociaciones positivas con la biota del suelo local
(Callaway y Ridenour 2004, Mummey y Rillig 2006).

Las respuestas de las plantas a las relaciones de retroalimentacion (Ej.: Mills y Bever
1998, Matthews y Clay 1999, Ehrenfeld et al. 2005, Kardol et al. 2006, Carvalho et al.
2010), podrian modificar el resultado de las interacciones de estas plantas con otros
componentes de la comunidad (Ohgushi 2005, Hartley y Gange 2009) (Figura 4.1).
Los organismos del suelo tanto mutualistas (Ej.: bacterias fijadoras de nitrogeno,
hongos micorricicos) como antagonistas (Ej.: nematodes pardsitos de plantas,
herbivoros o patdégenos radiculares) pueden tener efectos positivos, neutros o negativos
sobre el desempefio de insectos herbivoros del sistema aéreo y sus enemigos naturales
(Ohgushi 2005, Hartley y Gange 2009). Por ejemplo, los insectos seleccionan a las
plantas que visitan en base a caracteristicas de atraccion como el nimero de flores, el
tamano, el color o, recompensas como el polen o el néctar (Gange y Smith 2005, Wolfe
et al. 2005). Algunos trabajos han estudiado estos efectos utilizando como modelos a los
hongos micorricicos y, en general, han observado un efecto positivo de la micorrizas
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sobre los insectos polinizadores (Gange y Smith 2005, Wolfe et al. 2005, Cahill et al.
2008). Por ejemplo, Cahill et al. (2008) mostraron que la supresion de micorrizas
arbusculares en pastizales nativos modifica el comportamiento, la abundancia y la
estructura de la comunidad de especies de abejas polinizadoras. Hasta el momento no se
sabe si estos efectos pueden transmitirse a través de relaciones de retroalimentacion.

El pastoreo puede promover la invasion de especies (Chaneton et al. 2002) y
modificar el ritmo de la sucesion en la comunidad (Bardgett y Wardle 2003, Kardol et
al. 2006). Hasta hace poco, la mayoria de los trabajos que han estudiado el efecto de
interacciones multiples, incluyeron a no més de tres especies e ignoraron la presencia de
microorganismos simbiontes (Bultman et al. 2011). Sin embargo, en los pastizales y
pasturas, varias especies de pastos forrajeros pueden hospedar hongos endofitos (Clay y
Schardl 2002, Saikkonen et al. 2004, Schardl et al. 2004) por lo cual, para entender las
relaciones de retroalimentacion y, procesos ecologicos como la sucesion o la invasion,
los efectos del pastoreo y de los endofitos deberian ser considerados simultaneamente.
Por su lado, la presencia de N. occultans modifica las relaciones de retroalimentacion de
la especie hospedante L. multiflorum a través de cambios en la broza (Omacini et al.
2009). Otros trabajos encontraron que la simbiosis L. arundinaceum - N. coenophialum
genera efectos de retroalimentacion negativo sobre otras especies herbaceas (Clay y
Holah 1999) y arbustivas (Rudgers et al. 2007, Rudgers y Orr 2009) Estos trabajos no
han considerado que el pastoreo puede modificar drasticamente el efecto de los hongos
endofitos (Clay et al. 2005, Koh y Hik 2007, Garcia Parisi et al. 2011) y en
consecuencia, las respuestas de retroalimentacion.

El objetivo de este capitulo es evaluar en qué medida la presencia del pastoreo y el
hongo simbionte N. occultans en L. multiflorum pueden mediar las relaciones de
retroalimentacion sobre otras especies (Figura 4.1). La hipotesis general establece que
las interacciones aéreas que establecen las plantas modifican las relaciones de
retroalimentacion y, de manera potencial, las interacciones de la proxima generacion de
plantas con otros componentes del ecosistema. Para poner a prueba esta hipdtesis, las
relaciones de retroalimentacion sobre plantas de soja (Glycine max) y cardo (Carduus
acanthoides) son evaluadas en distintos experimentos. Por un lado, se evalua en qué
medida N. occultans y el pastoreo en L. multiflorum pueden influir sobre la emergencia,
el nivel de dafio o el crecimiento de plantas de soja durante la siguiente generacion. De
manera especifica se pone a prueba la hipdtesis de que la presencia de N. occultans en
L. multiflorum genera una retroalimentacion positiva a través de cambios en el ambiente
del suelo (Siegel y Latch 1991) que podria ser contrarrestada por el pastoreo. Por otro
lado, se examina en qué medida ambas relaciones aéreas pueden influir sobre el
desempefio (crecimiento y reproduccion) de plantas de cardo durante la siguiente
generacion y sobre las abejas (dApis mellifera) que visitan los capitulos (i.e.:
inflorescencias) de estas plantas. De manera especifica se pone a prueba la hipotesis de
que la presencia de N. occultans en L. multiflorum genera una retroalimentacion
negativa sobre la biomasa y los capitulos de las plantas de cardo que puede ser
contrarrestado por el pastoreo. A su vez, una menor produccion de capitulos, reduce la
abundancia de abejas que visitan estas plantas (Albrecht et al. 2007).
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Figura 4.1: el esquema representa como la presencia de relaciones multiples como el
pastoreo y el endofito puede modificar las relaciones de retroalimentacidon con otras
especies y ademds, modular otras relaciones que establecen estas especies. Esto efectos
sobre las relaciones de retroalimentacion podrian estar mediados por sefiales que
perduran en el suelo rizosférico. Este capitulo evalia las relaciones de retroalimentacion
a través del crecimiento de soja y cardo. A su vez, se evallian las relaciones que estas
especies generan con otros componentes de la comunidad como las visitas de abejas a
las inflorescencias de cardo.

Las hipdtesis seran evaluadas en distintos ambientes generados por la historia de uso
sobre un mismo tipo de suelo (Ver capitulo 3) (Korthals et al. 2001, Strauss y Irwin
2004, De Deyn y van der Putten 2005, Hooper et al. 2005, Wardle 2006, van Dam 2009,
Culman et al. 2010). Las comunidades del suelo de los sistemas menos disturbados (E;j.:
el pastizal) son consideradas més complejas y resilientes que aquellas con mayor grado
de disturbio (Ej.: la promocion de L. multiflorum) (Cragg y Bardgett 2001, Schipper et
al. 2001, Wardle et al. 2003, Culman et al. 2010). En este sentido se espera que los
efectos de retroalimentacién sean mas importantes en el sistema con mayor grado de
disturbio representado por el suelo con historia de promocion de L. multiflorum a lo
largo de todos los experimentos (Ver capitulo 3).

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Experimentos I: relaciones de retroalimentacion con soja
4.2.1.1 Diserio experimental

Una vez finalizados los dos experimentos descriptos en el capitulo 3, se armaron
macetas (de 3 1y 10 cm profundidad cada una) con el suelo proveniente de cada unidad
experimental. Los nuevos experimentos respetaron el disefio en bloques completos y la
aleatorizacion de los tratamientos de los experimentos anteriores. Los tratamientos
originales que combinaron los factores Endofito (alta: E+ 6 baja: E- frecuencia) y
Pastoreo (presencia: P+ ¢ ausencia: P-) generaron cuatro condiciones ambientes
iniciales que conformaron los tratamientos de cada experimento (4 tratamientos X 6
bloques, en cada suelo: pastizal y promocion de L. multiflorum. Figura 4.2: ). Se
mantuvo igual cantidad de broza sobre la superficie de las macetas: 4 g.maceta’
(equivalente a 325 g.m™). Se utilizo broza proveniente de las plantas de L. multiflorum
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que crecieron en el experimento original (Ver capitulo 3). Asi, solo se evalu6 el efecto
de la calidad de la broza sin interferencia de la cantidad.

Los experimentos se desarrollaron bajo condiciones naturales de luz y controladas de
temperatura (22 °C) y disponibilidad hidrica a través de riegos diarios (invernaculo
experimental de la Catedra de Ecologia de la FAUBA. Junio de 2007). En las macetas
se sembraron plantas de soja (Glycine max; FN 4-85' 2006) a una densidad de 15
semillas por maceta. La soja suele ser el primer cultivo agricola después de un ciclo
ganadero en los sistemas productivos con rotaciéon mixta. En este sentido, utilizar
plantas de soja permitié representar un sistema plausible de ser encontrado en
escenarios productivos actuales. La soja es una especie anual dicotiledonea y sensible a
diversas enfermedades cuyos agentes causales provienen del suelo. Por ejemplo, el
grupo de hongos conocido como “complejo dumping —off” ocasionan pérdidas de
densidad en los cultivos de soja por dafios ocasionados en semillas y plantulas. Esta
sensibilidad, permiti6 utilizar a la las plantas de soja como “sensores” de cambios en el
ambiente del suelo.

Pastizal / Promocion
Endofito
E- E+ » Emergencia

* Biomasa

= Severidad de dafio

Pastoreo

P+

Fin del ciclo
(Capitulo III)

Figura 4.2: disefio de los experimentos que evaluaron los efectos de
retroalimentacion en dos ambientes generados por la historia de uso. En 2007 plantas
de Glycine max fueron cultivadas en suelos de pastizal o promocion de Lolium
multiflorum. En estos suelos crecieron previamente (2006) plantas de L. multiflorum
con baja (E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos y en presencia (P+) o no (P-) de
pastoreo (ver capitulo 3). Se determiné la emergencia, la severidad del dafio y la
biomasa sobre las plantas de G. max sometidas al tratamiento de retroalimentacion
asociado a la presencia del endofito y al pastoreo en la generacion anterior.

4.2.1.2 Determinaciones

Se determiné el porcentaje de plantas emergidas por maceta (% planta.maceta™). Las
plantas fueron cosechadas a los 90 dias desde la siembra. Se estim6 la biomasa fresca
por planta (g.planta™) como el cociente entre la biomasa fresca por maceta (incluyendo

! Propiedad de Ferias del Norte Semillas (http://www.fnsemillas.com.ar)
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parte aérea y radicular) sobre el numero de plantas emergidas. La severidad de dafio
ocasionado por enfermedades (Ej.: fungicas, bacterianas, virddicas o fisiogénicas) fue
determinada para cada planta mediante el indice descripto en el Cuadro 4.1. Se
compararon los valores promedios de severidad por maceta expresados como %.planta”
.maceta .

Cuadro 4.1: indice de severidad utilizado para cuantificar el dafio por enfermedad. Se
determind el indice expresado en porcentaje por planta. En la figura de la seccion
“Resultados” se muestra el valor promedio para las plantas por maceta que es la unidad
experimental.

Severidad Sintomas

0 Planta sana: con las dos primeras hojas completamente desarrolladas,
raices bien ramificadas y pigmentacion clara
10 Planta con las dos primeras hojas completamente desarrolladas, raiz

con alguna parte afectada (poca ramificacion o sector con coloracion
amarronada o grisicea)

20 Planta con algtin defecto en el vastago o mas pequeiia, con raices un
poco coloreadas pero ramificadas

30 Planta con raices bien desarrolladas un poco coloreadas con véstago
deformado (comunmente denominado fork) u oscurecido.

40 Hojas desplegadas, planta pequefia sin raices coloreadas pero poco
desarrolladas

50 Hojas desplegadas, planta pequefia con raices coloreadas y poco
desarrolladas

60 Planta con vastago deformado u oscurecido y, con raices coloreadas y
poco desarrolladas

70 Planta con poco desarrollo de vastago, raices muy afectada, poco
desarrollo y oscuras

80 Planta con vastago deformado u oscurecido muy pequeiias, muy poco
desarrollo radicular

90 Planta que solo presenta cotiledones verdes 0, solo presenta raiz
principal con coloreada

100 Semilla no emergida podrida y rodeada de micelio

4.2.1.3 Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante modelos lineales mixtos. Se utilizé la funcion
Ime [incluida en el paquete nlme (Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los
valores de emergencia (% plantas.maceta™), biomasa (g.planta™) y la severidad del dafio
(%.planta” .maceta™) de cada experimento fueron comparados mediante un modelo que
consider6 Endofitos y Pastoreo como factores fijos; los bloques fueron el factor
aleatorio. Cuando hubo interaccion entre los factores fijos, se realizaron comparaciones
a posteriori entre tratamientos mediante la prueba de Tukey (p< 0,05) con la funciéon
glht [paquete multcomp (Hothorn et al. 2008)]. El supuesto de normalidad fue evaluado
mediante la funcion shapiro.test (del paquete basic) con los residuos de los modelos
[shapiro.test(residuals(modelo)]. El supuesto de homogeneidad de varianzas fue
evaluado mediante la funcién leveneTest [paquete car (Fox 2009)] para los tratamientos
(combinacion de los niveles de los factores). Los valores de biomasa en el experimento
con suelo de promocion fueron transformados por el logaritmo [Log(x+1)] para cumplir
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con los supuestos de los modelos. Todos los analisis fueron realizados con el programa
R-cran, version 2.10 (R Development Core Team 2007). Todos los resultados se
presentan como los promedios de las repeticiones + error estandar.

Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson entre pares de variables
medidas. De acuerdo con los andlisis anteriores, se confeccionaron matrices separadas
para cada uno de los experimentos (suelo de pastizal y de promocidn). Estas matrices
sirvieron para evaluar la asociacion entre las variables respuesta sobre las planta de soja
(Ej.: emergencia, severidad y biomasa de las plantas de soja) y variables descriptas en la
seccion resultados del capitulo 3 en esta tesis e identificar las posibles vias que pudieron
mediar los efectos de retroalimentacion de los endofitos y del pastoreo (i.e. la biomasa
radicular de las plantas de L. multiflorum que crecieron durante la estacion anterior, el
pH, las tasas de mineralizacion potencial y la humedad del suelo). Todos los anélisis
fueron realizados con el programa R-cran, version 2.10 (R Development Core Team
2007).

4.2.2 Experimentos II: relaciones de retroalimentacion con cardo
4.2.2.1 Disefio experimental

Siguiendo un protocolo similar al descripto en para el experimento I, una vez
finalizados los dos experimentos descriptos en el capitulo 3, se hicieron crecer plantas
de Carduus acanthoides en los suelos expuestos a distintos tratamientos (Ver capitulo
3). Al utilizar las mismas unidades experimentales, los nuevos experimentos respetaron
el diseno en bloques completos y la aleatorizacion de los tratamientos de los
experimentos anteriores. Los tratamientos originales que combinaron los factores
Endofito (alta: E+ 6 baja: E- frecuencia) y Pastoreo (presencia: P+ ¢ ausencia: P-)
generaron cuatro condiciones ambientes iniciales que conformaron los tratamientos (4
tratamientos x 6 bloques, en cada suelo: pastizal y promocion de L. multiflorum. Ver
capitulo 3. Figura 4.3).

Los experimentos se desarrollaron bajo condiciones ambientales naturales de luz y
temperatura (Campo experimental de la Catedra de Ecologia de la FAUBA). Las
unidades experimentales fueron regadas diariamente. La biomasa de las plantas de L.
multiflorum vari6 con el pastoreo (Ver capitulo 3) y en consecuencia también lo hizo la
cantidad de broza producida por estas plantas. Por este motivo, la cantidad de broza
depositada en cada unidad experimental se homogeneizé cosechando todo el material
producido y colocando 12,5 g de broza [equivalente a 2000 kg.ha™ factible de ser
encontrados en comunidades de pradera templada (Sosa et al. 2006)] en la superficie.
En consecuencia, la broza vari6 solo en relacion al nivel de infeccion con endofitos (E+
o E-).

Las semillas de Carduus acanthoides fueron colectadas en pastizales en el Oeste de
region pampeana durante la primavera del 2003. Estas fueron conservadas a 4 °C hasta
el momento del experimento. Las condiciones de almacenamiento y el periodo previo a
la utilizacion aseguraron la pérdida de dormicion de las semillas. Las semillas de C.
acanthoides fueron colocadas en placas con agar en condiciones controladas (cadmara de
crecimiento a 22 °C) para inducir la germinacion. En consecuencia, el efecto de los
tratamientos sobre la germinacion no fue considerado. En junio de 2007, se
transplantaron tres plantulas en cada unidad experimental y, a la semana, las dos
plantulas de menor tamafio fueron raleadas dejando crecer un individuo en cada unidad
experimental (Figura 4.3).
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Figura 4.3: disefio del experimento de retroalimentacion. En 2007 plantas de C.
acanthoides fueron cultivadas en suelos ocupados previamente (2006) por plantas de L.
multiflorum con baja (E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos y presencia (P+) o no (P-)
de pastoreo (En suelos de pastizal o promocion de L. multiflorum, ver capitulo 3). Las
plantas de C. acanthoides estuvieron sometidas a los efectos de retroalimentacion
asociado a la presencia del endofito y al pastoreo durante la generacion anterior. Se
determind la biomasa aérea de las plantas, la cantidad de capitulos producidos y, la
frecuencia de abejas meliferas que visitaron los capitulos.

La especie C. acanthoides es considerada una maleza en sistemas agricolas y
ganaderos y, suele ser encontrada en estadios sucesionales tempranos en pastizales
donde L. multiflorum es una especie comun (Omacini et al. 2005). La dispersion
anemofila (Feldman y Lewis 1990) facilita la llegada a ambientes alterados donde logra
establecerse y colonizar (i.e.: pasturas, pastizales, cultivos). El éxito de la especie como
invasora ha sido atribuido a la produccion prolifica de semillas, a la longevidad de las
semillas, a la habilidad competitiva y a la ausencia de enemigos naturales (Kok 2001,
Mandak et al. 2009). A pesar de no ser una especie dominante en ambientes naturales,
suele ser abundante en ambientes disturbados (Dunn 1976, Desrochers et al. 1988). Los
capitulos se encuentran solitarios o en pequefios racimos y son visitados principalmente,
por Bombus spp. y Apis spp. (Desrochers et al. 1988). Estos insectos siguen un patron
de alimentacion irregular y visitan una vez cada flor (Giurfa y Nufiez 1993).

4.2.2.2 Determinaciones

Las plantas de C. acanthoides fueron cosechadas aproximadamente a los 80 dias
desde el transplante cuando habia terminado el periodo de floracioén en febrero de 2008
para estimar la biomasa aérea. Algunas de las plantas transplantadas permanecieron
como rosetas a lo largo de todo el experimento (pastizal, n= 5 y promocién, n= 7). Sin
embargo, no se encontré ninguna asociacion entre las plantas en estadio de roseta y los
tratamientos. El material cosechado (tallos, hojas y capitulos) fue secado hasta peso
constante (durante al menos 72h a 60 °C) y pesado (con una precision de 0,001 g). Los
valores de biomasa aérea se expresan en gramos por planta (g.planta’). Dada la
variacién en el momento de aparicion, la duracién y la cantidad de capitulos entre las
plantas, en cada seccion (ver mas adelante), se determind la cantidad de capitulos
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abiertos de todas las plantas de C. acanthoides. La sumatoria de capitulos por planta a lo
largo del periodo de floracion estimo la atraccion visual a los insectos.

Para determinar la frecuencia de abejas (Apis mellifera), durante el periodo de
floracion (diciembre de 2007 — enero de 2008), se realizaron secciones de observacion
sobre cada planta de C. acanthoides. Cada seccion de observacion durd 15 minutos
entre las 8:00 y las 14:00 h (cuando la actividad de los insectos es maxima) en dias
soleados y cuando la velocidad del viento fue baja. Solo los insectos que se posaron
sobre capitulos abiertos fueron considerados como visitadores. En cada dia de
observacion se seleccionaron de 4- 5 unidades experimentales al azar. A pesar de que se
observaron e identificaron taxondémicamente un total de 2197 insectos, solo se reportan
los datos correspondientes a las abejas. Las abejas fueron la especie mas abundante
(10:1 respecto de los otros morfotipos de insectos. Datos no mostrados) e importantes
como visitadoras de C. acanthoides dado el cardcter anemofilo de esta especie. Los
datos que refieren a la frecuencia de abejas se expresan como el promedio por dia en
relacion a la cantidad de observaciones realizadas sobre la unidad experimental.

4.2.2.3 Analisis estadistico

Los analisis se realizaron de manera independiente para los suelos con historia de
pastizal y de promocion. La falta de desarrollo de algunas plantas de C. acanthoides
(permanecieron en estado de roseta) determind que el experimento quedara
desbalanceado (Pastizal, n= 19; Promocion, n= 17). Todos los analisis fueron realizados
mediante modelos lineales mixtos. Se utilizd la funcidon Ime [incluida en el paquete
nlme (Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los valores de biomasa aérea
(g.planta™), la cantidad de capitulos abiertos (total.planta™), la frecuencia de abejas
meliferas (abejas.planta’.dia™) fueron comparados mediante un modelo que considerd
Endofitos y Pastoreo como factores fijos; los bloques fueron el factor aleatorio. Para
examinar la relacion entre la cantidad de capitulos abiertos y la frecuencia de abejas, un
segundo andlisis incluy6 a la cantidad de capitulos abiertos como factor de covarianza.
La frecuencia de abejas meliferas fue transformada por el ranking para cumplir con los
supuestos del modelo estadistico. Cuando hubo interaccion entre los factores fijos
(Endofito y Pastoreo), se realizaron comparaciones a posteriori entre tratamientos
mediante la prueba de Tukey (p<0,05) con la funcién glht [paquete multcomp (Hothorn
et al. 2008)]. El supuesto de normalidad fue evaluado mediante la funcién shapiro.test
(paquete basic) con los residuos de los modelos [shapiro.test(residuals(modelo)]. El
supuesto de homogeneidad de varianzas fue evaluado mediante la funcion leveneTest
[paquete car (Fox 2009)] para los tratamientos (combinacién de los niveles de los
factores). Todos los andlisis fueron realizados con el programa R-cran, version 2.10 (R
Development Core Team 2007). Las figuras en la seccion de resultados muestran los
promedios de las repeticiones =+ error estandar.

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Relaciones de retroalimentacion con soja

La presencia del endofito o el pastoreo en las plantas de L. multiflorum no generaron
cambios en la emergencia de las plantas de soja en el experimento con suelo de pastizal
(Cuadro 4.2 y Figura 4.4 a). La emergencia de las plantas de soja en el experimento
con suelo de promocion dependi6 de la interaccion entre la presencia previa del endofito
y del pastoreo (Cuadro 4.2 y Figura 4.4 b). La presencia del endofito tendié a
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aumentar la emergencia cuando no hubo pastoreo y, la redujo del 82 % al 67,7 %
cuando hubo pastoreo.

La presencia del endofito o el pastoreo no generaron cambios en la severidad del
dafio y tampoco en la biomasa promedio de las plantas de soja en los experimentos con
suelo con historia de pastizal o promocion (Cuadro 4.2 y Figura 4.4 c - f).

No hubo evidencias de asociacion entre la emergencia, la biomasa o la severidad de
dafo y, la biomasa radicular de las plantas de L. multiflorum, el pH, la humedad del
suelo 0, la tasa de mineralizacion potencial para ninguno de los experimentos (suelo de
pastizal y promocion. Cuadro 4.3).

4.3.2 Relaciones de retroalimentacion con cardo

Ni la presencia del endofito ni el pastoreo en las plantas de Lolium multiflorum
generaron cambios en la biomasa aérea de las plantas de cardo (Carduus acanthoides)
en los experimentos con suelo con historia de pastizal o promocion (Cuadro 4.4 y
Figura 4.5 a y b). La cantidad de capitulos abiertos tampoco dependié de la presencia
del endofito o del pastoreo en L. multiflorum en el experimento con suelo de pastizal.
En cambio, en el experimento con suelo de promociéon hubo una interaccién entre
ambas relaciones aéreas observandose que la cantidad total de capitulos abiertos fue un
70 % superior en el tratamiento sin pastoreo y con baja frecuencia de endofitos (P-E-)
respecto de los otros tres tratamientos (P-E+, P+E- y P+E+. Cuadro 4.4 y Figura 4.5

cyd).

En el experimento con suelo de pastizal, ni la presencia del endofito en las plantas de
L. multiflorum ni el pastoreo afectaron a la frecuencia de visitas de abejas. En cambio,
en el experimento con suelo de promocion, las dos relaciones aéreas tuvieron efectos
negativos sobre la frecuencia de abejas que visitaron las plantas de cardo (Cuadro 4.4
y Figura 4.6). Los analisis que incluyeron a la cantidad de capitulos como covariable
indican que esta variable podria mediar el efecto del pastoreo pero, no el de los
endofitos (Cuadro 4.4).
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Figura 4.4: porcentaje de emergencia (a y b), severidad de dafio (c y d)
y biomasa de las plantas de soja (e y f). Las plantas de G. max (soja)
crecieron en suelos provenientes de ambientes de pastizal (derecha) o de
promocion de L. multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los
efectos de retroalimentacion asociado a la presencia de plantas de L.
multiflorum con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de hongos endofitos y a
la presencia o ausencia de pastoreo (P+ vs. P-) durante la generacion
anterior. La combinacién de los factores endofito y pastoreo generaron
cuatro condiciones previas al crecimiento de las plantas de soja. Las
barras muestran el promedio (+ error estadndar). Diferencias entre
tratamientos estan indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de
Tukey).
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Figura 4.5: biomasa aérea (a, b), capitulos acumulados durante el periodo
de floracién (c, d) de las plantas de C. acanthoides. Las plantas crecieron
en suelos provenientes de ambientes de pastizal (derecha) o de promocién
de L. multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los efectos de
retroalimentacion asociado a la presencia de plantas de L. multiflorum con
alta (E+) o baja (E-) frecuencia de hongos endofitos y a la presencia o
ausencia de pastoreo (P+ vs. P-) durante la generacion anterior. La
combinaciéon de los factores endofito y pastoreo generaron cuatro
condiciones previas al crecimiento de las plantas de C. acanthoides. Las
barras muestran el promedio (+ error estandar). Diferencias entre
tratamientos estdn indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de
Tukey).
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Figura 4.6: frecuencia de abejas (4. mellifera) que visitaron los capitulos
de C. acanthoides. Las plantas de C. acanthoides crecieron en suelos
provenientes de ambientes de pastizal (derecha) o de promocién de L.
multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los efectos de
retroalimentacion asociado a la presencia de plantas de L. multiflorum
con alta (E+) o baja (E-) frecuencia de hongos endofitos y a la presencia
o ausencia de pastoreo (P+ vs. P-) durante la generacion anterior. La
combinacién de los factores endofito y pastoreo generaron cuatro
condiciones previas al crecimiento de las plantas de C. acanthoides. Las
barras muestran el promedio (+ error estandar). Diferencias entre
tratamientos estan indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de
Tukey).

4.4 DISCUSION

A escala local las relaciones de retroalimentacion tienen un fuerte impacto sobre la
composicion de las comunidades y los procesos del ecosistema (van Breemen y Finzi
1998, Bever 2003). En este capitulo, las relaciones aéreas previas redujeron la cantidad
de capitulos en las plantas de Carduus acanthoides y la emergencia de las plantas de
Glycine max en la siguiente generacion. Los resultados apoyan la hipdtesis general de
que las relaciones aéreas que establecen las plantas modulan las relaciones de
retroalimentacion (Newsham et al. 1995, Ehrenfeld et al. 2005, Ohgushi 2005). Los
endofitos tuvieron un impacto nulo o negativo sobre las variables medidas y el pastoreo
no siempre redujo el impacto de los endofitos como se esperaba. Al contrario, los
resultados sugieren que el pastoreo podria intensificar los efectos del endofito. A su vez,
se puso en evidencia que las relaciones de retroalimentacion influyen sobre nuevas
relaciones aéreas -C. acanthoides y Apis mellifera, a través de distintas vias. Por ultimo,
los efectos de retroalimentacion dependieron del contexto ecoldgico dado por la historia
de uso (Ehrenfeld et al. 2005, Kardol et al. 2007): los efectos fueron solo evidentes en el
ambiente con historia de promocidén y mayor grado de disturbio como se esperaba.
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Cuadro 4.2: resultado de los modelos estadisticos para los efectos de Endofito y Pastoreo sobre
la emergencia, la severidad de dafio y la biomasa de las plantas de soja. Las condiciones
generadas por la historia de uso (pastizal y promocion de L. multiflorum) fueron analizados de
manera independiente. El cuadro muestra los valores del estadistico con los grados de libertad
asociados (Fy) y el valor de probabilidad (p-valor).

Pastizal
Emergencia Severidad Biomasa
Fi1s p-valor Fi1s p-valor Fi1s p-valor
Endofito (E)  0.26 0.617 0.08 0.779 0.001 0.978
Pastoreo (P) 1.77 0.204 3.89 0.067 0.70 0.417
ExP 2.35 0.146 0.59 0.455 0.47 0.505
Promocién
Emergencia Severidad Biomasa
Fi1s p-valor Fi1s p-valor Fi1s p-valor
Endofito (E)  0.02 0.882 2.33 0.148 0.01 0.923
Pastoreo (P)  6.54 0.022 0.28 0.604 3.03 0.102
ExP 14.14 0.002 1.42 0.252 0.46 0.506

Cuadro 4.3: coeficientes de correlacion (Pearson) entre pares de variables medidas
(emergencia, biomasa y severidad de las plantas de soja) y posibles vias que pudieron mediar
los efectos de retroalimentacion de los endofitos y el pastoreo: la biomasa radicular de las
plantas de L. multiflorum (Lm) que crecieron durante la estacion anterior, el pH, las tasas de
mineralizacion potencial y la humedad del suelo (Ver resultados en capitulo 3). Los
coeficientes de correlacion fueron calculados por separado para los suelos con historia de
pastizal y de promocion. Coeficientes significativos a dos colas estdn indicadas con un
asterisco (valor P < 0,05; *), dos asteriscos (valor P < 0,01; **) o tres asteriscos (valor P <
0,001; ***), No los hubo.

Pastizal

Emergencia  Biomasa soja  Severidad
Biom. radicular Lm (g.m?) -0.11 -0.34 0.12
pH suelo 0.16 -0.28 -0.14
Humedad suelo (%) -0.07 -0.14 0.03
Min.pot suelo (mg N. g suelo”. dia!)  0.04 -0.05 0.04

Promocion

Emergencia Biomasa soja  Severidad
Biom. radicular Lm (g.m?) 0.36 0.10 -0.38
pH suelo 0.23 -0.19 -0.25
Humedad suelo (%) 0.33 0.17 -0.34
Min.pot suelo (mg N. g suelo”. dia™)  0.18 0.17 -0.15
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Cuadro 4.4: resultado de los modelos para los efectos de retroalimentaciéon de los
Endofito (E+ vs. E-) en contextos de Pastoreo (P+ vs. P-) sobre la biomasa aérea, la
cantidad de capitulos abiertos y la frecuencia de abejas (4. mellifera) que visitaron los
capitulos de C. acanthoides. Las condiciones generadas por historia de uso (pastizal y
promocion de L. multiflorum) fueron analizados de manera independiente. El segundo
modelo para las abejas en el suelo de promocion incluy6 a los capitulos abiertos como
covariable con el objeto de probar su importancia como mecanismo a través del cual
podrian propagarse los efectos (ver Figura 4.5 d). El cuadro muestra los valores del
estadistico con los grados de libertad asociados (Fg) y el valor de probabilidad (p-valor).

Pastizal
Biom aérea Capitulos Abejas
Fl,lO p-Vﬂ.lOI‘ Fl,lO p-Vﬂ.lOI‘ Fl,lO p-Vﬂ.lOI‘
Endofito (E) 0,34 0,574 0,46 0,512 0,40 0,543
Pastoreo (P) 0,15 0,709 0,46 0,514 0,24 0,637
ExP 0,14 0,714 0,30 0,597 0,29 0,605
Promocion
Biom aérea Capitulos Abejas
Fig p-valor Fig p-valor Fig p-valor
Endofito (E) 1,43 0,266 12,30 0,008 12,62 0,008
Pastoreo (P) 1,57 0,245 5,70 0,044 9,04 0,017
ExP 0,78 0,403 9,00 0,017 2,05 0,190
Endofito (E) 8,88 0,041
Pastoreo (P) 3,02 0,157
ExP 0,71 0,448
Capitulos (C) 6,99 0,057
ExC 1,77 0,254
PxC 6,31 0,066
ExPxC 2,83 0,168

Ambas relaciones aéreas generaron una retroalimentacion negativa sobre las plantas
de C. acanthoides que fue evidente a través de la produccion de capitulos. Estos
resultados apoyan parcialmente las hipotesis de trabajo dado que hubo efectos sobre la
cantidad de capitulos pero no, sobre la biomasa de las plantas (Orr et al. 2005) como
proponia la hipdtesis de trabajo. Por otro lado, no se corrobord la hipdtesis respecto de
que el pastoreo reduce los efectos del endofito (Garcia Parisi et al. 2011). En cambio,
los resultados muestran por primera vez que el pastoreo y el endofito en L. multiflorum
tuvieron un impacto similar sobre la respuesta de retroalimentacion (i.e.: la produccion
de capitulos de C. acanthoides).

Las relaciones aéreas pudieron generar cambios en las comunidades de
descomponedores (Hughes y Uowolo 2006, Liao et al. 2008) y, en la disponibilidad de
nutrientes como nitréogeno (Zou et al. 2006), fésforo (Chapuis-Lardy et al. 2006) y otros
minerales (Vanderhoeven et al. 2005) con consecuencias negativas sobre la produccion
o duracién de los capitulos de C. acanthoides. El trabajo de Newsham et al. (1994)
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sugiere que las infecciones de patégenos del suelo pueden alterar el éxito reproductivo
de otras especies. Un mecanismo similar no puede ser descartado en este caso. Aunque
no podamos dilucidar el mecanismo especifico, este efecto podria tener consecuencias
negativas sobre la produccion de semillas y finalmente, sobre la dindmica de la
poblacion, la estructura de la comunidad y la sucesion de especies en la comunidad.

Tanto el endofito en las plantas de L. multiflorum como el pastoreo tuvieron un
impacto negativo sobre la frecuencia de abejas que visitaron a C. acanthoides durante la
siguiente estacion de crecimiento. Estos resultados apoyan parcialmente la hipotesis de
trabajo dado que el nimero de capitulos en las plantas de C. acanthoides podria explicar
en parte el efecto del pastoreo y no el efecto del endofito (Cuadro 4.2). Estos
resultados sugieren que mecanismos alternativos intervinieron para modificar la
frecuencia de visitas de abejas. Ademas del atractivo generado por la cantidad de flores,
las abejas podrian responder a cambios en el olor distintivo del néctar o a la presencia
de otros compuestos volatiles a distancias cortas (Giurfa y Nufiez 1993). Los resultados
coinciden con trabajos previos en sugerir que las visitas de las abejas a los capitulos de
C. acanthoides no es azarosa y esta guiada por la recompensa de néctar (Real 1981,
Visscher y Seeley 1982, Zimmerman y Cook 1985, Fewell y Winston 1992) o un
repelente dejado por ellas mismas en las flores ya visitadas y agotadas (Giurfa y Nufiez
1992, 1993, Giurfa et al. 1994). Este tipo de sefiales también fueron sugeridas por otros
autores que estudiaron el comportamiento de recoleccion de las abejas (Frankie et al.
1997, Goulson 2000, Reader et al. 2005). Aunque no podemos identificar los
compuestos responsables, cambios en las recompensas o en las sefiales olorosas son
todos mecanismos a través de los cuales las respuestas de retroalimentacion pudieron
reducir la frecuencia de visitas no explicada por la cantidad de capitulos. Como
consecuencia, las abejas podrian visitar otras especies y eventualmente, influir sobre el
éxito ecologico de las especies vecinas a C. acanthoides. Sin embargo, las
consecuencias de estos efectos sobre la estructura y dindmica de la comunidad son mas
dificiles de predecir (Ohgushi 2005).

Los efectos de retroalimentacién tampoco fueron evidentes a través de la biomasa de
las plantas de Glycine max. En cambio, la interaccion entre el endofito y el pastoreo
determind el establecimiento de las plantas a través de sus efectos sobre la emergencia.
Estos resultados dieron sustento parcial a la hipdtesis de que el endofito genera una
retroalimentacion negativa sobre la biomasa, la emergencia y la severidad de dafio en
las plantas de G. max. En este capitulo el efecto mas importante ocurrié sobre la
mortalidad y no sobre el nivel de dafio en las plantulas de G. max. Cabe destacar que las
plantas pudieron permanecer asintomaticas (Larkin et al. 1995a). A pesar de no tener
sintomas, estas plantas podrian tener menor productividad o un menor desarrollo del
sistema radicular [(Ej.: Larkin et al. 1995a)- en alfalfa (Medicago sativa)]. Estas
evidencias sugieren que las plantas que han emergido podrian no ser capaces de
compensar la menor densidad y en consecuencia tampoco el rendimiento del cultivo.

Aunque no podemos identificar los organismos o factores especificos responsables
de los efectos observados, este capitulo muestra que la respuesta neta de
retroalimentacion fue perjudicial para las dos especies exoticas evaluadas. Estos
resultados sugieren que los cambios en el suelo inhibieron la emergencia de G. max
mientras que no fueron capaces de generar un efecto similar sobre las plantas de C.
acanthoides dando sustento a la idea de especificidad en las retroalimentaciones (Bever
et al. 1997, Hedlund 2002, Kowalchuk et al. 2002, Kowalchuk et al. 2003). Pero
ademads, podrian estar involucrados en los mecanismos responsables de la capacidad
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invasora de la simbiosis L. multiflorum — N. occultans (Richardson et al. 2000a, Keane
y Crawley 2002, Klironomos 2002, Reinhart et al. 2003, Reinhart y Callaway 2006).

Se ha sugerido que los patdgenos juegan un papel importante en la evolucion de las
poblaciones (Clay y Kover 1996) y en la composicion de las especies en las
comunidades naturales (Packer y Clay 2000, Klironomos 2002, Bever 2003, van der
Putten 2003, Burdon et al. 2006, Kardol et al. 2006). A pesar de que en este
experimento no se aislaron los agentes causales del dafio, algunos trabajos previos
permiten especular que los hongos patogenos del suelo como por el ejemplo los del
complejo del “damping-off” (Ej.: Pythium sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.) podrian
estar involucrados (revisado en Hendrix y Campbell 1973, Jarosz y Davelos 1995,
Larkin et al. 1995b, Pankhurst et al. 1995, Deep y Lipps 1996, Rizvi y Yang 1996,
Yang et al. 1996, Bever et al. 1997, Mills y Bever 1998, Zhang y Yang 2000). En
particular, los hongos de este complejo son responsables de pérdidas de densidad en los
cultivos de soja por dafios ocasionados en semillas y plantulas. En este experimento, las
respuestas de retroalimentacion pudieron influir sobre el suelo (Ej.: con cambios en la
humedad del suelo o en la presencia de compuestos exudados especificos) estimulando
la germinacion de las esporas o el crecimiento del micelio de hongos patdégenos. Hasta
el momento, se han observado efectos negativos de los endofitos sobre algunos hongos
patdgenos solo bajo condiciones in vitro (Newsham et al. 1995). Bajo condiciones
naturales, la acumulacién de hongos patdgenos especificos como Pythium spp. es poco
probable en el corto plazo de una estacion de crecimiento. Ademas, las esporas y
esclerocios de hongos en el suelo suelen ser altamente persistentes (Jarosz y Davelos
1995). Tampoco se puede descartar el papel de otros componentes de la comunidad del
suelo. Por ejemplo, otro tipo de hongos o de bacterias de la rizosfera (Westover y Bever
2001), hongos micorricicos (Bever et al. 1996), artropodos [Ej.: nematodes (Capitulo
3)] o, incluso enfermedades fisiogénicas que podrian generar efectos similares.

Las respuestas de retroalimentaciéon dependieron de la historia del ambiente. De
acuerdo con lo predicho, los efectos fueron mas importantes en ambientes con mayor
grado de disturbio- representado por la promocion (Capitulo 3). Los resultados de este
capitulo concuerdan con la idea de que los ambientes menos disturbados son ademas,
mas resilientes probablemente debido a complejidad en sus comunidades (Cragg y
Bardgett 2001, Schipper et al. 2001, Wardle et al. 2003, Culman et al. 2010). Una
mayor resiliencia en el suelo de pastizal podria explicar la ausencia de efectos de
retroalimentacion. Estas diferencias entre ambientes no son menores si consideramos las
implicancias sobre la dindmica de las comunidades. La historia de los ambientes deberia
ser considerada como un aspecto importante a la hora disefiar estrategias de manejo o
planificar el uso de los ambientes.

La especie L. multiflorum generalmente hospeda al endofito N. occultans y ha
evolucionado junto con herbivoros vertebrados en ambientes de pastizal y en pasturas.
Es probable que estas relaciones conjuntamente tengan una influencia importante en la
configuracion de estas comunidades (Bardgett et al. 1998). Este trabajo es uno de los
primeros en examinar los efectos de retroalimentacion de simbiosis L. multiflorum-N.
occultans 'y el pastoreo sobre otras especies exoticas (C. acanthoides y G. max).
Mientras es dificil especular un mecanismo especifico asociado al efecto sobre C.
acanthoides 0, de G. max, los efectos se propagaron a otras relaciones como las abejas
que visitan los capitulos de C. acanthoides. A pesar que los mecanismos no fueron
dilucidados, los resultados contribuyen a la comprender como una simbiosis puede
alterar la composicion y la trayectoria sucesional de la comunidad y, potencialmente, la
productividad o el rendimiento de cultivos agricolas.
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CAPITULO 5 LAS CONSECUENCIAS ECOLOGICAS DE
NEOTYPHODIUM OCCULTANS EN COMUNIDADES DE PASTIZAL
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5.1 INTRODUCCION

Durante el proceso de invasion la especie invasora puede tener un impacto negativo
en la comunidad receptora debido a que desplaza especies nativas, altera la
biodiversidad y la productividad (Vitousek et al. 1987, Maron y Connors 1996, Kiers et
al. 2000, Richardson et al. 2000a, Hartnett y Wilson 2002). Entender el proceso de
invasion, los factores que la favorecen y sus consecuencias, son temas prioritarios para
la conservacion y la gestion de los recursos naturales (Ricciardi y Cohen 2007). Los
filtros a la invasion incluyen factores abidticos (disponibilidad de agua y nutrientes, la
ocurrencia de disturbios o caracteristicas climaticas), asi como interacciones bidticas
negativas (competencia, herbivoria, parasitismo) o positivas (facilitaciéon, mutualismo)
que pueden perjudicar o favorecer el establecimiento, la colonizacion o la expansion de
la poblacion invasora (Keddy 1992, Weiher y Keddy 1999, Tilman y Lehman 2001,
Levine et al. 2004, Mitchell et al. 2006, Saunders et al. 2010).

Las interacciones mutualistas pueden contribuir al establecimiento de algunas
especies invasoras (Bruno et al. 2003). En estos casos, la ausencia del simbionte en la
comunidad receptora puede limitar el éxito de la especie invasora (Richardson et al.
2000b). Esto es asi, cuando el simbionte es un organismo de vida libre como los hongos
micorricicos o las bacterias fijadoras de nitrégeno (van der Heijden et al. 1998,
Klironomos et al. 2000, Parker 2001, Desprez-Loustau et al. 2007). Una situacién
distinta ocurre cuando el simbionte se dispersa junto con la especie invasora como
sucede con los microorganismos de transmision vertical exclusiva.

Los hongos endofitos del género Neotyphodium crecen sistemdticamente dentro de
los tejidos aéreos de numerosas especies de pastos y se transmiten de generacion en
generacion a través de las semillas de la planta hospedante, es decir, no hay propagacion
del hongo por contagio (Clay 1990, Leuchtmann 1993, Clay y Schardl 2002). La planta
hospedante proporciona proteccion, nutrientes y un medio de dispersion al hongo
endofito que hospeda. A su vez, el endofito beneficia a la planta al aumentar la
tolerancia ante situaciones de estrés bidtico y abidtico a través de distintos mecanismos
(Malinowski y Belesky 2000, Clay y Schardl 2002, Cheplick y Faeth 2009). Algunas
evidencias muestran que los endofitos contribuyen a superar los filtros impuestos por el
ambiente (Uchitel 2008, Omacini et al. 2009), contribuyendo a la expansion geografica
de la poblacion que los hospeda y generando cambios draméticos en la estructura y
funcionamiento de las comunidades vegetales (Rudgers et al. 2004, Clay et al. 2005,
Rudgers y Clay 2007).

Se ha sugerido que, los hongos endofitos mejoran la capacidad invasora de Lolium
arundinaceum (festuca) (Rudgers y Orr 2009). En particular, la presencia de N.
coenophialum en L. arundinaceum aumentd la abundancia del pasto hospedante y
redujo la riqueza de especies (Clay y Holah 1999). Estos efectos fueron evidentes un
afio después de la siembra y cuatro anos después las parcelas sembradas con la
simbiosis L. arundinaceum — N. coenophialum fueron casi monoespecificas
demostrando que el endofito mejord la produccion de biomasa de la planta hospedante y
modificd la estructura de la comunidad (Clay y Holah 1999). Ademas, el pastoreo
aumento la frecuencia de L. arundinaceum hospedantes de N. coenophialum del 50 al
80 % (Clay et al. 2005). Este efecto a su vez, significé un aumento en la biomasa de L.
arundinaceum y, una reduccion en la biomasa de otras especies de la comunidad (Clay
et al. 2005). Hok y Hik (2007) encontraron una mayor frecuencia del endofito en
poblaciones de Festuca altaica a medida que aumentaba el nivel de pastoreo. Sin
embargo, otros estudios sugieren que la combinacion de genotipos involucrados en la
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simbiosis o0, las caracteristicas de la comunidad receptora pueden modular el resultado
de la relacion pasto-endofito-herbivoro y, alterar de manera sustancial los efectos de la
simbiosis sobre la comunidad (Spyreas et al. 2001, Faeth et al. 2004, Cheplick y Faeth
2009). Este capitulo propone que el sesgo en el estudio de unos pocos hospedantes: L.
arundinaceum y L. perenne (Clay 1990, Clay 1997, Spyreas et al. 2001) ha descuidado
el impacto de los endofitos en el proceso de invasion de pastos anuales asi como la
importancia de considerar a la comunidad receptora.

La especie L. multiflorum de origen europeo se encuentra naturalizada en las
comunidades de pastizal de la Region Pampeana (Perelman et al. 2001, Chaneton et al.
2002, Perelman et al. 2007). Esta especie ha aumentado su rango de distribuciéon y su
abundancia local probablemente debido a su alta capacidad competitiva y produccion de
biomasa - estrategia de crecimiento ruderal (Grime 2001). Este fenémeno es evidente
tanto en pastizales pastoreados como en campos abandonados donde también se ha
observado una disminucioén en la riqueza de especies nativas (Chaneton et al. 1988,
Omacini et al. 1995, Chaneton et al. 2002, Perelman et al. 2007, Gundel et al. 2009,
Tognetti 2010). Las poblaciones naturalizadas de L. multiflorum suelen presentar altos
valores de infeccion con N. occultans en distintos ambientes (Gundel et al. 2009). A
pesar de que se ha encontrado que la presencia de N. occultans favorece el
reclutamiento de plantulas y el crecimiento de L. multiflorum (Omacini et al. 2009,
Uchitel et al. 2011), no se han registrado trabajos que consideren los efectos de esta
simbiosis sobre las comunidades en experimentos a campo.

El paisaje de la subregion de la Pampa Deprimida, es un mosaico fino de
comunidades determinado en gran medida por los filtros impuestos por el ambiente
(Perelman et al. 2001). La topografia, las caracteristicas edaficas, las inundaciones
frecuentes en invierno y la sequia durante el verano representan los principales filtros
abidticos que determinan la composicion de especies y la productividad de estas
comunidades (Insausti et al. 1999). Ademas, la ganaderia (i. e.: cria de ganado vacuno)
ha sido la principal actividad productiva y las diferencias en el manejo del pastoreo en
estos pastizales impuso cambios drésticos en la estructura de las comunidades (Sala et
al. 1986, Chaneton et al. 2002). En la actualidad, las praderas de mesofitas cubren la
mayor parte de esta subregion bajo condiciones de pastoreo (ver Perelman et al. 2001).
A su vez, en estos pastizales el pastoreo promueve la invasion de especie exodticas y la
riqueza de la comunidad mientras reduce la heterogeneidad en la composicion y los
grupos funcionales de especies a escala de paisaje (Chaneton et al. 2002). Estos cambios
se deberian a que el pastoreo modula el equilibrio de las relaciones de competencia
entre especies y, en consecuencia, el éxito de las especies invasoras en una comunidad
receptora (Milchunas y Lauenroth 1993). Si bien se encontr6 una correlacion negativa
entre la cobertura de L. multiflorum y la de los pastos nativos que crecen en verano
(Perelman et al. 2007) aun se desconoce el papel potencial de los hongos endofitos
sobre la capacidad invasora de este pasto exotico.

El objetivo de este capitulo es evaluar en condiciones de campo, el papel de N.
occultans sobre la capacidad invasora del hospedante L. multiflorum asi como su
impacto sobre la composicion de la comunidad en pastizales de la subregion Pampa
Deprimida. Dado que el pastoreo vacuno produjo cambios profundos en la estructura de
las comunidades y en los filtros ambientales a la invasion, el papel de los hongos
endofitos es evaluado en comunidades pastoreadas y en comunidades no pastoreadas
donde el ganado ha sido excluido desde el afio 2004. La hipdtesis asociada a este
objetivo propone que la presencia de hongos endofitos aumenta la capacidad de las
plantas hospedantes de superar los filtros de la comunidad, y por lo tanto favorece el
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establecimiento de plantulas y la cobertura de la planta hospedante. Ademas, los hongos
endofitos modifican la composicion de la comunidad dependiendo de los filtros a la
invasion que esta imponga (Diamond 1975, Weiher y Keddy 1999, Mitchell et al. 2006,
Saunders et al. 2010). Las comunidades no pastoreadas establecen filtros para el
reclutamiento de plantas desde semillas (Grime 2001) y serian entonces, mas resistentes
a la invasion que las comunidades constantemente perturbadas por el pastoreo (Crawley
1987, Rejmanek 1989, Chaneton et al. 2002, Shea y Chesson 2002). Si los hongos
endofitos favorecen la invasion del hospedante, seria esperable que los efectos del
endofito sean mdas importantes en las comunidades con filtros mas fuertes. Para
contrastar dichas hipdtesis se realiz6 un experimento a campo en el que se agregaron
semillas de L. multiflorum con alto o bajo nivel de infecciéon con hongos endofitos en
parcelas con diferente historia de pastoreo y, hacia el final de la estacion de crecimiento,
se determiné la cobertura de L. multiflorum y la de otras especies agrupadas en grupos
funcionales.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Disefio experimental

El experimento fue conducido en un area de 200 ha en un pastizal seminatural,
pradera de mesofitas (ver Perelman et al. 2001) ubicado en la Pampa Deprimida, cerca
de la localidad de Pila, Buenos Aires (36° 30" S, 58° 30" O). Las temperaturas medias
varian de 8,2 °C en julio a 21,4 °C en enero. La precipitacion total anual para el area es
»900 mm. Los sitios experimentales compartieron la misma posicion topografica y tipo
de suelo [Natracuol tipico: horizonte A franco, levemente acido, no salinos y horizonte
B arcilloso — franco arcilloso, alcalino y salino, (Berasategui y Barberis 1992)]. En
otofio de 2009, se seleccionaron sitios experimentales (4 m?) en comunidades con
distintas historias de pastoreo (pastoreadas, n= 12 y no pastoreado, n= 7). Los sitios no
pastoreados fueron cercados en el otofio de 2004, mientras que los sitios pastoreados
fueron cercados para protegerlos de ganado al inicio del experimento en el verano de
2008. Las cercas colocadas excluyeron al ganado vacuno, mientras que animales
pequeiios pudieron estar presentes durante todo el experimento (aves, insectos, ratones,
conejos, etc.).

Dado que la disponibilidad de recursos (es decir, los nutrientes del suelo, la humedad
del suelo, temperatura o luz) y la identidad de las especies de plantas no fueron
controladas, los parches pastoreados y no pastoreados fueron caracterizadas en relacion
a la estructura y composicion floristica, la incidencia de la luz y el suelo. Dentro de cada
sitio, la biomasa aérea se cort6 a ras de suelo (marco de 20 cm x 50 cm). El material
verde se separd del material muerto en pie y la broza. Las especies de plantas fueron
identificadas. Todo el material fue secado (60 °C, 48 h) y pesado (con una precision de
0,01 g). Se determind la riqueza de especies. Antes de realizar el corte al ras, la
radiacion interceptada por encima y por debajo de la cobertura vegetal se midié con un
sensor cudntico (line quantum sensor, Cavadevices). Se realizaron tres determinaciones
(sub-réplicas) en cada sitio (n= 6 no pastoreado y n= 8 pastoreado). El sensor cuantico
mide el flujo de fotones fotosintéticos (FFF), ubicado a lo largo de una barra de un
metro. La penetracion de la luz (%) fue calculada como el porcentaje del FFF que llega
al suelo (por debajo de la cobertura vegetal) en relacion a la registrada por encima de la
cobertura vegetal (plena luz solar). En cada sitio se tomaron muestras de suelo (3
cilindros de 2,5 cm de didmetro de 0 a 15 cm de profundidad cada uno; n= 6 no
pastoreado y n= 10 pastoreado). Los analisis de fertilidad quimica se realizaron en los
laboratorios del INGEIS (Conicet, Buenos Aires, Argentina). Se determin¢ el pH 1:2,5,
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la conductividad eléctrica (c.e), el carbono orgéanico (Corg, método Walkley y Black), el
nitrogeno total (Nt, Kjeldahl), el fosforo (P, Kurtz y Bray). Las determinaciones de
capacidad de intercambio catidnico (CIC), calcio (Ca*"), magnesio (Mg*"), sodio (Na")
y potasio (K') se realizaron en acetato de amonio 1 N a pH 7 (Cuadro 5.1). Las
fluctuaciones de la temperatura y la humedad del suelo se obtuvieron mediante sensores
que permanecieron en los sitios durante todo el experimento (Echo 2 CE-10 Decagon,
n= 3 en cada tipo de comunidad. Figura A.1). Desafortunadamente, varios sensores se
rompieron o fueron dafiados por animales y los datos obtenidos no pudieron ser
analizados estadisticamente.

El experimento de agregado de semillas fue conducido durante abril-diciembre de
2009. Se aplicaron tres tratamientos que consistieron en el agregado de semillas de L.
multiflorum con alta frecuencia de endofitos N. occultans (E+), el agregado de semillas
de L. multiflorum con baja frecuencia de endofitos N. occultans (E-) o, el control sin
agregado de semillas (C). Cada tratamiento se aplico al azar en una de tres parcelas (0,6
x 0,9 m) dentro de cada sitio ([7 6 12]) x 3 = 57 parcelas). Una cantidad de 3 y 5 gramos
de semillas (equivalente a 5000 y 8300 semillas.m™) fue agregada en las parcelas
correspondientes a mediados de otono y principios de invierno en 2009,
respectivamente. La emergencia de plantulas a mediados de otofio fue baja,
presumiblemente debido a la sequia (Figura A.1). Entonces, el agregado de las
semillas se repiti6 a principios del invierno. Antes de agregar las semillas, se
removieron las plantas de L. multiflorum que crecieron naturalmente en las parcelas vy,
la biomasa aérea se cort6 a ras de suelo en todos los sitios (como se explicéd antes). Este
procedimiento homogeneizé el microambiente de las parcelas respecto de factores que
influyen en la germinacion y el establecimiento de plantas de L. multiflorum.

Las semillas de L. multiflorum E+ y E- fueron cosechadas a fines de primavera
(diciembre) y se almacenaron hasta comenzar el experimento. Estas semillas fueron
obtenidas siguiendo el procedimiento descripto en el capitulo 3. Es importante
considerar que no se tratdé de controlar el genotipo de la plantas; en cambio, se trabajo
con grupos de semillas procedentes de poblaciones naturales de L. multiflorum. El
potencial de germinacion de las semillas de las poblaciones E+ y E- fue evaluado bajo
condiciones de laboratorio (15-25 °C, 8 horas de luz, 5 d, n=4). No hubo diferencias en
el porcentaje de germinacion entre los dos grupos de semillas [E+= 98,75 % (95-100 %)
vs. E-= 95 %. P> 0.10, prueba de Welch-T, n= 5 (4,97)] lo que ya se ha observado en
estudios previos (Vila-Aiub et al. 2005, Gundel et al. 2006a, Gundel et al. 2006b,
Uchitel et al. 2011). Los niveles iniciales de frecuencia de endofitos se examinaron
mediante tincion con rosa de Bengala y observacion bajo microscopio optico (n= 30
semillas por poblacion). Las frecuencias expresadas en porcentaje de semillas fueron del
80 % y 4 % para las poblaciones E+ y E-, respectivamente.

5.2.2 Determinaciones

Los datos fueron recolectados en primavera, durante la floracion de L. multiflorum y
en verano, al final de la estacion de crecimiento. De determind la riqueza de especies y
la cobertura basal a lo largo de transecciones permanentes (60 cm) colocadas en una
diagonal fija en cada parcela. La complejidad de la cobertura herbacea hizo impractica
la determinacion de densidad. Por lo tanto, los valores de cobertura se expresan como
porcentaje en base a la cobertura basal de especies vivas de cada transeccion (Chaneton
et al. 2002). Dado que L. multiflorum fue manipulado experimentalmente, su cobertura
fue excluida al determinar los porcentajes. La cobertura de L. multiflorum en primavera
se utilizo para estimar su capacidad de colonizacion. Las especies fueron clasificadas en
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grupos funcionales seglin: pastos nativos, pastos exoéticos y dicotiledoneas. El grupo de
los pastos incluyd especies gramineas y graminoides.

La frecuencia de endofitos se comprobd a partir de tincidbn y observacion
microscopica de semillas de L. multiflorum cosechadas en cada parcela, a finales de
primavera (n= 30, diciembre de 2009) (Moon et al. 2000). El agregado de semillas
modific6 la frecuencia de endofitos en L. multiflorum en las parcelas.
Independientemente de la historia del sitio, el 93 % de las semillas producidas por las
plantas en las parcelas E+ hospedaron a N. occultans en tanto que, el 75 % y el 50 % de
las semillas hospedaron al endofito en las parcelas control y E-, respectivamente
(Cuadro 5.2). La frecuencia de N. occultans en las parcelas control y E- fue superior a
los niveles de infeccion en las semillas agregadas (4 %); esto sugiere que parte de las
plantas de L. multiflorum que se midieron en las parcelas provino del banco de semillas
natural a pesar de que se eliminaron las espigas y plantulas antes del experimento.

5.2.3 Analisis estadistico

Las medidas iniciales: la biomasa verde (g.m™), la biomasa muerta en pie y la broza
(g.m™), la riqueza de especies (parcela™), la penetraciéon de la luz (%) y los parametros
quimicos del suelo (pH, c.e., CIC, carbono organico, nitrégeno total, fosforo disponible,
Na+,Mg2+, Ca™", K"), fueron comparadas mediante el mismo modelo estadistico. El
modelo incluyé a la comunidad (pastoreada o no pastoreada) como factor fijo. La
riqueza fue transformada por el ranking para cumplir con los supuestos del modelo. Las
medidas posteriores: el porcentaje de semillas de L. multiflorum cosechadas con
endofitos, la cobertura de L. multiflorum (%), la riqueza de especies y la cobertura
relativa de los grupos funcionales [pastos nativos, pastos exoticos y dicotiledoneas (%)]
fueron analizadas mediante un modelo que incluy6 a la historia del sitio y al agregado
de semillas (C, E- o E+) como factores fijos. Los datos se analizaron con modelos
lineales de efectos mixtos que consideraron el anidamiento de las parcelas (tratamiento
de agregado de semillas) dentro de los sitios. Por lo tanto, el sitio fue el factor aleatorio
de los modelos. Los modelos se realizaron utilizando la funcién lme en el paquete nlme
(Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009). Cuando hubo efectos estadisticamente
significativos debidos al agregado de semillas, se realizd un segundo andlisis para
evaluar a la cobertura de L. multiflorum como un posible mecanismo capaz de explicar
los efectos observados. El segundo modelo incluyé la cobertura relativa de L.
multiflorum y la interaccién con los factores fijos (es decir: historia y agregado de
semillas). Los datos de pastos exoticos fueron transformados por la raiz cuadrada para
cumplir con los supuestos del modelo. Los datos de dicotiledoneas fueron
transformados por la raiz cuadrada [Sin embargo, los residuos no se distribuyeron
normalmente (Shapiro-Wilk, P <0,001)]. Las comparaciones a posteriori entre
tratamientos se realizaron mediante pruebas de Tukey (p <0,05). Las pruebas de Tukey
se realizaron con la funcion glht en el paquete multcomp (Hothorn et al. 2008). Los
cambios en la composicion floristica a lo largo de las estaciones, hizo que fuera sensato
separar los andlisis para cada estacion en lugar de considerarlos medidas repetidas.
Todos los andlisis se realizaron con el software R-cran, la version 2.10.1 (R
Development Core Team 2007). Los resultados se presentan como las medias no
transformadas de las repeticiones correspondientes + error estandar.

5.3 RESULTADOS

La historia previa dada por la presencia o ausencia de pastoreo, generaron cambios
entre sitios (Cuadro 5.1). El pastoreo no modificé la cantidad de biomasa verde pero,
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redujo nueve veces la biomasa muerta y, en consecuencia aumenté la penetracion de luz
en comparacion con los sitios no pastoreados (Cuadro 5.1). A pesar, de que la riqueza
fue similar en sitios con distinta historia de pastoreo, la composicion de especies fue
diferente. Los sitios pastoreados estuvieron dominados por pastos nativos y exoticos vy,
una pequefia proporcion de dicotiledoneas. Las especies dominantes fueron todas
nativas estivales perennes: Stenotaphrum secundatum, Disticlis scoparia, Paspalum
dilatatum y Sporobolus indicus. Los sitios no pastoreados estuvieron dominados de
manera exclusiva por pastos nativos estivales perennes. En estos sitios, las especies
dominantes fueron: P. dilatatum, P. paludivagum y D. scoparia (ver en el Anexo
Cuadro A.2).

La historia previa también generd diferencias en el ambiente del suelo entre sitios
con o sin pastoreo (Cuadro 5.1). Pardmetros quimicos como el pH, la conductividad
eléctrica (c.e.) y la capacidad de intercambio catiénico (CIC) fueron significativamente
mayores en los sitios pastoreados que en los sitios no pastoreados. Ademas, en los sitios
pastoreados la disponibilidad de nutrientes fue en general, mayor que en los sitios no
pastoreados. Estas diferencias fueron significativas para los valores de carbono
organico, nitrogeno total, fésforo, magnesio y sodio. A pesar de que no fue posible el
andlisis comparativo, los sensores mostraron mayores valores de humedad en el suelo
de los sitios pastoreados que en los sitios no pastoreados (Figura A.1).

La cobertura de las plantas de Lolium multiflorum dependi6 de la historia del sitio y
del agregado de semillas (Cuadro 5.2 y Figura 5.1). La interaccion muestra que en
los sitios pastoreados el agregado de semillas aumento6 la cobertura de L. multiflorum
pero no el nivel de infeccion con endofitos de las semillas agregadas (i.e. la cobertura de
esta especie fue igual en las parcelas E- y E+). En cambio, en los sitios no pastoreados,
la cobertura de L. multiflorum aumentd como consecuencia del agregado de semillas y
de la presencia del hongo endofito.

La riqueza de especies y la cobertura de los grupos funcionales variaron con la
historia de pastoreo y el agregado de semillas durante la primavera. En cambio, durante
el verano —cuando el ciclo de L. multiflorum habia terminado, la riqueza y la cobertura
de lo grupos funcionales solo dependid de la historia del sitio (Cuadro 5.3). En
primavera, el agregado de semillas con endofitos (E+) aumenté la riqueza de especies
en los sitios pastoreados mientras que no generd cambios en esa variable en los sitios no
pastoreados (Cuadro 5.3). La riqueza de especies vari6 de 4,3 en las parcelas control a
5,8 en las parcelas E+ en los sitios pastoreados y, fue de 4,6 en las parcelas de los sitios
no pastoreados independientemente del agregado de semillas. Este efecto estuvo
explicado por a cobertura de L. multiflorum (Cuadro 5.3).
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Cuadro 5.1: caracteristicas de la vegetacion y del suelo en los sitios con historia de pastoreo
y no pastoreados utilizados en el experimento. Las parcelas fueron instaladas en un area de
200 ha y compartieron el mismo tipo de suelo y ubicacion topografica. Los datos muestran el
valor medio y el error estdndar al comienzo del experimento. La penetracion de la luz fue
incluida dentro de las caracteristicas de la vegetacion dado que esta determinada por la
biomasa aérea (i.e.: verde, muerta en pie y broza). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre sitios (Tukey, P < 0.05).

Pastoreado No pastoreado
Vegetacion
Riqueza de especies (parcela™) 8,2+0,91 * 6,6+0,42 "
Biomasa aérea verde (g.m™) 256,97+40,87 * 310,4+86,79 *
Biomasa muerta en pie (g.m’z) 72,97+42,62 ° 672,33+191,19°
Penetracion de luz (%) 85,60+5,85 * 32,48+10,49 "
Suelo
C organico (g.kg™") 32,76+1,35* 27,3240,85 "
N total (g.kg™) 3,140,14 * 2,6+0,08
P (mgkg™) 2,46+0,10 * 1,88+0,048 "
pH del suelo 7,29+0,13 6,75+0,06
Conductividad eléctrica (dS.m™) 1,69+0,23 * 0,83+0,02 "
CIC (cmolc.kg™) 22,80+0,65 * 18,95+0,55 ®
Na (cmolc.kg'l) 3,33+0,41 * 2,06+0,10 b
Mg (cmolc.kg™) 6,29+0,37 * 4,90+0,15 "
Ca (cmolc.kg™) 8,6+0,5 * 7,340,3
K (cmolc.kg™) 1,50+0,06 * 1,56+0,08 *

Cuadro 5.2: resultado de los modelos para los efectos de la historia (pastoreado y
no pastoreado) y el agregado de semillas (Control, E+ o E-) sobre los niveles de
infeccion con Neotyphodium occultans (Infeccidon) y los valores de cobertura
relativa de Lolium multiflorum (Cobertura). El cuadro muestra los grados de

libertad (gl), el estadistico (F) y el valor de probabilidad (p-valor).

Infeccion

Historia (H)
Semillas (S)

HxS

2,32 23,83

Cobertura
gl F p-valor
1,17 6,42 0,021
2,34 28,16 <0,0001
234 24,11 9,000

1
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Figura S5.1: cobertura relativa de las plantas de L.
multiflorum en los sitios pastoreados (n= 12) o no
pastoreados (n= 7). El factor agregado de semillas incluyd
parcelas: control (C. Sin agregado de semillas), con agregado
de semillas de L. multiflorum con baja (E-) o alta (E +)
frecuencia de N. occultans. Las barras muestran los valores
medios (£ error estandar). Letras distintas indican diferencias
significativas con una probabilidad de error menor a 0,05.

La cobertura de pastos nativos (i.e.: Panicum sabolorum, Paspalidium paludivagum,
Paspalum dilatatum, P. vaginatum, Phalaris angusta, Setaria geniculata, Sporobolus
indicus, Stenotaphrum secundatum con cobertura mayor al 1%, ver Cuadro A.2)
dependié de la historia del sitio y del agregado de semillas durante la primavera
(Cuadro 5.3 y Figura 5.2 a). Independientemente del agregado de semillas, la cobertura
de pastos nativos fue del 33 % en los sitios pastoreados. En cambio, solo el agregado de
semillas con endofitos redujo casi a la mitad la cobertura de este grupo funcional (pastos
nativos) en los sitios no pastoreados. La cobertura de pastos nativos fue del 63 % tanto
en las parcelas control como en las parcelas E- y, del 33 % en las parcelas E +. El efecto
del agregado de semillas estuvo explicado por a cobertura de L. multiflorum (Cuadro
5.3).

La cobertura de pastos exoticos (Gaudinia fragilis, Hordeum spp., Festuca
arundinaceum, Cynodon dactylon) dependi6é de la historia del sitio y del agregado de
semillas en primavera. El agregado de semillas redujo la cobertura de pastos exoéticos en
los sitios pastoreados y no pastoreados (Cuadro 5.3 y Figura 5.2 b). En los sitios
pastoreados, la cobertura de pastos exoticos varié del 51 % al 38 % en las parcelas E+y
control, respectivamente. En los sitios no pastoreados, la cobertura de pastos exoticos
vari6 del 24,5 % a 2 % en las parcelas E+ y control, respectivamente. En cambio, al
comparar las parcelas sembradas con alta y baja frecuencia de endofitios (E- vs. E+), la
reduccion en la cobertura de este grupo fue marginal. Esto concuerda con el modelo que
incluy¢ a la cobertura de L. multiflorum donde el efecto de los factores simples (historia
y agregado de semillas) persistio al agregar la cobertura de L. multiflorum como
covariable (Cuadro 5.3). El agregado de semillas no gener6 cambios en la cobertura de
especies dicotiledoneas. Independientemente del agregado de semillas, la cobertura de
dicotiledéneas fue mayor en los sitios pastoreados que en los sitios no pastoreados
(Cuadro 5.3 y Figura 5.2 c).
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En los censos de verano, no hubo diferencias significativas entre tratamientos para la
riqueza de especies (Cuadro 5.3). La riqueza promedio de las parcelas fue de cinco
especies independientemente de la historia o el agregado de semillas. Si bien se
mantuvieron las diferencias en la cobertura de pastos exdticos y dicotiledoneas debido a
la historia de pastoreo, no hubo diferencias significativas debidas al agregado de
semillas en ninguno de los grupos funcionales. La cobertura de pastos nativos fue del 42
% en los sitios pastoreados y del 67 % en los sitios no pastoreados; la cobertura de
pastos exoticos fue del 46 % en los sitios pastoreados y del 7,2 % en los sitios no
pastoreados y, la cobertura de dicotiledoneas fue del 5 % en los sitios pastoreados y del
0,14 % en los no pastoreados (Cuadro 5.3).

Cuadro 5.3: resultado de los modelos estadisticos para los efectos de la historia del sitio
(pastoreado y no pastoreado) y el agregado de semillas (Control, E+ y E-) sobre la riqueza de
especies y la cobertura relativa de pastos nativos (P. nativos), pastos exoticos (P. exéticos) y
dicotileddneas (Dicot). Los censos fueron realizados en primavera y en verano. El segundo
modelo en primavera incluy6 a la cobertura de Lolium multiflorum como covariable con el
objeto de probar su importancia como mecanismo a través del cual podrian producirse los
efectos. Este modelo solo tuvo sentido cuando se encontraron efectos del factor “semillas”. El
cuadro muestra los grados de libertad (gl), los valores del estadistico (F) y de probabilidad (p-
valor).

Riqueza P. nativos P. exéticos Dicot.
gl F  p-valor F  p-valor F p-valor F p-valor

Primavera
Historia (H) 1,17 0,23 0,636 2,89 0,107 7,18 0,016 3,66 0,073
Semillas (S) 2,34 1,50 0,237 0,59 0,560 4,90 0,014 0,15 0,861
HxS 2,34 406 0,026 790 0,002 1,25 0,299 0,31 0,734

Historia (H) 1,17 0,22 0,643 3,04 0,099 7,53 0,014
Semillas (S) 2,28 1,51 0,238 0,51 0,608 4,50 0,020

HxS 2,28 1,47 0248 2,27 0,122 0,56 0,577
Cobertura (Lm) 1,28 5,63 0,025 9,48 0,005 4,90 0,035
Hx Lm 2,28 0,07 0,790 1,01 0,324 0,09 0,766
S x Lm 1,28 0,74 0485 0,22 0,805 0,04 0,962

Hx SxLm 2,28 1,78 0,187 0,11 0,899 0,11 0,899

Verano
Historia (H) 1,16 0,87 0,365 452 0,050 12,01 0,003 4,58 0,048
Semillas (S) 2,31 036 0,700 1,32 0,283 0,35 0,706 0,01 0,993
HxS 2,31 0,71 0498 1,11 0,344 0,11 0,893 0,34 0,718
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Figura 5.2: cobertura relativa de: a y d) pastos nativos, b y €) pastos exodticos y
c y f) dicotiledoneas en los sitios pastoreados (n=12) o no pastoreados (n=7) en
primavera de 2009 a la izquierda y en verano de 2010 a la derecha. El factor
agregado de semillas incluy6 parcelas: control (C. Sin agregado de semillas),
con agregado de semillas de L. multiflorum con baja (E-) o alta (E +) frecuencia
de N. occultans. Las barras muestran los valores medios (+ error estdndar).
Letras distintas indican diferencias significativas con una probabilidad de error
menor a 0,05.

5.4 DISCUSION

Este capitulo puso en evidencia que la presencia de los hongos endofitos del género
Neotyphodium puede tener un papel importante en el éxito de un hospedante anual y en
la cobertura de otros pastos (nativos y exoéticos) dependiendo de la condicién inicial de
la comunidad receptora. El endofito N. occultans aument6 la capacidad de L.
multiflorum de pasar los filtros ambientales que podrian impedir la invasion en los sitios
no pastoreados (Levine et al. 2004, Mitchell et al. 2006). Otros autores habian detectado
que L. arundinaceum en simbiosis con N. coenophialum redujo el crecimiento posterior
de algunas especies arbustivas (Orr et al. 2005, Rudgers y Orr 2009) pero no, el de
dicotiledéneas herbaceas (Matthews y Clay 1999). Los resultados de este capitulo,
muestran por primera vez el impacto del endofito sobre la comunidad herbacea bajo
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condiciones de campo cuando el hospedante es un pasto anual. La presencia de M.
occultans modificd la estructura de la comunidad vegetal que crecido durante la
primavera y estos efectos fueron explicados solo en parte a través de la cobertura que
alcanz6 L. multiflorum. Los resultados de este capitulo apoyan fuertemente la idea de
que las diferencias impuestas por los filtros ambientales propios de cada comunidad vy,
la reaccion de la comunidad determinan a escala local los efectos finales de la simbiosis
(Stachowicz 2001, Bruno et al. 2003, Cheplick 2007, Vesterlund et al. 2011).

Uno de los resultados mas importantes de este capitulo es que el efecto del endofito
sobre la capacidad invasora de L. multiflorum fue evidente solo en los sitios no
pastoreados. Este resultado da sustento parcial a la hipdtesis planteada dado que hubo
interaccion entre el pastoreo y el endofito no observandose efectos similares en los
sitios pastoreados. Algunas caracteristicas de las comunidades que podrian imponer
filtros diferentes entre las comunidades - la biomasa aérea, la disponibilidad de luz o el
mantillo de broza- no intervinieron en este caso dado que la vegetacion fue cortada a
una misma altura y la broza fue removida al inicio del experimento. En cambio,
diferencias en el ambiente del suelo (Cuadro 5.1), en las estrategias, en las tasas de
crecimiento 0, en adapataciones morfologicas de las especies dominantes en los sitios
con distitna historia (Grime 2001) pudieron determinar diferencias en la recuperacion
después del corte inicial y en los filtros al establecimiento de L. multiflorum (Diamond
1975, Keddy 1992, Weiher y Keddy 1999, Tilman y Lehman 2001, Levine et al. 2004,
Saunders et al. 2010).

La presencia de N. occultans puede influir en la capacidad invasora de L. multiflorum
en los pastizales pampeanos. Aunque no se ha identificado el mecanismo responsable de
estos efectos, las evidencias actuales permiten hacer algunas especulaciones. Por
ejemplo, la presencia de Neotyphodium sp. pudo modificar la absorcion de nutrientes de
la planta hospedante, la actividad enzimatica y la disponibilidad de nutrientes en el
suelo [(Malinowski et al. 1998a, Malinowski et al. 2004)-L. arundinaceum]. Estos
efectos pudieron favorecer a L. multiflorum especialmente en los sitios no pastoreados
donde las condiciones del suelo fueron mas restrictivas (Ej.: menor disponibilidad de
nutrientes) y, donde las especies dominantes (i.e.: especies nativas perennes) se
caracterizan por tener tasas de crecimiento relativamente lentas (Grime 2001). En
cambio, los efectos pudieron quedar enmascarados en los sitios pastoreados donde las
condiciones del suelo fueron mas o menos restrictivas y, donde estuvieron presentes
especies invernales con altas tasas de crecimiento como L. multiflorum. Sin embargo, no
contamos con trabajos previos que hayan estudiado de manera especifica en qué medida
la presencia de N. occultans modifica la absorcion de nutrientes de L. multiflorum para
dar sustento a esta idea.

La presencia de pequefios vertebrados o invertebrados herbivoros (Clay et al. 2005)
también puede ser un filtro bidtico importante para el establecimiento y colonizacion de
L. multiflorum. De hecho, los granivoros (Ej.: roedores, pajaros o insectos) pueden ser
un importante control a las invasiones (Levine et al. 2004, Mitchell et al. 2006). A pesar
de que no se estimod la abundancia de semillas depredadas, un trabajo reciente muestra
que la presencia de N. occultans protegio a las semillas de L. multiflorum de ser
depredadas por roedores (Uchitel et al. 2011) probablemente, debido a la concentracion
de alcaloides (Sugawara et al. 2006). Si bien la granivoria podria explicar las diferencias
en la cobertura de L. multiflorum entre las parcelas E+ y E- en los sitios no pastoreados,
no explicaria los valores similares de cobertura de L. multiflorum E+ y E- en los sitios
pastoreados. Podria ocurrir que una mayor presion de granivoros en los sitios
pastoreados suprimid el consumo selectivo de semillas anulando las diferencias.
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Ademéds, la presencia de N. occultans podria favorecer la colonizacion de L.
multiflorum a través de reducir la susceptibilidad a patdgenos. La presencia de
Neotyphodium sp. inhibi6é diversas especies de patdgenos foliares (Yue et al. 2000,
Clarke et al. 2006, Li et al. 2007, Zabalgogeazcoa 2008) o patdgenos del suelo (Siegel y
Latch 1991) en estudios in vitro. Sin embargo, los resultados no fueron inequivocos
(Trevathan 1996, Wili et al. 2006) y son necesarios ensayos a campo que corroboren
estos resultados. En definitiva, las evidencias actuales sugieren que N. occultans podria
mejorar la capacidad invasora de L. multiflorum a través de mejorar la habilidad
competitiva (Levine et al. 2004), brindar nuevas armas (Callaway y Ridenour 2004) y
aumentar la resistencia biotica (Parker 2001, Parker y Hay 2005).

Los resultados de este capitulo y los de Spyreas et al. (2001) sugieren que la
presencia de Neotyphodium sp. y el pastoreo aumentan la riqueza de especies cuando
actian simultdneamente y ponen en evidencia cierta complejidad en los mecanismos
que explican la estructura y dinamica de las comunidades. Los resultados de este
capitulo concuerdan con Spyreas et al. (2001) en que la presencia del endofito aumento
la riqueza de especies respecto de la situacion control pero, solo en los sitios
pastoreados y que estos efectos estan asociados de manera positiva a la cobertura del
pasto hospedante. Spyreas et al. (2001) sugieren que el pastoreo intenso redujo la
humedad del suelo lo suficiente como para reducir la habilidad competitiva de L.
arundinaceum 'y entonces, promovié la diversidad local. Esta propuesta parece
contradecir la idea de que N. coenophialum beneficia a L. arundinaceum aumentando
resistencia ante condiciones de estrés hidrico (Elmi et al. 1990, Hill et al. 1994, West
1994, Malinowski y Belesky 2000). En cambio, en este capitulo, los menores niveles de
humedad ocurrieron en los sitios no pastoreados donde N. occultans aument6 la
cobertura de L. multiflorum mientras, la riqueza aument6 en las parcelas pastoreadas.
Esto sugiere que mecanismos alternativos fueron responsables de los efectos observados
en cada caso.

Por otro lado, el efecto positivo de N. occultans sobre la riqueza en los sitios
pastoreados estuvo acompafiado por una reduccion en la cobertura de pastos exoticos.
Estos efectos podrian sugerir cambios en la habilidad competitiva de las especies (Clay
y Holah 1999, Rudgers et al. 2004). Algunos trabajos evaluaron la competencia intra e
interespecifica de L. arundinaceum bajo condiciones ambientales controladas y
mostraron que las plantas hospedantes de N. coenophialum son mejores competidoras
con y sin herbivoria (Clay 1990, Hill et al. 1990, Clay 1993, Clay 1997, Clay y Holah
1999). Unos pocos trabajos han evaluado estos efectos en comunidades naturales (Clay
1997, Leuchtmann y Clay 1997, Clay y Holah 1999, Rudgers et al. 2004, Rudgers et al.
2005) y sugieren que la presencia de N. coenophialum en L. arundinaceum reduce la
diversidad de especies en la comunidad a través de un efecto asociado a la mayor
biomasa de las plantas hospedantes del endofito (Clay y Holah 1999, Rudgers et al.
2004). La presencia de N. occultans en L. multiflorum podria generar relaciones de
retroalimentacion negativas con determinadas especies (Capitulo 4) (Rudgers y Orr
2009) y una reducciéon en la cobertura de algunos pastos exdticos, reduciendo su
habilidad competitiva y permitiendo es establecimiento de nuevas especies.

La presencia de los endofitos interfiri6 en otras relaciones planta-planta dependiendo
de la combinacion particular de filtros impuestos por la comunidad receptora (Cuadro
5.3) (Levine 2000, Shea y Chesson 2002). Dando sustento parcial a la hipdtesis, la
presencia de los endofitos redujo la cobertura de los pastos nativos (solo en las
comunidades pastoreadas) y, de manera marginal la de los pastos exoticos. Mientras el
efecto de N. occultans sobre la riqueza y la cobertura de pastos nativos estuvo asociada
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a la cobertura de L. multiflorum, en el caso de la cobertura de pastos exoticos la
cobertura de L. multiflorum explic6 solo parcialmente los resultados sugiriendo que
otros mecanismos estuvieron involucrados. La presencia Neotyphodium sp. podria
reducir la habilidad competitiva de otras especies a través de modificar la disponibilidad
de nutrientes (Malinowski et al. 1998a, Malinowski et al. 1998b), generar efectos
indirectos a través de la broza (Omacini et al. 2004, Antunes et al. 2008, Omacini et al.
2009) o, a través de modificar otras relaciones bidticas (Mitchell et al. 2006) como se
discutié anteriormente. Por ejemplo, algunos compuestos no identificados podrian
lixiviarse desde la broza de plantas de L. arundinaceum hospedantes de N.
coenophialum y reducir la colonizaciéon de los hongos micorricicos en otras especies de
pastos como Bromus inermes (Antunes et al. 2008). En cambio, Matthews y Clay
(1999) no detectaron efectos de la simbiosis L. arundinaceum - N. coenophialum sobre
las respuestas de retroalimentacion en otras especies herbaceas dicotiledoneas como
Trifolium repens o Plantago lanceolada. Rudgers y Orr (2009) sugirieron que los
efectos negativos de la misma simbiosis (L. arundinaceum y N. coenophialum) sobre
especies arboreas nativas dependieron de la especie y podrian estar mediados por
cambios en las comunidades del suelo (Rudgers y Orr 2009).

A pesar que no es posible identificar el mecanismo responsable, la reduccion
progresiva de la cobertura de nativas podria conducir a la pérdida de estas especies,
amenazar la conservaciéon de relictos de pastizal seminaturales y aumentar su
susceptibilidad a la invasion (Figura A.2 — A4). La especie L. multiflorum es un
importante componente en pasturas como especie forrajera implantada y, en pastizales
donde se encuentra naturalizada. Considerando que en ambos sistemas, es comun
encontrar a L. multiflorum en simbiosis con N. occultans, queda abierta la pregunta si
siembras sucesivas son capaces de intensificar los efectos y finalmente, influir sobre las
comunidades de verano.

Si bien los endofitos son simbiontes aéreos hasta ahora muy poco explorados, estos
pueden tener papeles equivalentes a los organismos del suelo patogénicos o mutualistas
en determinar las diversidad, la estructura de la comunidad y potencialmente, el
funcionamiento del ecosistema (van der Putten et al. 2007a). Este capitulo da sustento
parcial a la nocion de que los hongos endofitos de transmision vertical puedan
proporcionar una ventaja ecologica a los pastos exodticos que los hospedan en las
comunidades invadidas (Rudgers et al. 2005, Rudgers y Clay 2007). Los resultados
ponen de manifiesto la influencia de los endofitos sobre la estructura de la comunidad
herbacea a una escala local y aun en el corto plazo durante la estacion de crecimiento.
Ademas, se puso en evidencia la importancia de los filtros ambientales como
modeladores del impacto de la simbiosis y, de la susceptibilidad a la invasion de la
comunidad receptora.
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6.1 INTRODUCCION

Durante muchos afios la ecologia ha intentado entender los procesos o factores que
determinan la dindmica de sistemas complejos como las comunidades (Clements 1936,
Odum y Heald 1972, Connell y Slatyer 1977, Pickett et al. 1987, Pickett y Pearl 2001,
Levine et al. 2004). En los ultimos afios han cobrado importancia las interacciones
multiples y las relaciones de retroalimentacion en los procesos de invasion y en la
sucesion de especies vegetales que, en ultima instancia, determinan la dindmica de toda
la comunidad (Bever et al. 1997, Bardgett et al. 1998, Oksanen y Oksanen 2000, Wardle
et al. 2004a, Wolfe y Klironomos 2005). Las interacciones multiples entre organismos
producidas a través de vias directas o indirectas estdn ganando cada vez mas la
relevancia (Wajnberg et al. 2001, Gange y Brown 2002, Tscharntke y Hawkins 2002).
La interaccion tripartita que ha recibido mas atencion es la que se establece entre
plantas, herbivoros y enemigos naturales de los herbivoros (Price et al. 1980, Heinrich y
Collins 1983, Rudgers 2004, Parker y Gilbert 2007).

A pesar de la ubicuidad de los microorganismos endosimbiontes en la naturaleza
(Fitter y Moyerson 1997, Thompson 2001), su importancia como estructuradores de las
comunidades en el marco de interacciones multiples ha sido poco estudiado (Chaneton y
Omacini 2007, Rudgers y Clay 2007, 2008, Faeth y Shochat 2010, Jani et al. 2010). El
objetivo general de esta tesis fue evaluar los efectos de la simbiosis L. multiflorum- N.
occultans sobre las comunidades del suelo y las relaciones de retroalimentacion al final
de la estacion de crecimiento de la planta hospedante. El contexto de interacciones
multiples estuvo dado por la presencia de pastoreo y, por ambientes que se diferenciaron
por la historia de uso. Especificamente, se determin6 la importancia relativa de la broza
y el ambiente del suelo como vias mediadoras de la influencia de la simbiosis L.
multiflorum- N. occultans sobre distintos grupos troficos y la descomposicion (Capitulo
2). Ademas, se evalud la estructura de la comunidad de nematodes del suelo y los
procesos de mineralizacion y descomposicion en el contexto de relaciones multiples
dados por la presencia de la simbiosis y el pastoreo, en ambientes con distinta historia
de uso (Capitulo 3). El capitulo 4 se centr6 en las relaciones de retroalimentacion sobre
el crecimiento de plantas de soja (Glycine max) y el dafio por enfermedad 0; sobre el
crecimiento de plantas de cardo (Carduus acanthoides) y la relacion con las abejas
(Apis mellifera). Finalmente, se evaludé a campo el efecto de la simbiosis sobre la
capacidad invasora de la planta hospedante y el impacto de su colonizacién sobre la
estructura de la comunidad vegetal (Capitulo 5). En ese capitulo la estructura de la
comunidad fue examinada durante y una vez finalizada la estacion de crecimiento de L.
multiflorum, dado que es un hospedante de ciclo anual.

Esta tesis estuvo sustentada en la necesidad de considerar los efectos de esta
simbiosis sobre la estructura y la dinamica de la comunidad en el contexto mas realista
de interacciones multiples. Se integraron conocimientos previos sobre el impacto
individual del pastoreo (McNaughton 1978, Milchunas y Lauenroth 1993, Bardgett et
al. 1998, Hamilton y Frank 2001, Wardle et al. 2005) o la simbiosis (Clay 1990, Clay
2001, Clay y Schardl 2002, Rudgers et al. 2004, Rudgers et al. 2005, Rudgers y Clay
2007, Cheplick y Faeth 2009) sobre otros componentes de la comunidad y su
funcionamiento con nueva informacién sobre el impacto de ambas relaciones aéreas de
manera conjunta y bajo distintos ambientes. La combinacion de estudios en
microcosmos ubicados en sus ambientes naturales o en un jardin comun, donde se
controld la frecuencia de endofitos en plantas de L. multiflorum y el pastoreo en
distintos ambientes, permitieron hacer inferencias sobre factores y condiciones que
controlan la estructura y la dindmica de la comunidad. El experimento de invasion
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reprodujo este proceso bajo la estructura de las comunidades dada por el pastizal de
manera natural, y permitié responder preguntas ecologicas relevantes a una escala de
comunidad (Fraser y Keddy 1997, Benton et al. 2007). Los resultados generaron aportes
a la ecologia de comunidades y de la simbiosis pasto-endofito que se desarrollaran en
las siguientes secciones de este capitulo. En las tltimas dos secciones, se presentan
perspectivas y nuevas lineas de investigacion que se abren a partir de los resultados vy,
las consideraciones finales.

6.2 APORTES DE LA TESIS A LA ECOLOGIA DE COMUNIDADES

6.2.1 La impronta de las interacciones multiples sobre la estructura de la
comunidad

Las interacciones aéreas tienen efectos diferenciales sobre los patéogenos y los
parasitos, los mutualistas y los descomponedores del suelo (van der Putten et al. 2007a).
El efecto neto sobre estos grupos determina el impacto sobre las comunidades del suelo,
asi como las consecuencias sobre la estructura de la comunidad aérea y las respuestas de
retroalimentacion. A pesar de su importancia, la mayoria de los antecedentes se limita al
impacto de interacciones aéreas como la herbivoria (de insectos o mamiferos) sobre
unas pocas especies del suelo (Klironomos et al. 2000) generalmente, micorrizas
(Gange et al. 2002, Mitchell et al. 2006, Gange 2007, van der Putten et al. 2007a). En
esta tesis la presencia de N. occultans y el pastoreo controlaron la estructura de la
comunidad de plantas durante la siguiente estacion de crecimiento a través de las
interacciones de L. multiflorum con el suelo (Omacini et al. 2011). La presencia de M.
occultans redujo las tasas de descomposicion y modificod algunos grupos troficos
(fungivoros y omnivoros) del suelo probablemente a través de cambios en la actividad
radicular de L. multiflorum mas que por la broza (Capitulo 2). Por su lado, el pastoreo
redujo las tasas de mineralizacion y la frecuencia de nematodes fitofagos (Capitulo 3).

La revision realizada por Ohgushi et al. (2005) propone que la herbivoria de insectos
genera respuestas de retroalimentacion medidos por los cambios en la calidad y la
arquitectura de la planta y, que estos efectos son los responsables de la heterogeneidad
espacial y temporal en la disponibilidad de recursos. Las evidencias actuales muestran
que otras relaciones como la herbivoria de vertebrados o la presencia de organismos
simbiontes endofitos generan efectos similares. A pesar que los efectos del endofito no
fueron evidentes al final del ciclo de vida de L. multiflorum (Capitulo 3), tanto la
presencia del endofito como el pastoreo interactuaron y tuvieron consecuencias
importantes sobre la emergencia de G. max y la produccion de capitulos en C.
acanthoides en los ambientes mas disturbados con historia de promocion (Capitulo 4).
A su vez, estos efectos se propagaron a relaciones aéreas como la visita de abejas que,
podrian modificar la productividad y la dindmica poblacional de estas especies.

Unos pocos trabajos sugieren que la impronta generada por la presencia de la
simbiosis entre L. multiflorum y N. occultans en el suelo puede afectar a la préxima
generacion de plantas de la misma especie hospedante o no del hongo endofito (Uchitel
2008, Omacini et al. 2009). La presencia previa de N. coenophialum en L.
arundinaceum retras6 el establecimiento de especies nativas lefiosas (Rudgers y Orr
2009) pero no de herbaceas (Matthews y Clay 1999) durante la siguiente estacion de
crecimiento. En cambio, los resultados de esta tesis mostraron que N. occultans y el
pastoreo en L. multiflorum tuvieron un fuerte impacto negativo sobre otras especies
herbaceas nativas y exdticas (Capitulos 4 y 5). En conjunto, estos resultados suman
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evidencias a la idea que simbiosis entre pasto-endofito podria retrasar la sucesion de
especies (Rudgers et al. 2007, Rudgers y Orr 2009) o modificar su trayectoria.

6.2.2 Las invasiones en contextos de interacciones multiples

La invasion de especies exoticas es una de las amenazas mas importantes para la
diversidad local y el funcionamiento de los ecosistemas terrestres (Williamson y Fitter
1996, Williamson 1999, Mooney y Hobbs 2000). Las especies invasoras, los microbios
patdégenos y mutualistas del suelo pueden ser importantes determinantes de la
abundancia de especies individuales, la diversidad de la comunidad y el funcionamiento
del ecosistema (van der Putten et al. 2007a). Algunos trabajos recientes han estudiado el
impacto de microorganismos patogenos particulares sobre la estructura de la comunidad
a los largo de distintos ecosistemas (Liebhold et al. 1995, Gerlach 2001, Jules et al.
2002). En contraposicion, se ha prestado menos atenciéon al papel que juegan
microorganismos no patogénicos como algunos hongos endofitos aéreos de pastos en el
proceso de invasion. De acuerdo con las evidencias presentadas en esta tesis (Capitulo
5), N. coenophialum tuvo un impacto positivo sobre la capacidad invasora de su
hospedante L. arundinaceum (Rudgers et al. 2005) y la composicion de las comunidades
en praderas en los Estados Unidos (Rudgers et al. 2010). Por otro lado, mientras muchos
trabajos se han centrado en el efecto de las plantas invasoras sobre las especies
vegetales nativas (Kourtev et al. 2002, Callaway y Ridenour 2004, Ehrenfeld et al.
2005, Wolfe y Klironomos 2005) esta tesis puso en evidencia que la interaccion L.
multiflorum - N. occultans y el pastoreo es capaz de generar efectos negativos sobre
especies nativas y exoéticas (Capitulo 4 y 5).

Numerosos estudios sobre invasiones bioldgicas se han concentrado en las
caracteristicas de la especie que le confieren capacidad invasora (Pattison et al. 1998,
Callaway y Aschehoug 2000, Claridge y Franklin 2002, Klironomos 2002, van der
Putten et al. 2005, Herron et al. 2007) 6, en las caracteristicas de la comunidad receptora
que determinan la susceptibilidad a la invasion (Crawley 1987, Callaway y Aschehoug
2000, Richardson et al. 2000a, Callaway y Ridenour 2004, Levine et al. 2004, Perelman
et al. 2007, Tognetti 2010). En el caso de las especies vegetales que dependen de
asociaciones simbidticas con hongos micorricicos o bacterias fijadoras de nitrogenos
(van der Heijden et al. 1998, Klironomos et al. 2000, Parker 2001, Desprez-Loustau et
al. 2007), la ausencia del microorganismo simbionte en la comunidad del suelo puede
limitar el éxito de la invasion (Richardson et al. 2000a, Bruno et al. 2003). Esta tesis
muestra que las caracteristicas de la comunidad del suelo también son importantes
determinantes del efecto de la simbiosis L. multiflorum-N occultans a pesar que ambas
especies se dispersan de manera conjunta. El impacto de N. occultans sobre las redes
troficas del suelo (Capitulo 3), las respuestas de retroalimentacion (Capitulo 4) o la
capacidad invasora de L. multiflorum (Capitulo 5) dependieron del contexto dado por la
historia de uso del ambiente. En un trabajo previo, la presencia de micorrizas en L.
perenne redujo el efecto protector del endofito N. lolii ante la herbivoria por insectos
(Vicari et al. 2002) dado apoyo a esta idea.

Las interacciones multiples que establecen las plantas asi como la historia del
ambiente deberian ser consideradas en los modelos que describen los mecanismos o
estrategias de las plantas y explican los cambios en la vegetacion a lo largo de la
sucesion (Connell y Slatyer 1977, Grime 1998). A pesar que no es posible una
comparacion estricta, esta nocidon se sustenta en las discrepancias entre los efectos del
endofito en los ambientes de pastizal y promocion de L. multiflorum (Capitulo 3) y, en
las comunidades pastoreadas y no pastoreadas (cobertura de grupos funcionales;
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capitulo 5). Considerar que el efecto de las interacciones multiples entre N. occultans y
el pastoreo en L. multiflorum dependen de las caracteristicas de las redes troficas del
suelo (composicion y abundancia) y/o, el contexto abidtico generado por la historias de
uso del ambiente podria explicar el impacto positivo del endofito sobre la capacidad
invasora de L. multiflorum solo en las comunidades no pastoreadas (Capitulo 5). Es
posible especular que la presencia del endofito influya sobre las especies de fitofagos
(Capitulo 3) reduciendo la agresividad sobre las plantas hospedantes, dando apoyo a la
hipotesis de liberacion de enemigos (Williamson y Fitter 1996, Keane y Crawley 2002).

A diferencia de los efectos del endofito a través de su impronta, los efectos del
pastoreo trascendieron la historia de uso del ambiente (Capitulo 3). Esto sugiere
jerarquias en el impacto de las relaciones aéreas sobre el suelo. Sin embargo, es
importante notar que estas jerarquias desaparecieron al evaluar las respuestas de
retroalimentacion donde hubo interaccion entre la presencia de N. occultans y el
pastoreo, al menos en el contexto generado por la historia previa de promocion
(Capitulo 4). Estas evidencias refuerzan la idea de que las caracteristicas del ambiente
determinan el significado ecologico de las interacciones multiples que albergan (Faeth y
Bultman 2002, Faeth y Sullivan 2003, Faeth y Hamilton 2006, Saikkonen et al. 2006,
Cheplick 2007, Omacini et al. 2009, Uchitel et al. 2011).

6.3 APORTES DE LA TESIS A LA SIMBIOSIS PASTO- ENDOFITO
6.3.1 ;Qué hay de particular entre L. multiflorum y N. occultans?

En comparacion con otras relaciones pasto-endofito, N. occultans tiene una
ubicacion extrema en la planta hospedante, confinado a la base de las laminas y en las
flores o semillas (Latch et al. 1988). Esto hace que N. occultans sea mas dificil de
observar en plantas vegetativas que otros hongos del mismo género pero ademads, puede
tener importantes consecuencias sobre los efectos de la simbiosis. El hongo endofito N.
occultans crece mas lento y no prolifera de una manera tan abundante dentro de los
tejidos del pasto hospedante como N. [olii [el hongo endofito de L. perenne (Latch et al.
1988)]. Estas u otras diferencias en la biologia de N. occultans podrian explicar la
presencia de distintos o, una menor concentracion de compuestos secundarios y los
efectos sutiles sobre otros componentes de la comunidad (Capitulo 3), o sobre el ganado
(Prestidge 1991) en comparacion con otras simbiosis pasto-endofito. A diferencia de
otras relaciones pasto- endofito, el endofito N. occultans en L. multiflorum no parece
proveer una proteccion clara contra herbivoros invertebrados o mamiferos en la planta
adulta (Ej.: solo algunas especies de afidos y minadores de hojas Omacini et al. 2001).
Los efectos del endofito han sido consistentes cuando se compard el éxito de semillas
[Ej.: granivoria (Uchitel 2008)] y plantulas con diferente nivel de infecciéon bajo
diferentes condiciones ambientales [E;j.: establecimiento (Omacini et al. 2009, Uchitel et
al. 2011)]. No asi cuando se compard el desempeio ecoldgico de plantas adultas. Esto
se podria deber a que, en las semillas y en las plantulas hospedantes de N. occultans se
encuentran las concentraciones mas altas de alcaloides que luego se diluyen a medida
que la planta crece (Sugawara et al. 2000).

Hasta el momento, la mayoria de los trabajos han evaluado las consecuencias de la
simbiosis L. multiflorum- N. occultans considerando los efectos sobre las especies
integrantes de la relacion [Ej.: germinacion de las semillas (Gundel et al. 2006a, Gundel
et al. 2006b); eficiencia de transmision del endofito (Garcia Parisi et al. 2011);
herbivoria de insectos (Omacini et al. 2001, Sugawara et al. 2006); colonizacién
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micorricica (Omacini et al. 2006, Uchitel et al. 2011); granivoria (Uchitel et al. 2011);
establecimiento de plantulas (Omacini et al. 2009)] y, con menor frecuencia, el impacto
sobre otros componentes y procesos de la comunidad [Ej.: tasa de descomposicion de
broza (Omacini et al. 2004); capacidad metabodlica de los microorganismos del suelo
(Casas et al. 2011)]. Ademas, pocos experimentos han intentado reproducir condiciones
mas cercanas a los contextos reales, manipulando la presencia de otras relaciones como
el pastoreo (Garcia Parisi et al. 2011) o la historia de uso del ambiente.

Esta tesis aporta evidencias al cuerpo de trabajos que sugiere que cambios en los
compuestos exudados por las plantas podrian mediar importantes efectos de los
endofitos sobre el suelo (Capitulos 2 y 3) con repercusiones en las respuestas de
retroalimentacion (Capitulo 4), la capacidad invasora de la planta hospedante y la
estructura de la comunidad (Capitulo 5). En definitiva, esta tesis sostiene que la
simbiosis L. multiflorum —N. occultans puede ser mas que un mutualismo defensivo
(Clay 2001, Clay y Schardl 2002) y que puede modular interacciones multiples y, la
estructura y dindmica de las comunidades. Resta dilucidar de manera especifica qué
compuestos son exudados, qué cambios se generan en el suelo y qué grupo o especies
de organismos (Ej.: patogenos, benéficos) del suelo son afectados. Conocer estos
aspectos permitiria predecir algunos efectos de los endofitos que hasta hoy parecen
azarosos.

6.3.2 ;Qué hay de generalidad, patrones y sesgo?

En base a la evidencia de que los endofitos favorecen la colonizacion y la expansion
de su hospedante (Capitulo 5- L. multiflorum)(Clay et al. 2005- L. arundinaceum)
algunos autores defienden la naturaleza mutualista de la simbiosis (Clay 1988, Clay
1994, Clay 2001, Clay y Schardl 2002). En cambio, otros autores critican fuertemente
esta idea y sostienen que es consecuencia del sesgo en el estudio de unas pocas
simbiosis de importancia agronémica [Ej.: L. arundinaceum y L. perenne (Saikkonen et
al. 1999, Faeth y Fagan 2002, Faeth y Sullivan 2003, Faeth et al. 2004, Faeth 2009,
Faeth y Shochat 2010)]. Algunos trabajos discuten que no es posible arribar a
generalidades respecto de estas simbiosis dado que el resultado de la relacion son
altamente dependientes del contexto, con una relacion que varia de mutualista a
parasitica a lo largo del espacio, el tiempo y que depende de los genotipos involucrados
(Saikkonen et al. 1998, Faeth y Fagan 2002, Saikkonen et al. 2004, Miiller y Krauss
2005, Faeth y Hamilton 2006, Saikkonen et al. 2006, Cheplick 2007, Rasmussen et al.
2007, Cheplick y Faeth 2009, Rudgers y Orr 2009). En particular, estos trabajos
proponen que diferencias en la compatibilidad genética entre los integrantes de la
simbiosis (i.e.: planta hospedante y hongo endofito), asi como diferencias en el uso de
los ambientes, la edad sucesional de la comunidad, el nivel y tipo de herbivoria y la
textura del suelo, entre otras condiciones ambientales podrian explicar la diversidad de
respuestas encontradas en la comunidad del suelo y en la comunidad aérea. Los
resultados encontrados en esta tesis concuerdan con esta nocidén. Por otro lado, vale
considerar que el impacto de la simbiosis sobre otras especies vegetales también podria
variar por ejemplo, de inhibicion a facilitacion (Connell y Slatyer 1977) dependiendo de
la presencia de otras relaciones y la historia del ambiente. Estos aspectos de la simbiosis
aun deben ser explorados.

Por otro lado, casi toda la informacion disponible se refiere a la relacion entre L.
arundinaceum y N. coenophialum (Ej.: Clay 1988, 1993, Malinowski y Belesky 2000,
Clay y Schardl 2002, Schardl et al. 2004, Franzluebbers y Hill 2005, Franzluebbers
2006, Saikkonen et al. 2006, Rudgers y Clay 2007, Belesky et al. 2010, Rudgers et al.
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2010, Omacini et al. 2011). En conjunto, estos trabajos sugieren que la presencia de N.
coenophialum modifica el ambiente del suelo, reduce las tasas de descomposicion,
aumenta la biomasa microbiana, reduce las tasas de mineralizacién y favorece el
secuestro de carbono (Franzluebbers et al. 1999, Franzluebbers y Stuedemann 2005,
Van Hecke et al. 2005, Jenkins et al. 2006, Buyer et al. 2011, Handayani et al. 2011, ver
revision de Omacini et al. 2011, Igbal et al. 2012). A pesar que la influencia de la
simbiosis L. multiflorum- N. occultans fue débil, este y otros trabajos (Omacini et al.
2004, Omacini et al. 2006, Uchitel 2008, Casas et al. 2011) concuerdan en gran medida
con las evidencias sobre L. arundinaceum mencionadas. Estas consistencias contradicen
las criticas anteriores (i.e.: respuestas total o altamente dependientes del contexto) y
contribuyen a entender el significado ecologico de estas simbiosis dentro de un marco
mas amplio en el que se consideran otros pastos hospedantes. Sin embargo, hay que
considerar que las simbiosis, L. multiflorum- N. occultans y L. arundinaceum- N.
coenophialum difieren de manera importante en el perfil de compuestos secundarios
(Ej.: alcaloides) (Sugawara et al. 2006, Rasmussen et al. 2007) y en el ciclo de vida de
los hospedantes. Esto sugiere que los mecanismos involucrados en las respuestas
observadas también podrian ser diferentes.

6.4 PERSPECTIVAS Y NUEVAS LINEAS

La capacidad de predecir cudndo y donde las especies generan efectos de
retroalimentacion sobre otras especies de plantas o sus interacciones depende de la
comprension de los mecanismos mediante los cuales las especies se relacionan en un
contexto de interacciones multiples (Stanton 2003, Hartley y Gange 2009). Las
interacciones aéreas y las del suelo estan influidas de manera frecuente por efectos
indirectos (van der Putten et al. 2001). Mientras muchos trabajos han estudiado
interacciones de forma individual, los resultados de esta tesis ponen en relieve la
importancia de considerar interacciones multiples en contextos realistas (Price et al.
1980, van der Putten et al. 2001, Gange y Brown 2002, Gange et al. 2003, Strauss y
Irwin 2004, van der Putten et al. 2009). Estudiar un sistema relativamente simple, como
el que proponen las relaciones entre tres especies: L. multiflorum, N. occultans y el
ganado vacuno (a través del pastoreo) en microcosmos con suelo, permitié revelar
interacciones troficas, interacciones no troficas y sus consecuencias en cascada. Sin
duda, atn queda mucho por estudiar sobre los efectos directos e indirectos y como estos
efectos son modulados por otras interacciones a través del tiempo. Por otro lado, el
énfasis en los efectos no troficos e indirectos mediados por el suelo ofrece una ventana
aun poco explorada que puede enriquecer las investigaciones ecologicas y la
comprension de la naturaleza.

Los endofitos y el pastoreo en trabajos sobre L. arundinaceum generaron preguntas
sobre potenciales consecuencias de estas interacciones multiples a nivel comunidad
(Clay 1997, Clay y Holah 1999, Clay 2001, Clay et al. 2005, Rudgers et al.
2005)[(Miiller 2003, Mack y Rudgers 2008)-interacciones multiples planta-endofito-
micorrizas]. En el caso de L. multiflorum, la presencia de N. occultans beneficio el
reclutamiento de plantulas del pasto hospedante (Omacini et al. 2009) y redujo la
colonizacidon micorricica de plantas vecinas de la misma especie no hospedantes del
endofito (Omacini et al. 2006). La presencia de Neotyphodium sp. tuvo efectos similares
en otras simbiosis [Ej.: (Antunes et al. 2008, Mack y Rudgers 2008) en L.
arundinaceum; (Miiller 2003) en L. perenne]. Sin embargo, Novas et al. (2005) y Novas
et al. (2009) encontraron una asociacion positiva entre Neotyphodium sp. y las
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micorrizas cuando lo hospedantes Bromus setifolius y Poa bonariensis, respectivamente
fueron estudiados en sus ambientes nativos. Sabemos poco respecto del impacto de las
interacciones multiples sobre otras especies a nivel comunidad. Y aun no sabemos si
estos efectos a nivel comunidad estdn mediados, al menos en parte, por cambios sobre la
comunidad del suelo como sugiere esta tesis. Seria interesante evaluar estas
interacciones multiples en sus ambientes nativos considerando que Neotyphodium sp.
estd presente en numerosas especies de pastos con una amplia distribucion en nuestro
pais (Iannone et al. 2011) y del mundo (Saikkonen et al. 1998, Roberts et al. 2005, Kane
2011) y, que la mayoria de los trabajos previos han estudiado el efecto de estas
interacciones en sistemas controlados o ambientes no nativos (Saikkonen et al. 2006).

La especie L. multiflorum es una especie de gran importancia por su calidad como
forrajera en los pastizales y pasturas de la region pampeana (De Battista 2005, Gundel
et al. 2009) y otras regiones del mundo (Sugawara et al. 2006). Las poblaciones de L.
multiflorum de manera usual hospedan a N. occultans presentando distintos niveles de
infeccion. Los resultados actuales sugieren que el efecto neto de la presencia de M.
occultans podria ser diferente en ambientes de pastizal, pasturas implantadas,
promociones de L. multiflorum o cultivos agricolas (donde L. multiflorum es maleza).
Desde una perspectiva agro-ecologica seria importante poder identificar efectos que
trascienden de los que dependen del contexto.

Por otro lado, los avances recientes en biotecnologia, en el conocimiento de la
simbiosis y la importancia del endofito permitieron el desarrollo de nuevas simbiosis
artificiales. En el caso de L. arundinaceum y L. perenne se pueden encontrar simbiosis
generadas por la inoculacion con otras especies de Neotyphodium (es decir, diferentes a
las que naturalmente hospedan) o con el mismo hongo mejorado genéticamente dando
origen a “endofito seguros” (Murray et al. 1992, Easton 2007). Las nuevas
combinaciones pasto-endofito que mantienen los beneficios de la interaccion sin
ocasionar toxicidad al ganado son comercializadas en Estados Unidos, Nueva Zelandia,
Australia y Europa (Funk et al. 1993, Bouton et al. 2002, Easton 2007). Estas
tecnologias podrian ofrecer oportunidades aun no exploradas para el uso forrajero de L.
multiflorum. Por ejemplo, L. multiflorum y L. perenne son dos especies capaces de
hibridarse y se han encontrado poblaciones hibridas similares a L. multiflorum
infectadas con N. lolii, el endofito de L. perenne. Conocer el impacto de la simbiosis
sobre otros componentes de la comunidad (esta tesis) puede contribuir a nuevos
objetivos en los programas de mejoramiento genético de la simbiosis. Por ejemplo, a
través del mejoramiento genético del endofito se podrian generar combinaciones de
ciertos genotipos de L. multiflorum y de Neotyphodium spp. que presenten una mayor
concentracion de peraminas con un claro efecto protector contra insectos herbivoros.

6.5 CONSIDERACIONES FINALES

Las redes troficas del suelo, los procesos y servicios del ecosistema que dependen de
su actividad, son el resultado de una compleja interaccion de factores abidticos e
interacciones bidticas que tienen lugar tanto en la rizosfera como en el resto del suelo.
En esta tesis se ha puesto énfasis en el impacto de la simbiosis pasto-endofito sobre las
interacciones bioticas del suelo y las relaciones de retroalimentacion; se ha considerado
ademas, el impacto del pastoreo y la historia del ambiente que explora la relacion.

Los resultados de esta tesis apoyan la creciente conciencia de que las simbiosis entre
pastos y hongos endofitos asexuales juegan un papel importante en la estructura de las
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comunidades y los procesos de invasion de especies (Clay et al. 2005, Rudgers et al.
2005). La simbiosis aérea entre L. multiflorum y N. occultans demostro tener efectos
significativos en el comportamiento de una gran diversidad de especies presentes en
sistemas naturales y agricolas tanto durante como después del ciclo de vida de la planta
hospedante. Sin embargo, hay que considerar que la impronta del endofito como
estructurador de las comunidades aéreas y subterraneas solo fue evidente bajo
condiciones particulares dadas por el pastoreo y la historia del ambiente mientras que el
impacto del pastoreo sobre algunas funciones y grupo de organismos del suelo
trascendid la historia de uso del ambiente. De todos modos los resultados de esta tesis
junto con los antecedentes previos sugieren que nuestra habilidad para entender,
predecir y manejar comunidades de pastizal y pradera implantadas mejorara en la
medida en que los trabajos de investigacion integren interacciones entre herbivoros,
microorganismos simbiontes y, consideren el impacto sobre las comunidades aéreas y
del suelo.
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Cuadro A.1: continuacion. Incluye fauna encontrada exclusivamente en bolsas de descomposicidon con broza de tejido de raices.

Nombre Grupo trofico Orden Clase Phylum
Brachystomella parvula Fungivoros Collembola Elliplura Arthropods
Brachystomella parvula Fungivoros Collembola Entognatha Arthropods
Desoria sp. Fungivoros Collembola Entognatha Arthropods
Enchytraeidae Fungivoros Enchytraeida Oligochaeta Annelida
Folsomia sp. Fungivoros Collembola Elliplura Arthropods
Isotomidae sp. (black) Fungivoros Collembola Elliplura Arthropods
Isotomidae sp. (small) Fungivoros Collembola Elliplura Arthropods
Isotomodes productus Fungivoros Collembola Entognatha Arthropods
Isotomurus palustris Fungivoros Collembola Elliplura Arthropods
Julidae Detritivores Julida Diplopoda Arthropods
Lithobius Predadores Lithobiida Chilopoda Arthropods
Lumbricidae Omnivoros Opisthopora Oligochaeta Annelida
Paratullbergia callipygos Fungivoros Collembola Entognatha Arthropods
Poduroidea sp. (braun) Fungivoros Collembola Entognatha Arthropods
Porcellio scaber Omnivoros Isopoda Malacostraca Arthropods
Scutigerellidae Omnivoros Symphyla Symphyla Arthropods

156



Anexo

sap1o1 1 WNoUDJ
1UINOS WNIIUD J
1IN342q WNoUvJ
DAPUDXIY DISL2DT

+ + + —
+
N+

pwords syyousT

‘)
+

p140doos s1yousI

+ <
‘
N
<
—
‘L
—

§ap104n3D] POJYI0LIYIOG
# aynp] p1oNfid]

# s1suagvyd winiyoulisAg
# -dds snounp

27

# WNLOPOUL WINPAOISOYION
# ds S1DYO02]7
S1SUDPIADIUOUL DIUOYIUD (T
# -dds sniaodd>)

# 111.42q.19Y v]]2dAD

+ g€l # saproavppyd xa.v0)

+
[ = S = N = N = O == T = VI ~ Vi = Vi = Py = Dy = Dy a iy a Wiy = DRy a Bl =B
— b b e e = = = [ [ [ MMM

+
+ 4+ 4+ + +
+ 2+ 4+ +

sapiojoun snuo.g soATjeU
soiseq

(1z=w)
(ze=)d (Iz=0)doN  (9¢=0) d d ON

010C OUBIOA 600 BIOABWILI]

o[01) UoIdB)SH a100dsH/010U9D) odnin

*([d] souuaiad o [y] sorenue so10adsa) ep1a op 0010 [0 A ([H] So[eu030-0ANSa O [[] sojeroaewid-ousarAuL
S9109ds9) 0JUSIWINAId OWIXEW OP UQIOE)S? B UNFAS ‘SPWOPE SEPROYISB[O UR)SI SA10adsa seT ,Seauopa[nooIp, 0 ,S00130xa sojsed,, ¢, soaneu sojsed, sodni3
SO 0AN[oUI ,SOPEINSIY,, UQIOIS B[ Ud opejudsaid sisijeue [0 uyg (L6 SIOQUO-IS[ONIA) epeolyIpow 1onbue[g-uneig 9p elouepunge op e[edsd B[ opuezinn
ON[eAd 9S BINJIOQOD B + UOD [> SAIO[BA A 3 UOD UBDIPUL dS ['()> BINJIOQOD P SIIO[BA SO ‘SONIS SO[ op 0FIe[ O] ® (94C OP SO[BAINUI UJ) BIIYE BINIIOQOD
9p SaIoJeA SO] em;sonuw oipend [ “(#) soproutweld A seourweld e aAnjour sojsed sof ap odni3 [q "(d ON) sepeaiojsed ou K (J) sepeaioised sapeprunwod
onud onJunsIp IS SOSLd SOJ SOPO) BIE "SOSUSD SO[ UOJILZI[EdI 9S onb Ud SOJUSWOW SOP SO[ UBJIPUI ,,)]()7 OUBIOA, K ,,6007 BIOABWILIJ, SBUWIN[OD SBT "BISI B[
op SOPIN[IXd WOIANJ win.Loffigjnut 7 ered SOIOTRA SO "UQIORIIZOA OP SOSUIDI SO[ dJURIND SOPBINUIPI So103dsd 0 S01ouIF SO] A soonsuofy sodnis :g*y oapen))

157



Cuadro A.2: continuacion

Grupo Género/Especie Estacion Ciclo Primavera 2009 Verano 2010
NoP (n=21) P (n=36) No P (n=32)
P(n=21)
Pastos nativos Panicum sabolorum E P + R + +
Paspalidium paludivagum E P 8 1 17 6
Paspalum dilatatum E P 7.5 1,5 10 1,5
Paspalum vaginatum E P 1,5 + +
Phalaris angusta E P R
Setaria geniculata E P + + +
Sporobolus indicus E P + + +
Stenotaphrum secundatum E P 6,5 20 12 22
Pastos exoticos Gaudinia fragilis I A 2 1,5
Hordeum sp I A 6,5 3 +
Festuca arundinaceum I P + 19 1 21,5
Cynodon dactylon E P 3,5 20 6 24,5
Dicotil. exoticas Bupleurum tenuissimum I A 1 +
Linum usitatissimum I A R
Plantago lanceolada E P 2,5
Sida leprosa E P R
Spilanthes stolonifera E P +
Dicotil. nativas Hydrocotile bonariensis I P +
Ambrosia tenuifolia E P + 2,5
Phyla canescens E P + + 1,5
Eryngium ebracteatum E P + + +
Cirsium vulgare E P + + +
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Dias desde la siembra

Figura A.1: fluctuaciones en la humedad (ml.ml™, lineas completas) y la temperatura
del suelo (° C, lineas punteadas) en las comunidades pastoreadas (azul) y no pastoreadas
(verde). Los datos representan el valor promedio diario (n= 3). Las medidas fueron
tomadas con sensores de suelo (FDR, tipo ECH20 Decagon de) integrando una
profundidad de 0-10 cm y con una frecuencia horaria. Las medidas se tomaron desde
abril a diciembre de 2009. Las estaciones estan representadas con lineas punteadas de
colores en la parte superior). Los valores estimados para "punto de marchitez
permanente" (0,1 ml.ml™), "capacidad de campo" ('0,25 ml.ml™) y la "saturacion" (0,5
ml.ml™) se indican mediante las lineas horizontales punteadas en gris. El area celeste
indica el agua disponible para las plantas.
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Figura A.2: cobertura de pastos nativos de invierno en a) las comunidades pastoreadas
(n=12) y, b) no pastoreadas (n= 7) durante la primavera de 2009. Las barras muestran
los valores medios (£ error estandar) para las parcelas control (C), sembradas con
semillas con baja (E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos. Las especies de izquierda a
derecha son: Bromus unioloides, Danthonia montevidensis, Carex spp. Cypella
herbertii, Eleocharis spp. Sysirinchium platensis y Trifurcia lauhe. Las barras llenas
muestran gramineas (B. unioloides y D. montevidensis) y las barras rayadas indican
especies graminoides.
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Figura A.3: cobertura de pastos nativos de verano en a) las comunidades pastoreadas
(n=12) y, b) no pastoreadas (n= 7) durante la primavera de 2009. Las barras muestran
los valores medios (£ error estandar) para las parcelas control (C), sembradas con
semillas con baja (E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos. Las especies de izquierda a
derecha son: Leersia hexandra, Panicum berguii, Panicum gouinii, P. milioides, P.
sabolorum, Paspalum dilatatum, P. vaginatum, Paspalidium paludivagum, Phalaris
angusta, Setaria geniculata, Sporobolus indicus, Distichlis scoparia, D. spicata 'y
Stenotaphrum secundatum. Las barras llenas muestran gramineas cespitosas y las barras
rayadas indican especies gramineas rastreras (D. scoparia, D. spicata'y S. secundatum).
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Figura A.4: cobertura de pastos exéticos en a) las comunidades pastoreadas (n=12) y,
b) no pastoreadas (n= 7) durante la primavera de 2009. Las barras muestran los valores
medios (£ error estandar) para las parcelas control (C), sembradas con semillas con baja
(E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos. Las barras negras muestran gramineas de
invierno y las barras grises indican especies gramineas de verano. L. arundinaceum y
Cynodon dactylon son especies perennes mientras, Hordeum sp y Gaudinia fragilis son
especies anual.
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