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RESUMEN 
 

Las plantas integran interacciones con múltiples 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 retroalimentación planta-suelo. Se postuló 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 ecológico. Se 
realizaron ocho experimentos (en mesocosmos y a campo) en los que se manipuló la 
proporción 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 
descomposición y modificó la estructura de las redes tróficas del suelo, probablemente a 
través de la actividad radicular de la planta hospedante. La simbiosis generó respuestas 
de retroalimentación negativa sobre otras especies herbáceas, mejoró la capacidad 
invasora de L. multiflorum, aumentó la riqueza de especies vegetales y redujo la 
cobertura de pastos nativos y exóticos. Sin embargo, estos efectos sobre las 
comunidades aéreas y subterráneas fueron evidentes solo bajo ciertas condiciones dadas 
por el pastoreo y la historia de uso del suelo. Las interacciones múltiples que establecen 
las plantas y la historia del ambiente deberían 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 más que un 
mutualismo defensivo ya que modula interacciones múltiples entre componentes aéreos 
y subterráneos e influye sobre la invasión y el ensamble de las comunidades. 

 
Palabras clave: simbiosis pasto-endofito, interacciones múltiples, interacciones 

aéreas y subterráneas, grupos tróficos del suelo, respuestas de retroalimentación, 
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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1.1  INTRODUCCIÓN 

1.1.1  La importancia de las interacciones interespecíficas en la 
estructura y dinámica de la comunidad 

Una comunidad ecológica es un ensamble de individuos de numerosas especies que 
coexisten e interactúan en un sitio o hábitat. Los miembros de la comunidad de manera 
frecuente están determinados por las interacciones entre las especies y las propiedades 
que emergen de dichas interacciones. La presencia de herbívoros ya sean insectos o 
mamíferos, altera la estructura y dinámica de la comunidad vegetal durante la sucesión 
(Connell y Slatyer 1977, Grubb y Hopkins 1986, Cadenasso et al. 2002). Además, 
ciertos patrones de herbivoría influyen en la vulnerabilidad de una comunidad a la 
invasión y en la forma de vida de las especies presentes, así como en la proporción de 
especies exóticas (Callaway y Aschehoug 2000, Callaway y Ridenour 2004, Levine et 
al. 2004). Si bien el ensamble de especies y la dinámica de la comunidad resultan de la 
combinación de mecanismos, diversos factores bióticos y abióticos 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 jerarquías 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 sucesión ecológica. En un nivel jerárquico superior se 
encuentran las tres causas de la sucesión: 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 jerárquico 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 dinámica de la sucesión 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 facilitación, de inhibición o de tolerancia entre las especies 
vegetales (Connell y Slatyer 1977). Tradicionalmente se han considerado la 
competencia y la herbivoría como las fuerzas que estructuran las comunidades sin 
embargo, no son las únicas interacciones posibles en la comunidad vegetal donde 
convive una compleja red de interacciones entre organismos que habitan la parte aérea o 
subterránea (McCook 1994, Mitchell et al. 2006). Por otro lado, las características de las 
redes tróficas 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 dirección y tasa de la sucesión (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 últimas décadas ha crecido el interés por el papel de las interacciones 
simbióticas entre plantas y microorganismos en el ensamble de especies de la 
comunidad y en la sucesión (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 prácticamente ignorados, podría contribuir a mejorar la 
capacidad predictiva de los modelos actuales. Esta tesis pone especial atención a la 
influencia de las interacciones simbiótica entre plantas y hongos endofitos asexuales 
sobre las comunidades del suelo y la vegetación, la capacidad invasora de la planta 
hospedante y, la estructura de la comunidad vegetal invadida. Se reconoce además que 
el contexto dado por la presencia de otras interacciones biológicas como el pastoreo y 
las características iniciales del ambiente pueden modificar los efectos de la simbiosis  y 
determinar la estructura y dinámica de las comunidades (Figura 1.1). 

1.1.2  Relaciones de retroalimentación entre el suelo y las especies 
vegetales 

Las especies vegetales son la principal fuente de recursos para las comunidades del 
suelo. Además, son la base de la red trófica 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 composición de las comunidades 
del suelo o la presencia de cierto grupo de especies (Ej.: patógenos) pueden determinar 
el crecimiento de las especies vegetales durante la siguiente estación 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 retroalimentación (sensu Bever et al. 1997) 
adquirieron mayor relevancia cuando se las consideró como un mecanismo regulador 
importante del recambio sucesional en la comunidad (Kardol et al. 2007) (Figura 1.1) 
y, en los procesos de invasión 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 retroalimentación. Por ejemplo, además de reducir los 
tejidos fotosintéticos por remoción directa, los herbívoros inducen respuestas 
fisiológicas en las plantas consumidas, modifican la calidad y la cantidad de exudados 
y, los detritos aéreos y subterráneos que llegan al suelo (Findlay et al. 1996, Bardgett et 
al. 1998, Bardgett y Wardle 2003). A través de estos mecanismos indirectos los 
herbívoros modifican la estructura de las comunidades microbianas del suelo 
aumentando su actividad y tamaño, 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 triángulo) que conforma la comunidad 
esta explicado por causas generales (cajas); procesos y mecanismo (óvalos) que operan 
a distintas escalas (ver detalles en Pickett et al. 1987). Los lados del triángulo conectan 
las causas principales para indicar la interacción entre ellas y entre los mecanismos 
asociados. El modelo propone que los mecanismos en última instancia, generan el 
recambio de especies que determina la dinámica sucesional de la comunidad. Las 
especies establecen interacciones múltiples que incluyen relaciones tróficas y no tróficas 
tanto con especies aéreas como del suelo y relaciones de retroalimentación. 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 
relación entre dos o más especies que se caracteriza por ser una relación 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 
relación), es la co-evolución entre las especies involucradas (Thompson 2001). De 
hecho, en algunos casos estas relaciones son consideradas como una unidad genómica y 
evolutiva llamada holobionte (sensu Zilber-Rosenberg y Rosenberg 2008). Así, las 
relaciones simbióticas son muy diversas e incluyen interacciones con distinto grado de 
especificidad, dependencia (obligada, facultativa), ubicación del hospedado (exo y 
endosimbiosis) y transmisión (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 características determinan cómo se perpetúa la 
relación y cuál es su impacto sobre otras especies de la comunidad (Larimer et al. 
2010). 

Las relaciones simbióticas son muy comunes en la naturaleza. En particular, estas 
relaciones influyen sobre la especiación de numerosas especies, así como sobre el 
ensamble de las comunidades a través de varios niveles tróficos (Thompson 2001, 
Mueller et al. 2011). Se cree que estas relaciones fueron particularmente importantes 
durante las primeras etapas de evolución de la vida en la tierra [Ej.: la teoría 
endosimbionte que explica el origen de los organelas en la célula eucariota (Margulis y 
Fester 1991)]. Además, se cree que complejas relaciones simbióticas entre las plantas y 
los microorganismos de la rizosfera incluyendo a las micorrizas y a los rizobios fueron 
responsables de la colonización 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 más del 90 % de las plantas que producen flores tienen bacterias u 
hongos simbiontes en sus raíces. A pesar de su relativamente pequeña biomasa, estos 
microorganismos simbiontes en ocasiones generan cambios fenotípicos en el 
hospedante que repercuten en toda la comunidad. Por ejemplo, Cahill et al. (2008) 
mostró que la supresión de micorrizas arbusculares en pastizales nativos modifica el 
comportamiento, la abundancia y la estructura de la comunidad de especies de abejas 
polinizadoras. Además, muchas especies dependen de la colonización de las micorrizas 
arbusculares y en consecuencia, su presencia determina la estructura de la comunidad 
vegetal y la resistencia a la invasión de especies exóticas (Ej.: Yao et al. 2008). 

La utilización de los términos simbiosis como sinónimo de mutualismo es decir, 
aquellas interacciones en las que ambos miembros se benefician, ha prestado a 
confusión (Saffo 1992, Paracer y Ahmadjian 2000). Por un lado, la simbiosis puede 
tener como resultado tres tipos de interacciones en función del efecto sobre cada 
integrante: mutualismo, comensalismo o parasitismo (Moon et al. 2010). Además, 
mientras el resultado de la interacción entre carnívoros y sus presas es fácil de 
determinar, el resultado de una simbiosis no es estático dado que, podría cambiar a lo 
largo del tiempo dependiendo de la presencia de otras relaciones o factores bióticos y 
abióticos que afectan a los individuos involucrados (Müller y Krauss 2005, Moon et al. 
2010). Por otro lado, el mutualismo puede darse entre especies que no se asocian de 
manera simbiótica. Por ejemplo, la relación 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 protección contra insectos herbívoros. Sin 
embargo, las hormigas también podrían castrar flores y frutos de la planta. Las hormigas 
modificarían así la partición de recursos de las plantas hacia crecimiento en detrimento 
de la reproducción (Yu y Pierce 1998). Por lo tanto, si este comportamiento se vuelve 
agresivo para la planta, esta interacción también podría tornar de mutualismo a 
parasitismo (Yu y Pierce 1998, Izzo y Vasconcelos 2002, Moon et al. 2010). 

 

Figura 1.2: interacciones entre especies ordenadas según un gradiente de proximidad: 
endosimbiontes, exosimbiontes y organismos de vida libre (eje horizontal). En el caso 
de los endosimbiontes se podría establecer una asociación entre la fuerza de la co-
evolución entre las especies (eje vertical), la dependencia (facultativo-obligado), el tipo 
de transmisión (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 triángulo gris). Por ejemplo, en el extremo de 
vida libre las interacciones suelen ser facultativas y carece de sentido hablar de 
transmisión vertical. 

1.1.4  Simbiosis entre pastos y hongos endofitos del género Neotyphodium 

Los hongos endofitos están presentes en prácticamente todas las especies de plantas 
(Saikkonen et al. 1998, Roberts et al. 2005). En particular, las gramíneas (llamadas 
comúnmente pastos) hospedan hongos endofitos que se restringen a la familia 
Clavicipitaceae [miembros de la tribu Balansiae (Ascomycotina)] (Leuchtmann 1993). 
Estos hongos están presentes en al menos 80 géneros y 300 especies gramíneas 
(Leuchtmann 1993, Gentile et al. 2005). Dentro de este grupo, los hongos endofitos del 
género Neotyphodium (y su estado sexual Epichlöe) se encuentran exclusivamente en 
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gramíneas de la subfamilia Poaceae (Clay y Schardl 2002, Schardl et al. 2004). Dada la 
amplia distribución 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 ecológico de las gramíneas hospedantes podría 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 relación 
ancestral (Schardl et al. 2004, Schardl et al. 2008) que se perpetúa en la población 
hospedante mediante una transmisión vertical muy eficiente (cercana a 100%) (Gundel 
et al. 2009). El hongo crece en forma sistémica en los tejidos aéreos de gramíneas y 
permanece durante todo el ciclo de vida de la planta hospedante sin generar síntomas 
visibles (Clay y Schardl 2002). Las hifas se encuentran en la base de la lámina y crecen 
en los espacios intercelulares, desde donde se nutren de azúcares y aminoácidos 
liberados al apoplasto (Christensen et al. 2008). Durante la floración del hospedante, las 
hifas se alojan en los óvulos y las semillas, por lo que se transmiten de forma exclusiva 
a través del tejido materno. La población hospedante está en general infectada por un 
solo genotipo del hongo que persiste de generación en generación. Esta forma de 
transmisión favorece una co-evolución particularmente estrecha entre ambos 
organismos y da un carácter distintivo a la relación (Figura 1.2) (Clay y Schardl 2002, 
Zilber-Rosenberg y Rosenberg 2008). 

Algunas relaciones simbióticas pasto-endofito se hicieron conocidas cuando se 
descubrió que causaban efectos tóxicos sobre mamíferos e insectos herbívoros. Los 
alcaloides producidos por N. coenophialum en Lolium arundinaceum y por N. lolii en L. 
perenne han ocasionado pérdidas económicas importantes debido a sus efectos tóxicos 
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 biótico (Ej.: herbivoría; Clay et al. 2005, Popay y Bonos 2005) y abiótico (Ej.: 
sequía, deficiencias de fósforo, 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, 
podrían 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 subterráneo, 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 
vías, la simbiosis podría 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.: descomposición y mineralización de nutrientes) 
(Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Franzluebbers 2006, Omacini et al. 2011, 
Iqbal et al. 2012). Por ejemplo, Omacini et al. (2004) detectaron una reducción en las 
tasas de descomposición a través de un efecto negativo de la simbiosis sobre la calidad 
de la broza de Lolium multiflorum y del microambiente creado por la asociación 
simbiótica para la descomposición 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 herbivoría, estas 
relaciones también podrían interferir en los mecanismos de retroalimentación a través 
de su impacto sobre distintos componentes de la comunidad del suelo. Sin embargo, 
existen pocos trabajos y aún no hay consenso respecto del sentido de los efectos de la 
simbiosis sobre el sistema subterráneo (ver Omacini et al. 2011). Por ejemplo, se ha 
observado que la presencia de plantas hospedantes de endofitos redujo la colonización 
de hongos micorrícicos en las plantas hospedantes (Müller 2003, Antunes et al. 2008, 
Mack y Rudgers 2008), en plantas vecinas no infectadas (Omacini et al. 2006) o en la 
siguiente generación 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 colonización micorrícica de Bromus setifolius y Poa 
bonariensis, respectivamente. Varios trabajos han observado una mayor biomasa 
microbiana, un aumento en el carbono orgánico y en el nitrógeno total del suelo 
asociados a las plantas de festuca (L. arundinaceum) hospedantes de N. coenophialum 
(Franzluebbers et al. 1999, Franzluebbers y Stuedemann 2005, Iqbal 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 tenían mayor actividad metabólica 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 tróficas basadas en los hongos del suelo. 

El impacto de la simbiosis pasto-endofito sobre distintos componentes de las 
comunidades depende de las características de la planta hospedante y del hongo 
endofito (Ej.: variabilidad genética) y, del contexto ecológico que exploran (Ej.: 
contenido hídrico del suelo, fertilidad, presencia de otras relaciones) (Müller y Krauss 
2005, Saikkonen et al. 2006, Cheplick y Faeth 2009). Estas evidencias podrían explicar 
los resultados contrapuestos observados sobre distintos componentes del sistema 
subterráneo. Algunos trabajos recientes corroboran esta idea (Ej.: Faeth et al. 2004, 
Cheplick 2007), y predicen que el hongo podría ser un costo para la planta en la medida 
en que el contexto ecológico sea favorable para el crecimiento del pasto hospedante ó, 
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 relación se tornaría mutualista. Esta idea podría explicar por qué 
Rasmusen et al. (2007) encontraron una reducción de hasta 50% en la biomasa del 
hongo y concentración de alcaloides en la planta hospedante al aumentar la 
concentración de azúcares (a través de manipular el genotipo del hospedante) o el nivel 
de nutrientes en el suelo (nitrógeno). En este mismo sentido, el contexto agroecológico 
(Ej.: la historia de uso del suelo, la presencia del pastoreo o las micorrizas), al modificar 
el balance hídrico o nutricional de la planta hospedante, podrían interferir en el impacto 
de la simbiosis sobre otros componentes del sistema (Clay et al. 2005, Omacini et al. 
2005). 



 34 

Los efectos del endofito sobre el suelo pueden perdurar en el sistema, modular el 
crecimiento de las plantas y las relaciones de retroalimentación (Omacini et al. 2009, 
Rudgers y Orr 2009). Unos pocos trabajos sugieren que las “señales” generadas por la 
presencia de plantas hospedantes de endofitos en el suelo pueden afectar la próxima 
generación 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 arbóreas (Rudgers y 
Orr 2009). Por ejemplo, Rudgers y Orr (2009) encontraron que la simbiosis entre L. 
arundinaceum (especie exótica) hospedante de N. coenophialum puede tener 
consecuencias negativas sobre el crecimiento de algunas especies arbóreas nativas. El 
trabajo concluye que la invasión de esta gramínea en relación simbiótica con N. 
coenophialum puede potencialmente alterar la sucesión y la composición de especies 
modificando la estructura de la comunidad del bosque donde habitan las especies 
estudiadas. 

1.2  HIPÓTESIS 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 dinámica de las comunidades aéreas a través de 
cambios en las comunidades del suelo. A su vez, estos efectos de retroalimentación 
están modulados por la presencia de otras interacciones que establece la planta 
hospedante con miembros aéreos y subterráneos del ecosistema y por las características 
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 
retroalimentación con otras especies al final de la estación de crecimiento de la planta 
hospedante. Los efectos de la simbiosis son evaluados en diversos contextos 
agroecológicos dados por la presencia de pastoreo y por las características ambientales 
generadas por la historia de uso. 

1.3  ENFOQUE DE LA TESIS 

La presencia del hongo endofito ha estado asociada a múltiples beneficios para la 
planta hospedante que incluyen mayor tolerancia a situaciones de estrés biótico y 
abiótico (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 
está puesto en el impacto de la simbiosis sobre otros componentes del sistema más que 
sobre los integrantes de la simbiosis. La tesis se centra en evaluaciones a escala del 
vecindario aéreo y subterráneo de la planta hospedante en distintos contextos. Las 
aproximaciones experimentales incluyen la utilización de microcosmos ubicados en sus 
ambientes naturales o transportados a un jardín común. Para poner a prueba las hipótesis 
particulares de cada capítulo se manipula la proporción 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 distribución 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 
composición de la comunidad. En consecuencia, seguir los efectos de uno o más 
simbiontes en pastos perennes es en ocasiones muy difícil o imposible. En este sentido, 
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los hongos endofitos del género Neotyphodium tienen ciertas ventajas al ser de 
transmisión 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 asociación 
simbiótica 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 rápido 
crecimiento y con síndrome fotosintético C3. Tiene una estrategia de vida ruderal a la 
competencia, lo que favorece su regeneración continua y la persistencia desde estadíos 
iniciales de la sucesión (Grime 2001, Chaneton et al. 2002, Tognetti 2010, Uchitel et al. 
2011). La especie fue introducida en la región pampeana desde Europa más de un siglo 
atrás, como forraje de alta calidad para mejorar la producción de invierno (Söyrinki 
2001), y es probable que haya ampliado su rango de distribución a toda la región con la 
expansión de la agricultura de mano de los cultivos y la cría de ganado durante los años 
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 común 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 región pampeana sujetos a diferentes regímenes de 
pastoreo vacuno (Gundel et al. 2009). En L. multiflorum, las hifas fúngicas están 
confinados a la base de las vainas durante la mayor parte del ciclo de vida y sólo 
colonizan los tallos y las semillas en floración cuando la planta entra en la fase 
reproductiva. Por lo tanto, la presencia de los endofitos es detectable de manera fácil 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 podría explicar una 
disminución en el consumo de las plantas infectadas por algunos insectos herbívoros 
(Omacini et al. 2001, Sugawara et al. 2006) o, en la granivoría por roedores (Uchitel et 
al. 2011). No hay evidencias de que estos compuestos tengan efectos tóxicos 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 dinámica 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 áfidos y estos efectos pueden propagarse hacia enemigos 
naturales de los áfidos, modificando la estructura trófica en el sistema aéreo (Omacini et 
al. 2001). Además, 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 dinámica de la broza pueden 
modificar la regeneración de L. multiflorum (Omacini et al. 2009, Uchitel et al. 2011). 
Por último, 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 estación de crecimiento puede afectar las relaciones de retroalimentación 
con otras especies vegetales y la relación 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 tróficas y medio de vinculación principal entre las comunidades 
aéreas y del suelo. Los círculos 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 relación a L. multiflorum. Las flechas muestran relaciones que 
podrían ser afectadas indirectamente como consecuencia de cambios generados 
experimentalmente. Los números encerrados en círculos están asociados a los capítulos 
particulares de la tesis e indican los componentes o procesos que serán evaluados (2 y 3: 
mesofauna, nematodes, tasas de descomposición y mineralización; 4: relaciones de 
retroalimentación 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 evalúan los efectos de la simbiosis al final de la estación de 
crecimiento de L. multiflorum sobre las comunidades del suelo (Capítulos 2 y 3). El 
capítulo 2 determina la importancia relativa de la broza y el ambiente del suelo como 
vías mediadoras de la influencia de la simbiosis pasto- endofito sobre la comunidad de 
organismos (mesofauna) del suelo y la descomposición de la broza de tejidos aéreos y 
de raíces. El capítulo 3 evalúa la estructura de la comunidad de nematodes del suelo y 
las funciones de mineralización y descomposición en el contexto de relaciones múltiples 
dado por la presencia de pastoreo y en ambientes con distinta historia de uso. El capítulo 
4 esta centrado en las relaciones de retroalimentación; es decir, la capacidad de la 
simbiosis de dejar señales que persisten modulando el crecimiento de plantas de soja 
(Glycine max) y el daño ocasionado por enfermedades ó; el crecimiento de plantas de 
cardo (Carduus acanthoides) y la relación con insectos visitadores como las abejas 
(Apis mellifera). Finalmente, se evalúa in situ, el efecto de la simbiosis sobre la 
capacidad invasora de la planta hospedante y el impacto de su colonización sobre la 
estructura de la comunidad vegetal (Capítulo 5). En ese capítulo la estructura de la 
comunidad es examinada durante y una vez finalizada la estación de crecimiento de L. 
multiflorum, la planta hospedante. Finalmente, el capítulo 6 desarrolla una discusión 
general de la tesis en la que se propone una síntesis de los resultados más importantes y, 
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se destacan los aportes más novedosos integrándolos al marco conceptual de la teoría de 
comunidades. 
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CAPÍTULO 2 VÍAS DE INFLUENCIA DE LA SIMBIOSIS AÉREA 
ENTRE LOLIUM MULTIFLORUM Y NEOTYPHODIUM OCCULTANS 
SOBRE LA DESCOMPOSICIÓN Y LOS GRUPOS TRÓFICOS DEL 
SUELO
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2.1  INTRODUCCIÓN 

La vegetación constituye el principal vínculo 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 orgánica no viva que llamamos detritos (Chapin III et al. 2002). Los detritos 
incluyen compuestos muy variables en origen, calidad, cantidad y su distribución 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, Hättenschwiler et al. 
2005). La deposición de detritos modifica, la estructura física, 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). Además, los detritos son el sustrato principal de los organismos 
del suelo y, por lo tanto, determinan la estructura de las redes tróficas y regulan 
procesos clave como la descomposición (Chapin III et al. 2002, Moore et al. 2004, 
Ehrenfeld et al. 2005). 

Es posible identificar en el suelo redes tróficas 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 trófica se encuentran hongos y bacterias mutualistas 
(Ej.: micorrizas y rizobios), herbívoros de raíces (Ej.: nematodes fitoparásitos y 
fitófagos) y, microorganismos patogénicos (de la Peña 2009). Estos organismos 
consumen de manera directa parte de los compuestos producidos por las raíces 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 tróficas. 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 orgánica 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 más corta que las respuestas 
a través de la broza. A su vez, los organismos descomponedores que utilizan exudados 
radiculares como recurso, son más especialistas que los descomponedores de broza. 
Entonces, los efectos de las plantas deberían ser más fuertes sobre los organismos 
asociados a la rizosfera. 

Las plantas también pueden influir sobre las comunidades del suelo a través de vías 
más complejas que involucran cambios en las condiciones físicas. Por ejemplo, las 
plantas modifican las condiciones de humedad del suelo y, a través de de la humedad 
afectan a los organismos fitófagos 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 físicas del suelo, los efectos a través de las condiciones 
químicas y biogeoquímicos (como el pH o los nutrientes) suelen implicar complejas 
vías en interacción con la humedad, la temperatura y la composición 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 tróficas asociadas (van der 
Putten et al. 2007a). Una relación aérea menos estudiada que la herbivoría, es la que 
establecen los hongos endofitos del género Neotyphodium con numerosas especies de 
gramíneas de clima templado. A pesar que estos hongos endofitos colonizan 
exclusivamente órganos aéreos del pasto hospedante, pueden modificar la biomasa 
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radicular, la producción 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 específicos, es probable que los cambios en el ambiente químico 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, Iqbal et al. 2012), y 
reducen la colonización micorrícica (Chu-Chou et al. 1992, Guo et al. 1992, Müller 
2003, pero ver Novas et al. 2005, Omacini et al. 2006, Antunes et al. 2008, Mack y 
Rudgers 2008, Novas et al. 2009). Además, modifican la capacidad metabólica de la 
comunidad del suelo (Casas et al. 2011) y la tasas de descomposición de la broza 
(Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Siegrist et al. 2010). Algunos experimentos 
sugieren que el impacto negativo sobre la descomposición esta dado por cambios en el 
microambiente del suelo más que por la presencia del endofito en la broza en 
descomposición (Omacini et al. 2004, Lemons et al. 2005, Siegrist et al. 2010). Sin 
embargo, los resultados podrían ser opuestos en condiciones de campo como 
consecuencia de un proceso de aclimatación de las redes tróficas del suelo (Lemons et 
al. 2005). 

El objetivo de este capítulo es evaluar bajo condiciones ambientales naturales la 
importancia relativa de distintas vías a través de las cuales de la simbiosis L. 
multiflorum -N. occultans puede modificar la descomposición y a los grupos tróficos del 
suelo en el corto plazo (i.e. una estación de crecimiento de un hospedante anual). Se 
considerarán tres vías de influencia: i) 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 
hipótesis que N. occultans en L. multiflorum reduce la riqueza, la diversidad y 
abundancia de los grupos tróficos del suelo a través de los cambios que genera 
principalmente, en la calidad de los detritos aéreos que llegan al suelo. Además, se 
evalúa a los grupos tróficos del suelo reconociendo grupos funcionales como posibles 
determinantes de los cambios en la tasa de descomposición (Nahmani y Rossi 2003, 
Bardgett et al. 2005). 
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Figura 2.1: el esquema representa las principales vías de 
influencia a través de las cuales las plantas pueden modificar la 
estructura de la red trófica del suelo y los procesos que dependen 
de su actividad. En este capítulo se evalúa cómo la presencia del 
hongo endofito N. occultans que se hospeda en tejidos aéreos de L. 
multiflorum podría influir sobre los grupos tróficos y la actividad 
de las comunidades del suelo a través de estas vías. 

2.2  MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1  Diseño experimental 

Se realizó un experimento factorial bajo condiciones ambientales naturales [campo 
experimental del Jardín Botánico de la Universidad de Osnabrück 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 calcáreas. Se manipuló 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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E 
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 Exudados, comp. lábiles (E) 
 Ambiente del suelo (A) 



 44 

 
Figura 2.2: diseño 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 orígenes: tejidos aéreos 
(1) y radiculares (2) de estas plantas fueron utilizadas para armar dos tipos de 
bolsas de descomposición. Las bolsas con broza proveniente de tejidos con alta 
(B+) y baja (B-) frecuencia de endofitos fueron colocadas en parcelas donde 
crecían plantas de L. multiflorum con alta o baja frecuencia de endofitos para 
generar dos ambientes del suelo contrastantes (A+ y A-, respectivamente). Las 
líneas 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 representación de la relación simbiótica dado que, el hongo 
endofito se aloja en el interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas 
ni síntomas visibles. 

2.2.2  Origen de las semillas utilizadas 

Las semillas que se utilizaron para generar las brozas aéreas y radiculares así como, 
los ambientes del suelo provenientes de la misma población original con alta frecuencia 
de infección 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 metodología 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 (jardín 
experimental de la Cátedra de Ecología 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 tinción con Rosa de Bengala y observación microscópica (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  Obtención 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 ºC) 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 
conservó para armar bolsas de descomposición (i.e. bolsas cribadas de 10 cm x 5 cm y 
poro de 2 mm). En cada una de las bolsas se colocó 500 mg de broza aérea ó 250 mg de 
broza de raíces (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 tamaño y la accesibilidad de los organismos. Además, se controló la 
relación entre varas y láminas (1:1) para todas las bolsas con broza aérea con el objetivo 
de minimizar diferencias debidas a la calidad del material. 

2.2.4  Generación 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 ºC) en junio de 2008 (Figura 2.2). Las plántulas fueron 
transplantadas a los 30 días a las parcelas experimentales (0,5 m x 0,5 m) a una 
densidad de 2000 plántulas.m-2. El experimento se mantuvo bajo riego y en condiciones 
ambientales naturales de luz y temperatura [Jardín Botánico de la Universidad de 
Osnabrück. Alemania (52°16' N, 8°3' E)]. El diseño contempló ocho bloques completos 
donde se asignaron al azar los cuatro tratamientos que resultan de la combinación 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 
colocó una bolsa de descomposición con broza aérea (Ba) sobre la superficie del suelo y 
otra con broza de raíces (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 período 
junio-abril respetó la estacionalidad natural de la especie en la región donde se realizó 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 extraídos fueron conservados en etanol (70 %) para el posterior examen y 
clasificación. Se identificaron los siguientes grupos taxonómicos: Annelida, Mollusca, 
Tardigrada, Arachnida, Myriapoda, Crustacea, Insecta y Collembola (Schaefer 2002). 
Sólo los organismos pertenecientes al grupo de los Collembola fueron determinados a 
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nivel de especie usando la clave de clasificación 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 taxonómicos que fueron 
utilizados para calcular la riqueza y la diversidad de Shannon (Nahmani y Rossi 2003). 
Luego, estos grupos taxonómicos fueron clasificados en grupos tróficos según el tipo de 
alimentación más frecuente: detritívoros, fitófagos, fungívoros, bacteriófagos, 
omnívoros y depredadores (Figura 2.3). Los resultados se expresan por bolsa de 
descomposición. Después de la extracción de los organismos, las bolsas fueron secadas 
a 40 ºC durante 72 h y pesadas (con una precisión de 0,01 g). La descomposición se 
estimó a partir de los valores de broza remanente expresados como porcentaje del peso 
seco inicial. 

 
Figura 2.3: el esquema muestra la clasificación trófica de los invertebrados extraídos de las 
bolsas de descomposición de broza de origen aéreo y radicular. La clasificación taxonómica 
en el esquema corresponde al nivel de familia o superior. La cantidad de organismos en 
niveles inferiores a familia se indica entre paréntesis. La clasificación exhaustiva se 
encuentra descripta en la sección Anexo de la tesis (Cuadro A.1). No se encontraron 
bacteriófagos. Las flechas indican las relaciones entre los grupos tróficos. 
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2.2.6  Análisis estadístico 

Las bolsas de descomposición 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 confusión 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 utilizó la función 
lme [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 
consideró a la calidad de la broza (B- ó B+ ) y al ambiente del suelo (A- ó A+) como 
factores fijos y a los bloques como factor aleatorio. 

La riqueza y la diversidad (según el índice 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 función 
specnumber determina el número de grupos taxonómicos, en este caso, y es equivalente 
a la function básica rowSums(datos > 0). El índice de Shannon define la diversidad de 
grupos taxonómicos como H’= -"pi x logb(pi) donde pi 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 tróficos incluyo a la calidad de la broza (B- ó B+ ), al ambiente del suelo 
(A- ó A+) y a la biomasa remanente en las bolsas de descomposición (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 análisis 
permitió 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 función shapiro.test(residuals(modelo) del paquete “basic”. El 
supuesto de homogeneidad de varianzas fue evaluado mediante la prueba de Levene con 
la función leveneTest [del paquete car (Fox 2009)]. Cuando fue necesario los valores 
fueron transformados por el logaritmo (x+1). Esta transformación fue realizada para la 
abundancia de: fungívoros en superficie y en profundidad y, omnívoros y depredadores 
en profundidad. Los datos correspondientes a los fitófagos no fueron analizados debido 
a la falta de datos. Cuando hubo interacción entre los factores fijos, las comparaciones a 
posteriori se realizaron mediante la prueba de Tukey (P<0,05) con la función glht 
(paquete multcomp (Hothorn et al. 2008).  

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

2.3  RESULTADOS  

El ambiente del suelo y la calidad de la broza modificaron la tasa de descomposición 
de la broza de tejidos aéreos (Cuadro 2.1). A pesar que la prueba de comparaciones 
múltiples no detectó diferencias entre tratamientos, la broza remanente tendió a ser 
menor en los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-B-) respecto de los demás 
tratamientos. En consecuencia, la tasa de descomposición de la broza aérea tendió a ser 
mayor con baja frecuencia de endofitos (Figura 2.4  a). 
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Solo el ambiente modificó las tasas de descomposición de la broza de raíces 
(Cuadro 2.1). El porcentaje de biomasa radicular remanente en los ambientes con baja 
frecuencia de endofitos (A-) representó 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 descomposición 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 modificó la riqueza y 
diversidad de grupos tróficos asociados a la broza de tejidos aéreos (Cuadro 2.2). La 
cantidad de broza remanente no influyó sobre estas variables. A pesar que la prueba de 
comparaciones múltiples no detectó 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 demás tratamientos 
(Figura 2.5  a y c). 

Solo el ambiente del suelo generó cambios en la estructura de la comunidad edáfica 
asociada a la broza de tejidos radiculares (Cuadro 2.2). La riqueza y la diversidad de 
grupos tróficos fueron mayores en los ambientes con alta frecuencia de endofitos (A+) 
respecto de los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-) (Figura 2.5  b y 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 descomposición conteniendo ambas 
calidades de broza fueron colocadas en superficie o en profundidad, 
respectivamente en ambientes donde crecían plantas de L. multiflorum con 
baja o alta frecuencia de endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras 
muestran el promedio (± error estándar) de seis a ocho repeticiones. Las 
diferencias entre tratamientos están indicadas con distintas letras (P<0,05. 
Prueba de Tukey).
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Cuadro 2.1: resultado de los modelos estadísticos 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 descomposición y el 
ambiente del suelo fueron generados por plantas de L. multiflorum con alto o 
bajo nivel de infección con el hongo endofito N. occultans. La broza de tejidos 
aéreos y radiculares fue analizada de manera independiente. El cuadro muestra 
el estadístico, 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 
B x A 7,53 0,014 0,06 0,808 
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Figura 2.5: características de la comunidad de organismos asociada a broza 
aérea (a la izquierda) o radicular (a la derecha) en las bolsas de 
descomposición. La figura se muestra la riqueza (a, b) y la diversidad de 
Shannon (c, d) de los grupos taxonómicos extraídos de las bolsas de 
descomposición 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 crecían plantas de L. multiflorum con baja o alta frecuencia 
de endofitos (A- y A+, respectivamente). Las barras muestras el promedio (± 
error estándar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre tratamientos 
están 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 fungívoros y depredadores (Cuadro 
2.2). La abundancia de los fungívoros asociados a la broza aérea con baja frecuencia de 
endofitos en los ambientes con baja frecuencia de endofitos (A-B-) fue más del doble 
que la abundancia de fungívoros asociados a los otros tratamientos (Figura 2.6  a). 
Mientras tanto, la prueba de comparaciones múltiples no detectó diferencias entre 
tratamientos para el grupo de los depredadores y, no hubo evidencias de cambios en la 
abundancia de omnívoros 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 tróficos (Cuadro 2.2). 

El ambiente del suelo modificó la abundancia de organismos fungívoros y omnívoros 
asociados a la broza de tejido radicular (Cuadro 2.2). La abundancia de organismos 
fungívoros 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 omnívoros estuvo influida por el 
ambiente del suelo pero además, hubo interacción entre la presencia del endofito en la 
broza y la cantidad de broza remanente en las bolsas de descomposición (Cuadro 2.2). 
En promedio, en los ambientes con baja frecuencia de endofitos la abundancia de este 
grupo trófico 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  DISCUSIÓN 

Existe poca información de cómo la variación fenotípica generada por los hongos 
endofitos aéreos influyen sobre las comunidades del suelo (Omacini et al. 2011). Este 
capítulo constituye uno de los primeros trabajos que evalúa el impacto de la simbiosis 
Lolium multiflorum- Neotyphodium occultans sobre la descomposición de tejidos aéreos 
y subterráneos y la estructura de la comunidad de organismos del suelo considerando 
varios grupos tróficos. Además, se consideran distintas vías de influencia de las plantas 
sobre el suelo. Los resultados no confirmaron las hipótesis. En cambio, sugieren 
fuertemente que los endofitos aéreos influyen en el proceso de descomposición 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 ubicación de N. occultans en los tejidos 
aéreos de L. multiflorum no estaría necesariamente asociada a las vías de influencia 
sobre las comunidades del suelo como podría especularse a priori. 

Los resultados de este capítulo 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 
descomposición 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 modificó 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) podrían ser 
exudados y tener un impacto negativo sobre los organismos fungívoros y la tasa de 
descomposición (Moore et al. 2004, Omacini et al. 2004, Antunes et al. 2008, Siegrist et 
al. 2010). Sin embargo, estos compuestos podrían degradarse y desaparecer 
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relativamente rápido 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 tróficos 
según el hábito alimenticio en los distintos tratamientos. Las barras 
representan la abundancia de organismos fungívoros (a, b), omnívoros (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 descomposición en superficie 
(broza aérea) o en profundidad (broza radicular) en ambientes donde 
crecían plantas de L. multiflorum provenientes de poblaciones con baja o 
alta frecuencia de endofitos (A- y A+). Las barras muestran el promedio 
(± error estándar) de seis a ocho repeticiones. Las diferencias entre 
tratamientos están indicadas con distintas letras (P<0,05. Prueba de 
Tukey). La escala en el eje de ordenadas varía con el grupo trófico y el 
análisis estadístico.
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La concentración de los compuestos producidos por los hongos endofitos ha sido 
propuesta como uno de los mecanismos principales capaces de explicar sus efectos 
tóxicos sobre herbívoros 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 concentración varían de manera 
importante según la simbiosis, el tejido y la edad del tejido de la planta hospedante. 
Mientras la concentración de lolitrem B es mayor en tejidos más viejos, lo opuesto 
sucede con la concentración 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 defoliación (Clark et al. 1996). 
En este caso las hojas muertas en pasturas podrían 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 raíces 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 herbívoros) 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) podría 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 concentración de 
peraminas declina en la hoja senescente (Keogh et al. 1996). Ponce et al. (2009) 
encontraron que la presencia de N. occultans aumentó 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 descomposición, ser exudados o permancer en el 
ambiente del suelo después del ciclo de vida de la planta hospedante (Ej.: L. 
multiflorum). En este capítulo, el efecto del ambiente fue más importante en 
profundidad que en superficie apoyando a la actividad radicular como un mecanismo a 
través del cual N. occultans modifica las tasas de descomposición y a los organismos 
del suelo. Por otro lado, la cantidad de broza remanente prácticamente no influyó sobre 
la actividad o la estructura de la comunidad del suelo. Esto sugiere que, si existe un 
mecanismo asociado a la liberación 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 fungívoros (colémbolos) lo que podría estar relacionado con 
las menores tasas de descomposición. Lemons et al. (2005) observaron que la presencia 
de N. coenophialum en L. arundinaceum favoreció la abundancia de ciertas especies de 
colémbolos del suelo que se alimentan de compuestos más 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 fúngica del suelo 
(Franzluebbers y Hill 2005, Iqbal et al. 2012) [(pero ver Casas et al. 2011)- L. 
multiflorum] y la tasa de descomposición (Este capítulo) (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 vía de los hongos del suelo (Uchitel 
2008). Por otro lado, el endofito pudo tener efectos sobre desarrollo o la tasa de 
reproducción de especies particulares del suelo como se ha demostrado para algunos 
artrópodos 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 tróficos y ninguno los ha relacionado con procesos del suelo 
como la descomposición o la mineralización. A pesar que los endofitos generan efectos 
tanto sobre las redes tróficas aéreas como del suelo, las redes tróficas de artrópodos 
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 
lepidóptero Agrotis ipsilon se alimentó de L. arundinaceum hospedante de N. 
coenophialum fue menos susceptible a un nematodo entomopatógeno (Steinernema 
carpocapsae). Este efecto se produjo debido a que los alcaloides producidos por el 
endofito fueron tóxicos 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 escarábidos son más susceptibles a nematodes cuando se alimentan de 
raíces de L. arundinaceum hospedantes de N. coenophialum. En un experimento similar, 
Koppenhöfer y Fuzy (2003) no encontraron efectos. Si bien es especulativo, las 
tendencias observadas y los resultados de otros experimentos sugieren que los efectos 
podrían transmitirse entre niveles tróficos. Mientras los resultados de este capítulo no 
dan cuenta de una asociación clara entre los grupos, aun hacen falta trabajos que ayuden 
a dilucidar el impacto de esta simbiosis sobre las relaciones tróficas del suelo y las tasas 
de descomposición y mineralización. 

La presencia de la simbiosis a través de cambios en la condiciones del ambiente 
aumentó la riqueza y la diversidad de grupos taxonómicos de las comunidades del suelo 
asociadas a la broza radicular. La producción de alcaloides explicó una mayor 
abundancia, riqueza y diversidad de artrópodos aéreos asociadas a Achnatherum 
robustum hospedantes de endofitos (Jani et al. 2010). Faeth et al. (2010) encontraron 
mayor riqueza de artrópodos descomponedores en plantas de Festuca arizonica 
hospedantes endofitos. En este capítulo, 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 concentración de alcaloides no fue 
determinada, los mecanismos a través de los cuales los endofitos afectan a las 
comunidades aéreas y del suelo podrían ser similares. Como se discutió antes, algunos 
compuestos secundarios podrían 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 
relación depende fuertemente de la genética de los simbiontes y del ambiente que 
exploran (Faeth y Fagan 2002, Saikkonen et al. 2004, Müller 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 
relación entre L. arundinaceum y N. coenophialum. En conjunto, estos trabajos sugieren 
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que la presencia de N. coenophialum modifica el ambiente del suelo, reduce las tasas de 
descomposición, aumenta la biomasa microbiana, reduce las tasas de mineralización 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 revisión de Omacini et al. 2011, Iqbal 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). Además, el efecto de N. occultans sobre la riqueza fue consistente con los 
efectos sobre la riqueza de artrópodos para otras relaciones pasto-endofito menos 
estudiadas (Faeth y Shochat 2010, Jani et al. 2010). La riqueza aumentó 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 capítulo). Por otro lado, estos 
resultados fueron consistentes para relaciones pasto-endofitos con perfiles de 
compuestos secundarios disímiles (Rasmussen et al. 2008, Jani et al. 2010). Estas 
consistencias contradicen las críticas anteriores y contribuyen a entender el significado 
ecológico de estas simbiosis dentro de un marco más amplio en el que se consideran 
otros pastos hospedantes. 

Este capítulo es un avance en entender cómo organismos aéreos en apariencia no 
relacionados con los organismos del suelo pueden en realidad, tener un impacto 
importante en la organización y funcionamiento de sus comunidades. Lolium 
multiflorum, posee un amplio rango de distribución 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 cómo y en qué medida la presencia del endofito puede modular el 
funcionamiento y, los grupos tróficos del suelo. Los resultados presentados sugieren que 
la simbiosis L. multiflorum - N. occultans influye sobre los grupos tróficos del suelo al 
menos a través de dos vías: el ambiente del suelo y la broza aérea (desestimando a la 
broza radicular). Además, los efectos podrían propagarse a través de relaciones tróficas 
aun en el corto tiempo dado por una estación de crecimiento (Buyer et al. 2011). Es 
necesario integrar aspectos bioquímicos para comprender mejor los mecanismos 
específicos y su relación con los impactos ecológicos de estas simbiosis y sus posibles 
consecuencias sobre los flujos de materia y energía en el ecosistema. 
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CAPÍTULO 3 INTERACCIONES MÚLTIPLES: LA SIMBIOSIS 
LOLIUM MULTIFLORUM -  NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL 
PASTOREO PUEDEN MODULAR LA ACTIVIDAD Y A LOS 
ORGANISMOS DEL SUELO EN DISTINTOS AMBIENTES



 58 



  Capítulo 3 

 59 

3.1  INTRODUCCIÓN 

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 sólo las interacciones que involucran a pares de especies dentro de uno o 
dos niveles tróficos, principalmente la competencia y la herbivoría, en los últimos años 
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 daño por herbívoros mediante cambios en la producción de 
compuestos aleloquímicos, la concentración de nutrientes, el crecimiento, la morfología 
y la fenología (Wardle et al. 2004b, Bardgett et al. 2005, Bazot et al. 2005, Bezemer y 
van Dam 2005, ver revisión en Ohgushi 2005, Belesky et al. 2010). A través de 
cualquiera de estos efectos, la herbivoría puede influir de manera indirecta sobre el 
suelo. Por ejemplo, se ha observado que, de manera inmediata, el pastoreo aumenta la 
deposición 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 colonización micorrícica (Hokka et al. 2004). En consecuencia, la relación 
planta-herbívoro en la parte aérea tiene un impacto importante sobre la estructura y la 
dinámica de las redes tróficas 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 podrían asegurar la disponibilidad de nutrientes que 
la planta defoliada necesita para recuperar rápidamente 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 relación aérea menos estudiada que la herbivoría, es la que se establecen los 
hongos endofitos del género Neotyphodium con numerosos pastos de clima templado. 
Estos simbiontes también generan múltiples cambios en el hospedante y su rizosfera 
afectando la actividad y estructura de la comunidad del suelo (ver Capítulo 2)(Omacini 
et al. 2011). La simbiosis L. multiflorum - N. occultans es muy frecuente en pastizales y 
pasturas de la región Pampeana en Argentina (De Battista 2005, Gundel et al. 2009) 
(Casas, observación 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 común encontrar esta  simbiosis naturalizada o sembrada en el 
contexto de diferentes niveles de pastoreo. 

La estructura de la red trófica 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 última década se ha empezado a reconocer la importancia de 
grupos tróficos particulares del suelo como determinantes de la descomposición, el 
ciclado de nutrientes y el crecimiento de las plantas (Mikola y Setälä 1998, Laakso y 
Setälä 1999, Bardgett et al. 2005). Los nematodes constituyen el grupo más abundante 
dentro de la mesofauna del suelo y ocupan diversas posiciones en la red trófica 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 útiles indicadores de las condiciones biológicas y físico-químicas del 
suelo (Yeates et al. 1993, Yeates y Bongers 1999, Yeates et al. 1999, Ferris et al. 2001). 
Además, se ha mostrado que la historia de uso del suelo asociada a la prácticas 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 trófica del suelo. Estudios recientes revelan que el pastoreo 
podría reducir la eficiencia de transmisión de N. occultans de planta a semilla en L. 
multiflorum (García Parisi et al. 2011) lo que podría modificar drásticamente los 
resultados de las relaciones consideradas de forma aislada. Este proceso no explicaría 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), podría generar 
condiciones de estrés de carbono que a su vez, limitarían el metabolismo y/o el 
crecimiento de los endofitos y podrían debilitar los efectos de la simbiosis sobre otros 
organismos de la comunidad. 

 

 

Figura 3.1: el esquema representa cómo 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 capítulo tiene por objetivo evaluar los efectos de la interacción entre el pasto, el 
endofito y el pastoreo sobre los grupos tróficos y procesos clave del suelo. De un modo 
específico, se evaluará en qué medida el impacto de la relación entre L. multiflorum, N. 
occultans y los herbívoros puede persistir en el ambiente edáfico después del ciclo de 
vida de la planta modulando la abundancia de nematodes clasificados en distintos 
grupos tróficos y, los procesos de descomposición de broza y de mineralización de 
nitrógeno (Figura 3.1). En particular se puso a prueba la hipótesis que la presencia de 
N. occultans en L. multiflorum reduce la tasa de descomposición y de mineralización así 
como la abundancia de los grupos tróficos de nematodes relacionados con los hongos 
del suelo (Capítulo 2 de esta tesis). Además, se postula que el pastoreo reduce el 
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impacto de la simbiosis sobre la actividad y los grupos tróficos del suelo considerando 
que el pastoreo remueve tejidos aéreos y al hongo endofito alojado en ellos (Philipson y 
Christey 1986). En este capítulo, las hipótesis serán 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 MÉTODOS 

3.2.1  Diseño experimental 

Se realizó un experimento bajo condiciones ambientales naturales de luz, 
temperatura y riego en el jardín experimental de la Cátedra de Ecología de la FAUBA. 
El diseño experimental fue en bloques completos aleatorizados. En un arreglo factorial 
se manipuló la frecuencia de endofitos en la población de Lolium multiflorum (alta: E+ 
ó baja: E- frecuencia) y, el pastoreo (presencia: P+ ó 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 traído previamente del campo (Un total de 24 
unidades experimentales para cada historia de uso. Ver más adelante).  

 
Figura 3.2: diseño 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 promoción 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 sección “Materiales y métodos”). Al final del ciclo de vida de 
las plantas se determinó la biomasa aérea y radicular; el pH, la humedad y el nitrógeno 
disponible en el suelo. Se realizaron mediciones de la tasa de descomposición, la tasa 
potencial de mineralización y, la estructura de la comunidad de nematodes. Las líneas 
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 
representación de la relación simbiótica dado que, el hongo endofito se aloja en el 
interior de tejidos aéreos sin generar estructuras externas ni síntomas visibles. Las líneas 
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 clasificación taxonómica de 
dos sitios aledaños de la Pampa Deprimida con distinta historia de uso [Hapludol típico, 
franco arenoso de la serie Bolívar (Bv 9)]. Uno de los suelos correspondió a un 
ambiente de pastizal natural, sin disturbio antrópico, dominado por pastos nativos 
(denominado Pastizal, en adelante). El otro suelo correspondió a un ambiente de 
promoción de L. multiflorum con disturbio antrópico (Promoción, en adelante). La 
práctica de promoción 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 
otoño siguiente, favorecer su establecimiento (generalmente, se realizan aplicaciones de 
glifosato para reducir la competencia) (Rodriguez y Jacobo 2010). Se generan así, 
pasturas casi mono-específicas de L. multiflorum que tienen como propósito cubrir la 
baja productividad de forraje durante el invierno. Particularmente, en este ambiente se 
realizaron promociones durante al menos, cuatro años consecutivos antes de transportar 
el suelo para el experimento. Las promociones se realizaron mediante la aplicación de 
glifosato en el mes de febrero. La dosis de glifosato dependió de la cantidad de malezas. 
Normalmente, las primeras aplicaciones fueron de 4 l.ha-1 (esta dosis se redujo a medida 
que la competencia de malezas bajó). Además, 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 l.ha-1, respectivamente (Poder residual 
de 20-30 días) y la aplicación estuvo determinada por la densidad y el tamaño de 
malezas dicotiledóneas [Ej.: Carduus acanthoides (cardo), Echium plantagineum (flor 
morada), Rumex crispus (lengua de vaca)] (Comunicación 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 (número de poros en una 
pulgada lineal)] y enviadas a laboratorio (Cátedra de Edafología de la FAUBA). Se 
determinó el carbono orgánico (método Walkley y Black), el nitrógeno total (Nt, 
Kjeldahl), el pH y la capacidad de retención hídrica. No se encontraron diferencias entre 
los suelos para ninguna de las variables (nivel de significancia del 5 %. Cuadro 3.1). 
Para caracterizar la vegetación se utilizó una aproximación simplificada al método de 
Braun-Blanquet. La cobertura se las especies se estimó en porcentaje respecto del 
parche de vegetación evaluado. Aquellas especies que fueron observadas una única 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 capítulo 2. Los mesocosmos se sembraron manualmente a una 
densidad de 3000 plantas.m-2 (equivalente a 200 plantas.mesocosmo-1) a principio de 
mayo de 2006. El tratamiento de Pastoreo (P+) fue simulado durante el período 
vegetativo de las plantas respetando una frecuencia de corte representativa en sistemas 
de pastoreo rotativo de la región pampeana [a los 40 y a los 130 dds (días 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 simuló además, el pisoteo del ganado 
con una pezuña artificial (adaptación a la metodología utilizada por Striker et al. 2006). 
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Cuadro 3.1: características de los ambientes de pastizal natural y promoción de L. 
multiflorum utilizados en los experimentos. Las determinaciones analíticas para el suelo 
se realizaron sobre tres muestras al inicio de los experimentos. La cobertura de especies 
se estimó como porcentaje del parche de vegetación. Se consideró rara (R) a especies 
observadas una única vez en el parche de vegetación. 

  Pastizal Promoción 
Características analíticas del suelo   

Carbono orgánico (%) 4,11 (±0,02)a 2,86 (±0,31)a 
Nitrógeno total (%) 0,42 (±0,07)a 0,3 (±0,03)a 
Nitrógeno mineral (!g N.g suelo-1) 21,41 (±2,92)a 19,11 (±2,34)a 
PH 6,12 (±0,02)a 6,17 (±0,33)a 
Capacidad de retención hídrica (%) 36,6 (±5,6)a 25,65 (±1,23)a 
   

Vegetación (% 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 análisis de suelo 

Al final del ciclo de vida de las plantas se estimó 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-2 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 raíces contenidas en el cilindro después de separar el 
suelo. La biomasa se secó en estufa (60 ºC, 48 h) y se pesó (con una precisión de ±0,01 
g). Ambos valores de biomasa se expresan en kg.m-2. Los valores de biomasa aérea son 
totales: incluyen al material extraído con los cortes y fue secado en la estufa de la 
misma manera. El suelo separado de las raíces fue tamizado (2 mesh). Se determinó el 
pH y la capacidad de retención hídrica (Laboratorio de la Cátedra de Edafología de la 
FAUBA). La densidad de raíces fue muy alta en todo el volumen del cilindro y el suelo 
obtenido fue considerado rizosférico. 

3.2.6 Mineralización 

La tasa potencial de mineralización de nitrógeno se determinó a partir del contenido 
de N-NO3

- y N-NH4
+ en la solución del suelo. Se tomaron dos sub-muestras de 10 g de 

suelo seco. Una fue utilizada para la determinación inicial y la segunda fue incubada en 
cámara a 25 ºC durante 28 días (Robertson et al. 1999). Se realizaron extracciones 
(filtrado con solución de ClK 2 M) y se cuantificó la concentración de N-NO3

- y N-
NH4

+ de las dos muestras [detector de elementos LECO TruSpec CN (Leco Corp., St. 
Joseph, MI)]. La tasa de mineralización se calculó como la diferencia de contenido de 
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nitrógeno entre las dos muestras (incubada-inicial), dividido los días de incubación. Los 
valores se expresan en µg N.g suelo-1.día-1. El nitrógeno disponible en el suelo 
correspondió a la determinación inicial y se expresa como µg N. g suelo-1. 

3.2.7 Descomposición  

La tasa de descomposición se determinó 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 tamaño de la malla de las bolsas permitió el acceso de la 
microfauna y la mesofauna del suelo. Una vez finalizado el ciclo de Lolium multiflorum 
se colocó 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 homogeneizó 
dejando igual cantidad de broza sobre las bolsas de descomposición. Las bolsas se 
retiraron a los 135 días (febrero-mayo de 2007) y, el material recuperado de cada una 
fue secado (60 ºC, 48 h) y pesado (con una precisión de ±0,01 g). La descomposición se 
estimó 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 
jardín experimental de la Cátedra de Ecología de la FAUBA. La especie B. unioloides 
es nativa, considerada bianual o cortamente perenne y similar a L. multiflorum por su 
fenología, tamaño, hábito 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 permitió evaluar 
el ambiente generado por plantas de L. multiflorum con alta o baja frecuencia de 
endofitos sobre un sustrato común 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 tomó una muestra de suelo con un cilindro idéntico al anterior a los 260 
dds. Las muestras se procesaron siguiendo la técnica de flotación-centrifugación 
modificada (Shurtleff y Averre III 2000). Se realizaron recuentos sobre 100 cm3 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 tróficos 
según el aparato bucal en: fitófagos (Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp., 
Peltamigratus sp., Criconemoides sp.), fungívoros (Tylenchus sp.), bacteriófagos 
(Rhabditis sp.), omnívoros (Dorilaymus sp.) y depredadores (Mononchus sp.) (Yeates et 
al. 1993). Los nematodes constituyen el grupo más 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 
extracción sencillos y, además, son fáciles de identificar a partir de caracteres 
morfológicos y anatómicos. Debido a que sus hábitos de alimentación están claramente 
relacionados con la estructura bucal, sus funciones tróficas son fáciles de inferir (Yeates 
et al. 1993, Bongers y Ferris 1999, Ferris et al. 2001). 

3.2.10  Análisis estadístico 

Los datos de cada uno de los ambientes (i.e. pastizal y promoción) fueron analizados 
en forma separada. Las medidas iniciales de suelo (carbono orgánico, nitrógeno total, 
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pH y humedad) se compararon mediante un análisis de la varianza que incluyó al 
ambiente como factor fijo. Las demás comparaciones se realizaron mediante modelos 
lineales mixtos. Se utilizó la función lme [incluida en el paquete nlme (Pinheiro y Bates 
2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los valores de biomasa aérea, biomasa radicular, pH, 
nitrógeno mineral, tasa potencial de mineralización, broza remanente y, abundancia de 
nematodes fitófagos, bacteriófagos, fungívoros, omnívoros y depredadores fueron 
comparados mediante un modelo que consideró Endofito y Pastoreo como factores 
fijos; y los bloques como factor aleatorio. El supuesto de normalidad fue evaluado 
mediante la función shapiro.test (paquete basic) con los residuos de los modelos 
[shapiro.test(residuals(modelo)]. El supuesto de homogeneidad de varianzas fue 
evaluado mediante la función leveneTest [del paquete car (Fox 2009)] para los 
tratamientos (combinación de los niveles de los factores). Los valores de biomasa aérea, 
nematodes bacteriófagos y nematodes fungívoros de los ambientes de pastizal y, los 
valores de biomasa radicular y nematodes depredadores de los ambientes de promoción 
fueron transformados por el (logaritmo (x+1) para cumplir con los supuestos de los 
modelos de análisis utilizados. La transformación por el ranking fue utilizada para 
nematodes omnívoros y depredadores de los ambientes de promoción. Las 
comparaciones a posteriori se realizaron mediante la prueba de Tukey (p<0,05) con la 
función glht [paquete multcomp (Hothorn et al. 2008)]. Los resultados se presentan 
como los promedios no transformados de las repeticiones según corresponda ± error 
estándar.  

Se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson para evaluar la asociación 
entre diferentes variables del suelo (pH, humedad, nitrógeno disponible) y las plantas de 
L. multiflorum (biomasa aérea y radicular) con la actividad (mineralización potencial y 
descomposición) y la abundancia de cada uno de los grupos tróficos de nematodes del 
suelo. Para este análisis, se confeccionaron matrices separadas para cada uno de los 
ambientes. Todos los análisis fueron realizados con el programa R-cran, versión 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 
nitrógeno mineral del suelo en los ambientes con historia de pastizal y promoción. Solo 
la biomasa radicular de L. multiflorum en el pastizal dependió de la interacción 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 modificó la tasa de 
mineralización de nitrógeno, el pastoreo la redujo en un 25 % y en un 38 % en el suelo 
con historia de pastizal y de promoción, respectivamente (Cuadro 3.2). La broza 
remanente de Bromus unioloides no dependió de la presencia del endofito ni del 
pastoreo en el suelo con historia de pastizal o de promoción (Figura 3.3). 

La presencia del endofito no generó cambios en la abundancia de nematodes del 
suelo en ninguno de los grupos tróficos en los ambientes generados por la historia de 
pastizal o promoción (Cuadro 3.4 , Figura 3.4  y Figura 3.5). El pastoreo tendió a 
reducir o redujo a la mitad la abundancia de nematodes fitófagos en el suelo con historia 
de pastizal o promoción, respectivamente (Figura 3.4  a y b). El pastoreo tendió a 
aumentar la abundancia de nematodes bacteriófagos en el suelo con historia de 
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promoción 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 
fungívoros (Figura 3.4  e y f), omnívoros y depredadores (Figura 3.5) en los suelos 
con historia de pastizal o promoción. 

Cuadro 3.2: resultado de los modelos estadísticos para los efectos de Endofito y 
Pastoreo sobre la tasa potencial de mineralización (!g N. g suelo-1.día-1) y la biomasa 
remanente de B. unioloides (%. bolsa-1). Los ambientes generados por historia de uso: 
pastizal y promoción de L. multiflorum fueron analizados de manera independiente. El 
cuadro muestra el estadístico, los grados de libertad asociados (F1,15) y el valor de 
probabilidad (p). 

 Pastizal 

 Mineralización potencial Biomasa remanente 

 F1,15 P F1,15 p 

Pastoreo (P) 12,63 0,003 0,92 0,352 

Endofito (E) 0,19 0,670 0,11 0,740 
P x E 0,58 0,459 0,01 0,912 

          

 Promoción 

 Mineralización potencial Biomasa remanente 

 F1,15 P F1,15 p 

Pastoreo (P) 19,77 0,001  0,02 0,886 

Endofito (E) 0,82 0,378 0,81 0,380 

P x E 1,82 0,197 4,04 0,063 
 

Los coeficientes de correlación indicaron algunas asociaciones entre variables La 
biomasa radicular estuvo asociada positivamente con la tasa de mineralización potencial 
y la abundancia de nematodes fitófagos en los suelos con historia de pastizal y de 
promoción (Cuadro 3.5  y Cuadro 3.6). Los parámetros que describieron al ambiente 
del suelo (pH, nitrógeno mineral disponible y humedad) no estuvieron asociados a la 
actividad de los organismos o, a la abundancia de los distintos grupos tróficos de 
nematodes en el suelo con historia de pastizal (Cuadro 3.5). En cambio, el nitrógeno 
mineral disponible estuvo asociado negativamente con la tasa de mineralización 
potencial y la abundancia de nematodes depredadores, y positivamente con la 
abundancia de nematodes omnívoros en el suelo con historia de promoción. 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 mineralización de nitrógeno (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 
promoción de L. multiflorum (panel de la derecha). Las barras muestran el 
promedio (n=6 ± error estándar). Diferencias entre tratamientos están 
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 fitófagos (a, b), bacteriófagos (c, 
d) y fungívoros (e, f) en 100 cm3 de suelo. Las variables fueron medidas en 
ambientes generado por la historia de pastizal (a la izquierda) o de 
promoción de L. multiflorum (a la derecha). Las barras muestran el 
promedio (n= 6, ± error estándar). 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 omnívoros (a, b) y depredadores (c, 
d) en 100 cm3 de suelo. Las variables fueron medidas en ambientes generado 
por la historia de pastizal (a la izquierda) o de promoción de L. multiflorum 
(a la derecha). Las barras muestran el promedio (n= 6, ± error estándar). 
Letras distintas indican diferencias entre tratamientos (p<0,05. Prueba de 
Tukey). 

3.4  DISCUSIÓN 

En este capítulo no se detectaron cambios en los grupos tróficos de nematodes del 
suelo, la mineralización de nitrógeno ni en la descomposición de broza debido a la 
presencia previa de plantas asociadas al endofito. En este sentido, no se corroboró la 
hipótesis que la presencia de N. occultans en L. multiflorum genera efectos 
persistentes que modulan la estructura de la red trófica y los procesos del suelo aún 
después del ciclo de vida de la planta hospedante. Tampoco pudo corroborarse la 
hipótesis 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 
mineralización y una menor abundancia de nematodes fitófagos 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 estadísticos para los efectos de Endofito y Pastoreo 
sobre la abundancia de nematodes pertenecientes a los grupos tróficos: fitófagos (Fitóf), 
bacteriófagos (Bact), fungívoros (Fung), omnívoros (Omn) y depredadores (Depr). Los 
ambientes generados por historia de uso: pastizal y promoción de L. multiflorum fueron 
analizados de manera independiente. El cuadro muestra el estadístico, los grados de libertad 
asociados (F1,15) y el valor de probabilidad (p). 

Pastizal  

 Fitóf Bact Fung Omn Depr 

 F1,15 p F1,15 p F1,15 P F1,15 P F1,15 P 

Pastoreo (P) 4,33 0,055 0,33 0,575 2,92 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 

P x E 0,71 0,412 0,64 0,435 0,15 0,704 0,77 0,394 0,05 0,831 

            

Promoción 

 Fitóf Bact Fung Omn Depr 

 F1,15 p F1,15 p F1,15 P F1,15 P F1,15 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 

P x E 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 
generó efectos persistentes en el suelo evidentes a través de una menor mineralización 
de carbono y disponibilidad de nitrógeno junto con un aumento en la concentración de 
alcaloides respecto de ambientes del suelo donde creció L. arundinaceum no hospedante 
del endofito durante diez años (Franzluebbers y Hill 2005). Si bien, Franzluebbers et al. 
(2006) no encontraron diferencias significativas en las fracciones de carbono y 
nitrógeno asociadas a L. arundinaceum con o sin el endofito en dos suelos con texturas 
contrastantes después de un año 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 descomposición 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 capítulo fue 
similar a los niveles bajos del experimentos de Omacini et al. (2004) donde tampoco se 
observaron diferencias en las tasas de descomposición de Bromus unioloides. Se ha 
propuesto que la lixiviación de compuestos desde la broza podría inhibir la 
descomposición 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 podrían desaparecer una vez finalizado el 
ciclo de vida de la planta hospedante (ver discusión capítulo 2). En conjunto las 
evidencias sugieren que sería necesaria la persistencia de la simbiosis en el ambiente 
durante varios años o, una mínima cantidad de broza [dependiendo de la concentración 
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de hifas en los tejidos (Rasmussen et al. 2007)] a partir de la cual se harían evidentes los 
efectos del endófito sobre las tasas de descomposición (Mack y Rudgers 2008). El 
pastoreo pudo tener un efecto negativo sobre el endofito (García Parisi et al. 2011) 
reduciendo la concentración de hifas (o, su biomasa), la producción de compuestos 
secundarios y por ende, sus efectos (como postulaba la hipótesis). 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 raíces podrían 
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 
capítulo evaluó la comunidad de nematodes después del ciclo de vida de la planta 
hospedante. Podría ocurrir que N. occultans no sea capaz de generar cambios sobre los 
nematodes del suelo. También podría 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) Además, la materia orgánica del suelo podría 
ser un recurso alternativo en la base de las redes tróficas asociadas a los bacteriófagos y 
fungívoros (Lavelle y Spain 2001) amortiguando los efectos producidos por cambios en 
los exudados radiculares (Viketoft 2008). Por último, artrópodos bacteriófagos o 
fungívoros 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 defoliación con una reducción 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 fotosíntesis y a que una mayor proporción de recursos se 
destinan al crecimiento de la parte aérea (Bardgett et al. 1998, Biondini et al. 1998, 
Mikola et al. 2001a). En este capítulo, el pastoreo fue suficientemente severo como para 
reducir la biomasa aérea y radicular de L. multiflorum y, a los nematodes fitófagos que 
estuvieron asociados a estos tejidos sugiriendo una relación trófica entre ellos. En 
cambio, los efectos sobre los otros grupos tróficos fueron nulos o débiles. Algunas 
evidencias muestran que los nematodes del suelo responden de distintas maneras al 
pastoreo. Por ejemplo, la abundancia de nematodes bacteriófagos, fungívoros, 
omnívoros y depredadores aumentó con la intensidad de la defoliación (Mikola et al. 
2001b, Maharning et al. 2009). Efectos neutros de la defoliación sobre los omnívoros, 
bacteriófagos y fungívoros también fueron encontrados cuando las plantas fueron 
defoliadas al comienzo de la estación de crecimiento (Ilmarinen et al. 2005) o, en un 
experimento en praderas templadas (Mills y Adl 2011). 

La defoliación podría alterar no solo la productividad o cantidad de biomasa sino 
también, la calidad de la materia orgánica (Ej.: la concentración 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 comparación con las comunidades aéreas que responden de 
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manera rápida a los cambios en la vegetación (Siemann et al. 1998, Koricheva et al. 
2000), se sabe poco sobre factores específicos como los compuestos secundarios de las 
plantas sobre los organismos fitófagos (van der Putten et al. 2001). A pesar que las 
respuestas alelopáticas y las señales químicas que dominan en las interacciones entre 
especies vegetales, son también comunes en las comunidades del suelo estos 
mecanismos están poco estudiados en relación al pastoreo (Hassall et al. 2006). 

Aunque no se identificaron los mecanismos específicos, 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 raíces (van der Putten 2003) y no a la 
cantidad de biomasa. Cambios en la abundancia fueron encontrados para los nematodes 
en los niveles tróficos más bajos (fitófagos y bacteriófagos) y no para los fungívoros o 
para los niveles tróficos más altos (carnívoros, omnívoros) (De Deyn et al. 2004) 
[(Verschoor et al. 2002)- a lo largo de la sucesión vegetal] dando sustento a la hipótesis 
de que los efectos son más importantes sobre los niveles tróficos en relación más 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 fitófagos más ligado a la vegetación que 
los otros grupos también fue el grupo de mostró un cambio rápido y mucho más fuerte 
ante los tratamientos que manipularon la vegetación en otras situaciones (Korthals et al. 
2001). Los resultados de este capítulo coinciden de manera parcial con estos 
antecedentes dado que el grupo de los fitófagos 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 (Capítulo 2). 

Además de la reducción en la biomasa de las plantas, el pastoreo severo influye sobre 
otras vías de conexión con el suelo (Bardgett et al. 2001). El pisoteo a través de la 
compactación, reduce la porosidad, el drenaje y la aireación que a su vez, conducen a un 
aumento de la desnitrificación, una reducción en las tasas de mineralización y 
probablemente, a una menor disponibilidad de nutrientes (Menneer et al. 2005). Una 
defoliación a 6 cm del suelo, como la producida en este experimento, redujo en trabajos 
previos la concentración de carbono en las raíces (Holland y Detling 1990, Hokka et al. 
2004). Esta respuesta podría reducir la disponibilidad de carbono lábil en el suelo, que 
es el recurso para las bacterias y en consecuencia, las tasas de mineralización (fuerzas 
“bottom-up”) (Polis y Strong 1996, Ohgushi 2005). A pesar que el carbono lábil 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 asociación entre la biomasa 
radicular y las tasas de mineralización 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 
características y los procesos del suelo trascendieron a los contextos dados por las dos 
historias de uso: pastizal o promoción. En cambio, los grupos tróficos del suelo 
asociadas a los ambientes de pastizal mostraron menor sensibilidad que los de 
promoción aun cuando sufrieron un cambio drástico en la cobertura vegetal respecto al 
ciclo anterior. Los resultados de Korthals et al. (2001) concuerdan con este capítulo en 
que los cambios en las comunidades de nematodes en el corto plazo dependieron más de 
la historia de uso del suelo asociada a las prácticas de manejo que a los cambios 
generados en las comunidades de manera experimental. Otros trabajos relacionaron la 
degradación del suelo con cambios en las estructuras tróficas en ambientes agrícolas 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 orgánica generan diferencias en las familias de nematodes y, en el flujo de 
energía en las redes tróficas del suelo (Bardgett et al. 1999, Ferris y Matute 2003). Sin 
embargo, en este capítulo el carbono y el nitrógeno 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 orgánica también, pueden modificar la red trófica 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 
tróficos nos puede ayudar a explicar las respuestas aparentemente idiosincrásicas 
(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 
difíciles 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, García Parisi et al. 
2011) y cómo 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 reducción en la abundancia de nematodes fitófagos 
puede tener consecuencias importantes durante la siguiente estación de crecimiento. La 
presencia de nematodes fitófagos produce daños en las pasturas a través de distintas vías 
como el consumo de plántulas (Spaull et al. 1985, Mercer 1994, Sarathchandra et al. 
1996), cambios en la composición de la pastura (Yeates y Prestidge 1986, Watson 1990) 
y, reducción de la productividad (Yeates y Prestidge 1986, Elmi et al. 1990). A pesar 
que no se han corroborado las hipótesis principales asociadas a este capítulo, los 
resultados encontrados contribuyen a entender el significado ecológico de las relaciones 
aéreas y a considerar potenciales consecuencias sobre la estructura de la comunidad y 
procesos como la invasión o la sucesión de especies que finamente determinan la 
dinámica 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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u

ad
ro 3.6: coeficientes de correlación (P

earson) entre pares de variables del suelo con historia de uso de prom
oción. B

iom
asa aérea (B

.aér) y 
biom

asa radicular (B
.rad) de las plantas de L

. m
ultiflorum

; pH
, nitrógeno m

ineral (N
 m

in.) y hum
edad (H

um
) del suelo; m

ineralización potencial 
(M

iner) y biom
asa rem

anente (B
.rem

); nem
atodes fitófagos (F

itóf), bacteriófagos (B
act), fungívoros (F

ung), om
nívoros (O

m
n) y depredadores 

(D
epr). C

oeficientes significativos a dos colas están 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; ***). 
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CAPÍTULO 4 NEOTYPHODIUM OCCULTANS Y EL PASTOREO 
INTERFIEREN EN LAS RELACIÓN DE RETROALIMENTACIÓN 

DE LOLIUM MULTIFLORUM CON OTRAS ESPECIES
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4.1  INTRODUCCIÓN 

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 abiótico ó, por las relaciones entre especies. Las 
características de la especie determinan su capacidad para superar los filtros impuestos 
por el ambiente y, en consecuencia, el éxito ecológico de la especie (Saunders et al. 
2010). Además 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 retroalimentación (sensu Bever et al. 1997). Estas relaciones de 
retroalimentación pueden ser tanto positivas como negativas para las plantas de la 
segunda generación (Bever et al. 1997, Mills y Bever 1998, Reynolds et al. 2003, 
Ehrenfeld et al. 2005). 

A escala local las relaciones de retroalimentación 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 -más que la 
disponibilidad de nutrientes- puede inhibir algunas especies, favorecer a otras y así, 
contribuir a la diversidad, la sucesión y la invasión 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 rotación 
de cultivos es una práctica en los sistemas agrícolas que contribuye a reducir la 
acumulación de patógenos y plagas que generan respuestas de retroalimentación 
negativas y reducen el rendimiento de los cultivos (Ej.: Belmar et al. 1987, Martin y 
Felton 1993, Westerman et al. 2005). Algunas plantas exóticas utilizan mecanismos de 
retroalimentación durante la invasión. Por ejemplo, las plantas del género Centaurea 
liberan aleloquímicos en el suelo (Vivanco et al. 2004), que inhiben hongos formadores 
de micorrizas asociados a las raíces de plantas nativas (Mummey y Rillig 2006). 
Además, 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 retroalimentación (Ej.: Mills y Bever 
1998, Matthews y Clay 1999, Ehrenfeld et al. 2005, Kardol et al. 2006, Carvalho et al. 
2010), podrían 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 nitrógeno, 
hongos micorrícicos) como antagonistas (Ej.: nematodes parásitos de plantas, 
herbívoros o patógenos radiculares) pueden tener efectos positivos, neutros o negativos 
sobre el desempeño de insectos herbívoros 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 características de atracción como el número de flores, el 
tamaño, 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 micorrícicos 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 supresión 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 retroalimentación. 

El pastoreo puede promover la invasión de especies (Chaneton et al. 2002) y 
modificar el ritmo de la sucesión en la comunidad (Bardgett y Wardle 2003, Kardol et 
al. 2006). Hasta hace poco, la mayoría de los trabajos que han estudiado el efecto de 
interacciones múltiples, incluyeron a no más 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 retroalimentación y, procesos ecológicos como la sucesión o la invasión, 
los efectos del pastoreo y de los endofitos deberían ser considerados simultáneamente. 
Por su lado, la presencia de N. occultans modifica las relaciones de retroalimentación 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 retroalimentación negativo sobre otras especies herbáceas (Clay y 
Holah 1999) y arbustivas (Rudgers et al. 2007, Rudgers y Orr 2009) Estos trabajos no 
han considerado que el pastoreo puede modificar drásticamente el efecto de los hongos 
endofitos (Clay et al. 2005, Koh y Hik 2007, García Parisi et al. 2011) y en 
consecuencia, las respuestas de retroalimentación. 

El objetivo de este capítulo es evaluar en qué medida la presencia del pastoreo y el 
hongo simbionte N. occultans en L. multiflorum pueden mediar las relaciones de 
retroalimentación sobre otras especies (Figura 4.1). La hipótesis general establece que 
las interacciones aéreas que establecen las plantas modifican las relaciones de 
retroalimentación y, de manera potencial, las interacciones de la próxima generación de 
plantas con otros componentes del ecosistema. Para poner a prueba esta hipótesis, las 
relaciones de retroalimentación sobre plantas de soja (Glycine max) y cardo (Carduus 
acanthoides) son evaluadas en distintos experimentos. Por un lado, se evalúa en qué 
medida N. occultans y el pastoreo en L. multiflorum pueden influir sobre la emergencia, 
el nivel de daño o el crecimiento de plantas de soja durante la siguiente generación. De 
manera específica se pone a prueba la hipótesis de que la presencia de N. occultans en 
L. multiflorum genera una retroalimentación positiva a través de cambios en el ambiente 
del suelo (Siegel y Latch 1991) que podría ser contrarrestada por el pastoreo. Por otro 
lado, se examina en qué medida ambas relaciones aéreas pueden influir sobre el 
desempeño (crecimiento y reproducción) de plantas de cardo durante la siguiente 
generación y sobre las abejas (Apis mellifera) que visitan los capítulos (i.e.: 
inflorescencias) de estas plantas. De manera específica se pone a prueba la hipótesis de 
que la presencia de N. occultans en L. multiflorum genera una retroalimentación 
negativa sobre la biomasa y los capítulos de las plantas de cardo que puede ser 
contrarrestado por el pastoreo. A su vez, una menor producción de capítulos, 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 múltiples como el 
pastoreo y el endofito puede modificar las relaciones de retroalimentación con otras 
especies y además, modular otras relaciones que establecen estas especies. Esto efectos 
sobre las relaciones de retroalimentación podrían estar mediados por señales que 
perduran en el suelo rizosférico. Este capítulo evalúa las relaciones de retroalimentación 
a través del crecimiento de soja y cardo. A su vez, se evalúan las relaciones que estas 
especies generan con otros componentes de la comunidad como las visitas de abejas a 
las inflorescencias de cardo. 

Las hipótesis serán evaluadas en distintos ambientes generados por la historia de uso 
sobre un mismo tipo de suelo (Ver capítulo 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 (Ej.: 
el pastizal) son consideradas más complejas y resilientes que aquellas con mayor grado 
de disturbio (Ej.: la promoción 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 retroalimentación sean más importantes en el sistema con mayor grado de 
disturbio representado por el suelo con historia de promoción de L. multiflorum a lo 
largo de todos los experimentos (Ver capítulo 3). 

4.2  MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1  Experimentos I: relaciones de retroalimentación con soja 

4.2.1.1 Diseño experimental 

Una vez finalizados los dos experimentos descriptos en el capítulo 3, se armaron 
macetas (de 3 l y 10 cm profundidad cada una) con el suelo proveniente de cada unidad 
experimental. Los nuevos experimentos respetaron el diseño en bloques completos y la 
aleatorización de los tratamientos de los experimentos anteriores. Los tratamientos 
originales que combinaron los factores Endofito (alta: E+ ó baja: E- frecuencia) y 
Pastoreo (presencia: P+ ó ausencia: P-) generaron cuatro condiciones ambientes 
iniciales que conformaron los tratamientos de cada experimento (4 tratamientos x 6 
bloques, en cada suelo: pastizal y promoción de L. multiflorum. Figura 4.2: ). Se 
mantuvo igual cantidad de broza sobre la superficie de las macetas: 4 g.maceta-1 
(equivalente a 325 g.m-2). Se utilizó broza proveniente de las plantas de L. multiflorum 

Efectos sobre las 
relaciones de 
retroalimentación 
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que crecieron en el experimento original (Ver capítulo 3). Así, solo se evaluó 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 ºC) y disponibilidad hídrica a través de riegos diarios (invernáculo 
experimental de la Cátedra de Ecología de la FAUBA. Junio de 2007). En las macetas 
se sembraron plantas de soja (Glycine max; FN 4-851 2006) a una densidad de 15 
semillas por maceta. La soja suele ser el primer cultivo agrícola después de un ciclo 
ganadero en los sistemas productivos con rotación mixta. En este sentido, utilizar 
plantas de soja permitió representar un sistema plausible de ser encontrado en 
escenarios productivos actuales. La soja es una especie anual dicotiledónea 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 daños ocasionados en semillas y plántulas. Esta 
sensibilidad, permitió utilizar a la las plantas de soja como “sensores” de cambios en el 
ambiente del suelo. 

 

 
Figura 4.2: diseño de los experimentos que evaluaron los efectos de 
retroalimentación en dos ambientes generados por la historia de uso. En 2007 plantas 
de Glycine max fueron cultivadas en suelos de pastizal o promoción 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 capítulo 3). Se determinó la emergencia, la severidad del daño y la 
biomasa sobre las plantas de G. max sometidas al tratamiento de retroalimentación 
asociado a la presencia del endofito y al pastoreo en la generación anterior. 

4.2.1.2 Determinaciones 

Se determinó el porcentaje de plantas emergidas por maceta (% planta.maceta-1). Las 
plantas fueron cosechadas a los 90 días desde la siembra. Se estimó la biomasa fresca 
por planta (g.planta-1) como el cociente entre la biomasa fresca por maceta (incluyendo 

                                                
1
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parte aérea y radicular) sobre el número de plantas emergidas. La severidad de daño 
ocasionado por enfermedades (Ej.: fungicas, bacterianas, viródicas o fisiogénicas) fue 
determinada para cada planta mediante el índice descripto en el Cuadro 4.1.  Se 
compararon los valores promedios de severidad por maceta expresados como %.planta-

1.maceta-1. 

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

Severidad Síntomas 
0 Planta sana: con las dos primeras hojas completamente desarrolladas, 

raíces bien ramificadas y pigmentación clara 
10 Planta con las dos primeras hojas completamente desarrolladas, raíz 

con alguna parte afectada (poca ramificación o sector con coloración 
amarronada o grisácea) 

20 Planta con algún defecto en el vástago o más pequeña, con raíces un 
poco coloreadas pero ramificadas 

30 Planta con raíces bien desarrolladas un poco coloreadas con vástago 
deformado (comúnmente denominado fork) u oscurecido. 

40 Hojas desplegadas, planta pequeña sin raíces coloreadas pero poco 
desarrolladas 

50 Hojas desplegadas, planta pequeña con raíces coloreadas y poco 
desarrolladas 

60 Planta con vástago deformado u oscurecido y, con raíces coloreadas y 
poco desarrolladas 

70 Planta con poco desarrollo de vástago, raíces muy afectada, poco 
desarrollo y oscuras 

80 Planta con vástago deformado u oscurecido muy pequeñas, muy poco 
desarrollo radicular 

90 Planta que solo presenta cotiledones verdes ó, solo presenta raíz 
principal con coloreada 

100 Semilla no emergida podrida y rodeada de micelio 
 

4.2.1.3 Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante modelos lineales mixtos. Se utilizó la función 
lme [incluida en el paquete nlme (Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los 
valores de emergencia (% plantas.maceta-1), biomasa (g.planta-1) y la severidad del daño 
(%.planta-1.maceta-1) de cada experimento fueron comparados mediante un modelo que 
consideró Endofitos y Pastoreo como factores fijos; los bloques fueron el factor 
aleatorio. Cuando hubo interacción entre los factores fijos, se realizaron comparaciones 
a posteriori entre tratamientos mediante la prueba de Tukey (p< 0,05) con la función 
glht [paquete multcomp (Hothorn et al. 2008)]. El supuesto de normalidad fue evaluado 
mediante la función 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 función leveneTest [paquete car (Fox 2009)] para los tratamientos 
(combinación de los niveles de los factores). Los valores de biomasa en el experimento 
con suelo de promoción fueron transformados por el logaritmo [Log(x+1)] para cumplir 
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con los supuestos de los modelos. Todos los análisis fueron realizados con el programa 
R-cran, versión 2.10 (R Development Core Team 2007). Todos los resultados se 
presentan como los promedios de las repeticiones ± error estándar. 

Se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson entre pares de variables 
medidas. De acuerdo con los análisis anteriores, se confeccionaron matrices separadas 
para cada uno de los experimentos (suelo de pastizal y de promoción). Estas matrices 
sirvieron para evaluar la asociación entre las variables respuesta sobre las planta de soja 
(Ej.: emergencia, severidad y biomasa de las plantas de soja) y variables descriptas en la 
sección resultados del capítulo 3 en esta tesis e identificar las posibles vías que pudieron 
mediar los efectos de retroalimentación de los endofitos y del pastoreo (i.e. la biomasa 
radicular de las plantas de L. multiflorum que crecieron durante la estación anterior, el 
pH, las tasas de mineralización potencial y la humedad del suelo). Todos los análisis 
fueron realizados con el programa R-cran, versión 2.10 (R Development Core Team 
2007). 

4.2.2  Experimentos II: relaciones de retroalimentación con cardo 

4.2.2.1 Diseño experimental 

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

Los experimentos se desarrollaron bajo condiciones ambientales naturales de luz y 
temperatura (Campo experimental de la Cátedra de Ecología de la FAUBA). Las 
unidades experimentales fueron regadas diariamente. La biomasa de las plantas de L. 
multiflorum varió con el pastoreo (Ver capítulo 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 homogeneizó cosechando todo el material 
producido y colocando 12,5 g de broza [equivalente a 2000 kg.ha-1 factible de ser 
encontrados en comunidades de pradera templada (Sosa et al. 2006)] en la superficie. 
En consecuencia, la broza varió solo en relación al nivel de infección con endofitos (E+ 
o E-). 

Las semillas de Carduus acanthoides fueron colectadas en pastizales en el Oeste de 
región pampeana durante la primavera del 2003. Estas fueron conservadas a 4 ºC hasta 
el momento del experimento. Las condiciones de almacenamiento y el período previo a 
la utilización aseguraron la pérdida de dormición de las semillas. Las semillas de C. 
acanthoides fueron colocadas en placas con agar en condiciones controladas (cámara de 
crecimiento a 22 ºC) para inducir la germinación. En consecuencia, el efecto de los 
tratamientos sobre la germinación no fue considerado. En junio de 2007, se 
transplantaron tres plántulas en cada unidad experimental y, a la semana, las dos 
plántulas de menor tamaño fueron raleadas dejando crecer un individuo en cada unidad 
experimental (Figura 4.3). 
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Figura 4.3: diseño del experimento de retroalimentación. 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 promoción de L. multiflorum, ver capítulo 3). Las 
plantas de C. acanthoides estuvieron sometidas a los efectos de retroalimentación 
asociado a la presencia del endofito y al pastoreo durante la generación anterior. Se 
determinó la biomasa aérea de las plantas, la cantidad de capítulos producidos y, la 
frecuencia de abejas melíferas que visitaron los capítulos. 

La especie C. acanthoides es considerada una maleza en sistemas agrícolas y 
ganaderos y, suele ser encontrada en estadios sucesionales tempranos en pastizales 
donde L. multiflorum es una especie común (Omacini et al. 2005). La dispersión 
anemófila (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 producción prolífica 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 
capítulos se encuentran solitarios o en pequeños racimos y son visitados principalmente, 
por Bombus spp. y Apis spp. (Desrochers et al. 1988). Estos insectos siguen un patrón 
de alimentación irregular y visitan una vez cada flor (Giurfa y Núñez 1993). 

4.2.2.2 Determinaciones 

Las plantas de C. acanthoides fueron cosechadas aproximadamente a los 80 días 
desde el transplante cuando había terminado el período de floración 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 promoción, n= 7). Sin 
embargo, no se encontró ninguna asociación entre las plantas en estadio de roseta y los 
tratamientos. El material cosechado (tallos, hojas y capítulos) fue secado hasta peso 
constante (durante al menos 72h a 60 ºC) y pesado (con una precisión de 0,001 g). Los 
valores de biomasa aérea se expresan en gramos por planta (g.planta-1). Dada la 
variación en el momento de aparición, la duración y la cantidad de capítulos entre las 
plantas, en cada sección (ver más adelante), se determinó la cantidad de capítulos 
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abiertos de todas las plantas de C. acanthoides. La sumatoria de capítulos por planta a lo 
largo del período de floración estimó la atracción visual a los insectos. 

Para determinar la frecuencia de abejas (Apis mellifera), durante el período de 
floración (diciembre de 2007 – enero de 2008), se realizaron secciones de observación 
sobre cada planta de C. acanthoides. Cada sección de observación duró 15 minutos 
entre las 8:00 y las 14:00 h (cuando la actividad de los insectos es máxima) en días 
soleados y cuando la velocidad del viento fue baja. Solo los insectos que se posaron 
sobre capítulos abiertos fueron considerados como visitadores. En cada día de 
observación se seleccionaron de 4- 5 unidades experimentales al azar. A pesar de que se 
observaron e identificaron taxonómicamente un total de 2197 insectos, solo se reportan 
los datos correspondientes a las abejas. Las abejas fueron la especie más abundante 
(10:1 respecto de los otros morfotipos de insectos. Datos no mostrados) e importantes 
como visitadoras de C. acanthoides dado el carácter anemófilo de esta especie. Los 
datos que refieren a la frecuencia de abejas se expresan como el promedio por día en 
relación a la cantidad de observaciones realizadas sobre la unidad experimental. 

4.2.2.3 Análisis estadístico 

Los análisis se realizaron de manera independiente para los suelos con historia de 
pastizal y de promoción. La falta de desarrollo de algunas plantas de C. acanthoides 
(permanecieron en estado de roseta) determinó que el experimento quedara 
desbalanceado (Pastizal, n= 19; Promoción, n= 17). Todos los análisis fueron realizados 
mediante modelos lineales mixtos. Se utilizó la función lme [incluida en el paquete 
nlme (Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009)]. Los valores de biomasa aérea 
(g.planta-1), la cantidad de capítulos abiertos (total.planta-1), la frecuencia de abejas 
melíferas (abejas.planta-1.día-1) fueron comparados mediante un modelo que consideró 
Endofitos y Pastoreo como factores fijos; los bloques fueron el factor aleatorio. Para 
examinar la relación entre la cantidad de capítulos abiertos y la frecuencia de abejas, un 
segundo análisis incluyó a la cantidad de capítulos abiertos como factor de covarianza. 
La frecuencia de abejas melíferas fue transformada por el ranking para cumplir con los 
supuestos del modelo estadístico. Cuando hubo interacción entre los factores fijos 
(Endofito y Pastoreo), se realizaron comparaciones a posteriori entre tratamientos 
mediante la prueba de Tukey (p<0,05) con la función glht [paquete multcomp (Hothorn 
et al. 2008)]. El supuesto de normalidad fue evaluado mediante la función shapiro.test 
(paquete basic) con los residuos de los modelos [shapiro.test(residuals(modelo)]. El 
supuesto de homogeneidad de varianzas fue evaluado mediante la función leveneTest 
[paquete car (Fox 2009)] para los tratamientos (combinación de los niveles de los 
factores). Todos los análisis fueron realizados con el programa R-cran, versión 2.10 (R 
Development Core Team 2007). Las figuras en la sección de resultados muestran los 
promedios de las repeticiones ± error estándar. 

 

4.3  RESULTADOS 

4.3.1  Relaciones de retroalimentación 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 promoción dependió de la interacción entre la presencia previa del endofito 
y del pastoreo (Cuadro 4.2  y Figura 4.4  b). La presencia del endofito tendió 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 
daño y tampoco en la biomasa promedio de las plantas de soja en los experimentos con 
suelo con historia de pastizal o promoción (Cuadro 4.2  y Figura 4.4  c - f). 

No hubo evidencias de asociación entre la emergencia, la biomasa o la severidad de 
daño y, la biomasa radicular de las plantas de L. multiflorum, el pH, la humedad del 
suelo ó, la tasa de mineralización potencial para ninguno de los experimentos (suelo de 
pastizal y promoción. Cuadro 4.3). 

 

4.3.2  Relaciones de retroalimentación 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 promoción (Cuadro 4.4  y 
Figura 4.5  a y b). La cantidad de capítulos abiertos tampoco dependió 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 promoción hubo una interacción entre 
ambas relaciones aéreas observándose que la cantidad total de capítulos 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  
c y d). 

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 promoción, 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 análisis que incluyeron a la cantidad de capítulos como covariable 
indican que esta variable podría 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 daño (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 
promoción de L. multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los 
efectos de retroalimentación 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 generación 
anterior. La combinación de los factores endofito y pastoreo generaron 
cuatro condiciones previas al crecimiento de las plantas de soja. Las 
barras muestran el promedio (± error estándar). Diferencias entre 
tratamientos están indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de 
Tukey). 
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Figura 4.5: biomasa aérea (a, b), capítulos acumulados durante el período 
de floración (c, d) de las plantas de C. acanthoides. Las plantas crecieron 
en suelos provenientes de ambientes de pastizal (derecha) o de promoción 
de L. multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los efectos de 
retroalimentación 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 generación anterior. La 
combinación de los factores endofito y pastoreo generaron cuatro 
condiciones previas al crecimiento de las plantas de C. acanthoides. Las 
barras muestran el promedio (± error estándar). Diferencias entre 
tratamientos están indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de 
Tukey). 
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Figura 4.6: frecuencia de abejas (A. mellifera) que visitaron los capítulos 
de C. acanthoides. Las plantas de C. acanthoides crecieron en suelos 
provenientes de ambientes de pastizal (derecha) o de promoción de L. 
multiflorum (izquierda) y estuvieron sometidas a los efectos de 
retroalimentación 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 generación anterior. La 
combinación de los factores endofito y pastoreo generaron cuatro 
condiciones previas al crecimiento de las plantas de C. acanthoides. Las 
barras muestran el promedio (± error estándar). Diferencias entre 
tratamientos están indicadas con distintas letras (p < 0,05. Prueba de 
Tukey). 

4.4  DISCUSIÓN 

A escala local las relaciones de retroalimentación tienen un fuerte impacto sobre la 
composición de las comunidades y los procesos del ecosistema (van Breemen y Finzi 
1998, Bever 2003). En este capítulo, las relaciones aéreas previas redujeron la cantidad 
de capítulos en las plantas de Carduus acanthoides y la emergencia de las plantas de 
Glycine max en la siguiente generación. Los resultados apoyan la hipótesis general de 
que las relaciones aéreas que establecen las plantas modulan las relaciones de 
retroalimentación (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 podría intensificar los efectos del endofito. A su vez, 
se puso en evidencia que las relaciones de retroalimentación influyen sobre nuevas 
relaciones aéreas -C. acanthoides y Apis mellifera, a través de distintas vías. Por último, 
los efectos de retroalimentación dependieron del contexto ecológico 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 promoción y mayor grado de disturbio como se esperaba. 
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Cuadro 4.2: resultado de los modelos estadísticos para los efectos de Endofito y Pastoreo sobre 
la emergencia, la severidad de daño y la biomasa de las plantas de soja. Las condiciones 
generadas por la historia de uso (pastizal y promoción de L. multiflorum) fueron analizados de 
manera independiente. El cuadro muestra los valores del estadístico con los grados de libertad 
asociados (Fgl) y el valor de probabilidad (p-valor). 

 Pastizal 
 Emergencia Severidad Biomasa 

  F1,15 p-valor F1,15 p-valor F1,15 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 
E x P 2.35 0.146 0.59 0.455 0.47 0.505 
       
 Promoción 
 Emergencia Severidad Biomasa 

 F1,15 p-valor F1,15 p-valor F1,15 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 
E x P 14.14 0.002 1.42 0.252 0.46 0.506 
 

Cuadro 4.3: coeficientes de correlación (Pearson) entre pares de variables medidas 
(emergencia, biomasa y severidad de las plantas de soja) y posibles vías que pudieron mediar 
los efectos de retroalimentación de los endofitos y el pastoreo: la biomasa radicular de las 
plantas de L. multiflorum (Lm) que crecieron durante la estación anterior, el pH, las tasas de 
mineralización potencial y la humedad del suelo (Ver resultados en capítulo 3). Los 
coeficientes de correlación fueron calculados por separado para los suelos con historia de 
pastizal y de promoción. Coeficientes significativos a dos colas están 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-2) -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-1. día-1) 0.04 -0.05 0.04 
    
 Promoción 
 Emergencia  Biomasa soja Severidad 
Biom. radicular Lm (g.m-2) 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-1. día-1) 0.18 0.17 -0.15 
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Cuadro 4.4: resultado de los modelos para los efectos de retroalimentación de los 
Endofito (E+ vs. E-) en contextos de Pastoreo (P+ vs. P-) sobre la biomasa aérea, la 
cantidad de capítulos abiertos y la frecuencia de abejas (A. mellifera) que visitaron los 
capítulos de C. acanthoides. Las condiciones generadas por historia de uso (pastizal y 
promoción de L. multiflorum) fueron analizados de manera independiente. El segundo 
modelo para las abejas en el suelo de promoción incluyó a los capítulos abiertos como 
covariable con el objeto de probar su importancia como mecanismo a través del cuál 
podrían propagarse los efectos (ver Figura 4.5 d). El cuadro muestra los valores del 
estadístico con los grados de libertad asociados (Fgl) y el valor de probabilidad (p-valor). 
 

 Pastizal 

 Biom aérea Capítulos Abejas 

 F1,10 p-valor F1,10 p-valor F1,10 p-valor 

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 
E x P 0,14 0,714 0,30 0,597 0,29 0,605 

        

 Promoción 

 Biom aérea Capítulos Abejas 

 F1,8 p-valor F1,8 p-valor F1,8 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 
E x P 0,78 0,403 9,00 0,017 2,05 0,190 

       

Endofito (E)     8,88 0,041 
Pastoreo (P)     3,02 0,157 
E x P     0,71 0,448 
Capítulos (C)     6,99 0,057 
E x C     1,77 0,254 
P x C     6,31 0,066 
E x P x C     2,83 0,168 
 

Ambas relaciones aéreas generaron una retroalimentación negativa sobre las plantas 
de C. acanthoides que fue evidente a través de la producción de capítulos. Estos 
resultados apoyan parcialmente las hipótesis de trabajo dado que hubo efectos sobre la 
cantidad de capítulos pero no, sobre la biomasa de las plantas (Orr et al. 2005) como 
proponía la hipótesis de trabajo. Por otro lado, no se corroboró la hipótesis respecto de 
que el pastoreo reduce los efectos del endofito (García 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 retroalimentación (i.e.: la producción 
de capítulos 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 nitrógeno (Zou et al. 2006), fósforo (Chapuis-Lardy et al. 2006) y otros 
minerales (Vanderhoeven et al. 2005) con consecuencias negativas sobre la producción 
o duración de los capítulos de C. acanthoides. El trabajo de Newsham et al. (1994) 
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sugiere que las infecciones de patógenos 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 específico, este efecto podría tener consecuencias 
negativas sobre la producción de semillas y finalmente, sobre la dinámica de la 
población, la estructura de la comunidad y la sucesión 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 estación de crecimiento. Estos resultados apoyan parcialmente la hipótesis de 
trabajo dado que el número de capítulos en las plantas de C. acanthoides podría explicar 
en parte el efecto del pastoreo y no el efecto del endófito (Cuadro 4.2). Estos 
resultados sugieren que mecanismos alternativos intervinieron para modificar la 
frecuencia de visitas de abejas. Además del atractivo generado por la cantidad de flores, 
las abejas podrían responder a cambios en el olor distintivo del néctar o a la presencia 
de otros compuestos volátiles a distancias cortas (Giurfa y Núñez 1993). Los resultados 
coinciden con trabajos previos en sugerir que las visitas de las abejas a los capítulos 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 Núñez 
1992, 1993, Giurfa et al. 1994). Este tipo de señales también fueron sugeridas por otros 
autores que estudiaron el comportamiento de recolección 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 señales olorosas son 
todos mecanismos a través de los cuales las respuestas de retroalimentación pudieron 
reducir la frecuencia de visitas no explicada por la cantidad de capítulos. Como 
consecuencia, las abejas podrían visitar otras especies y eventualmente, influir sobre el 
éxito ecológico de las especies vecinas a C. acanthoides. Sin embargo, las 
consecuencias de estos efectos sobre la estructura y dinámica de la comunidad son más 
difíciles de predecir (Ohgushi 2005). 

Los efectos de retroalimentación tampoco fueron evidentes a través de la biomasa de 
las plantas de Glycine max. En cambio, la interacción entre el endofito y el pastoreo 
determinó el establecimiento de las plantas a través de sus efectos sobre la emergencia. 
Estos resultados dieron sustento parcial a la hipótesis de que el endofito genera una 
retroalimentación negativa sobre la biomasa, la emergencia y la severidad de daño en 
las plantas de G. max. En este capítulo el efecto más importante ocurrió sobre la 
mortalidad y no sobre el nivel de daño en las plántulas de G. max. Cabe destacar que las 
plantas pudieron permanecer asintomáticas (Larkin et al. 1995a). A pesar de no tener 
síntomas, estas plantas podrían 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 podrían no ser capaces de 
compensar la menor densidad y en consecuencia tampoco el rendimiento del cultivo.  

Aunque no podemos identificar los organismos o factores específicos responsables 
de los efectos observados, este capítulo muestra que la respuesta neta de 
retroalimentación fue perjudicial para las dos especies exóticas 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 
además, podrían 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 patógenos juegan un papel importante en la evolución de las 
poblaciones (Clay y Kover 1996) y en la composición 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 daño, algunos trabajos previos 
permiten especular que los hongos patógenos del suelo como por el ejemplo los del 
complejo del “damping-off” (Ej.: Pythium sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.) podrían 
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 daños ocasionados en semillas y plántulas. En este experimento, las 
respuestas de retroalimentación pudieron influir sobre el suelo (Ej.: con cambios en la 
humedad del suelo o en la presencia de compuestos exudados específicos) estimulando 
la germinación de las esporas o el crecimiento del micelio de hongos patógenos. Hasta 
el momento, se han observado efectos negativos de los endofitos sobre algunos hongos 
patógenos solo bajo condiciones in vitro (Newsham et al. 1995). Bajo condiciones 
naturales, la acumulación de hongos patógenos específicos como Pythium spp. es poco 
probable en el corto plazo de una estación de crecimiento. Además, 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 micorrícicos (Bever et al. 1996), artrópodos [Ej.: nematodes (Capítulo 
3)] o, incluso enfermedades fisiogénicas que podrían generar efectos similares. 

Las respuestas de retroalimentación dependieron de la historia del ambiente. De 
acuerdo con lo predicho, los efectos fueron más importantes en ambientes con mayor 
grado de disturbio- representado por la promoción (Capítulo 3). Los resultados de este 
capítulo concuerdan con la idea de que los ambientes menos disturbados son además, 
más 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 podría explicar la ausencia de efectos de 
retroalimentación. Estas diferencias entre ambientes no son menores si consideramos las 
implicancias sobre la dinámica de las comunidades. La historia de los ambientes debería 
ser considerada como un aspecto importante a la hora diseñar 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 herbívoros vertebrados en ambientes de pastizal y en pasturas. 
Es probable que estas relaciones conjuntamente tengan una influencia importante en la 
configuración de estas comunidades (Bardgett et al. 1998). Este trabajo es uno de los 
primeros en examinar los efectos de retroalimentación de simbiosis L. multiflorum-N. 
occultans y el pastoreo sobre otras especies exóticas (C. acanthoides y G. max). 
Mientras es difícil especular un mecanismo específico asociado al efecto sobre C. 
acanthoides ó, de G. max, los efectos se propagaron a otras relaciones como las abejas 
que visitan los capítulos de C. acanthoides. A pesar que los mecanismos no fueron 
dilucidados, los resultados contribuyen a la comprender cómo una simbiosis puede 
alterar la composición y la trayectoria sucesional de la comunidad y, potencialmente, la 
productividad o el rendimiento de cultivos agrícolas. 
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CAPÍTULO 5 LAS CONSECUENCIAS ECOLÓGICAS DE 

NEOTYPHODIUM OCCULTANS EN COMUNIDADES DE PASTIZAL 
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5.1  INTRODUCCIÓN 

Durante el proceso de invasión 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 
invasión, los factores que la favorecen y sus consecuencias, son temas prioritarios para 
la conservación y la gestión de los recursos naturales (Ricciardi y Cohen 2007). Los 
filtros a la invasión incluyen factores abióticos (disponibilidad de agua y nutrientes, la 
ocurrencia de disturbios o características climáticas), así como interacciones bióticas 
negativas (competencia, herbivoría, parasitismo) o positivas (facilitación, mutualismo) 
que pueden perjudicar o favorecer el establecimiento, la colonización o la expansión de 
la población 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 así, cuando el simbionte es un organismo de vida libre como los hongos 
micorrícicos o las bacterias fijadoras de nitrógeno (van der Heijden et al. 1998, 
Klironomos et al. 2000, Parker 2001, Desprez-Loustau et al. 2007). Una situación 
distinta ocurre cuando el simbionte se dispersa junto con la especie invasora como 
sucede con los microorganismos de transmisión vertical exclusiva. 

Los hongos endofitos del género Neotyphodium crecen sistemáticamente dentro de 
los tejidos aéreos de numerosas especies de pastos y se transmiten de generación en 
generación a través de las semillas de la planta hospedante, es decir, no hay propagación 
del hongo por contagio (Clay 1990, Leuchtmann 1993, Clay y Schardl 2002). La planta 
hospedante proporciona protección, nutrientes y un medio de dispersión al hongo 
endofito que hospeda. A su vez, el endofito beneficia a la planta al aumentar la 
tolerancia ante situaciones de estrés biótico y abiótico 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 expansión geográfica 
de la población que los hospeda y generando cambios dramáticos 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 aumentó la abundancia del pasto hospedante y 
redujo la riqueza de especies (Clay y Holah 1999). Estos efectos fueron evidentes un 
año después de la siembra y cuatro años después las parcelas sembradas con la 
simbiosis L. arundinaceum – N. coenophialum fueron casi monoespecíficas 
demostrando que el endofito mejoró la producción de biomasa de la planta hospedante y 
modificó la estructura de la comunidad (Clay y Holah 1999). Además, el pastoreo 
aumentó la frecuencia de L. arundinaceum hospedantes de N. coenophialum del 50 al 
80 % (Clay et al. 2005). Este efecto a su vez, significó un aumento en la biomasa de L. 
arundinaceum y, una reducción 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 combinación de genotipos involucrados en la 
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simbiosis o, las características de la comunidad receptora pueden modular el resultado 
de la relación pasto-endofito-herbívoro 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 capítulo 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 invasión de pastos anuales así 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 Región Pampeana (Perelman et al. 2001, Chaneton et al. 
2002, Perelman et al. 2007). Esta especie ha aumentado su rango de distribución y su 
abundancia local probablemente debido a su alta capacidad competitiva y producción de 
biomasa - estrategia de crecimiento ruderal (Grime 2001). Este fenómeno es evidente 
tanto en pastizales pastoreados como en campos abandonados donde también se ha 
observado una disminución 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 infección 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 plántulas 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 subregión 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 topografía, las características edáficas, las inundaciones 
frecuentes en invierno y la sequía durante el verano representan los principales filtros 
abióticos que determinan la composición de especies y la productividad de estas 
comunidades (Insausti et al. 1999). Además, la ganadería (i. e.: cría de ganado vacuno) 
ha sido la principal actividad productiva y las diferencias en el manejo del pastoreo en 
estos pastizales impuso cambios drásticos 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 subregión bajo condiciones de pastoreo (ver Perelman et al. 2001). 
A su vez, en estos pastizales el pastoreo promueve la invasión de especie exóticas y la 
riqueza de la comunidad mientras reduce la heterogeneidad en la composición y los 
grupos funcionales de especies a escala de paisaje (Chaneton et al. 2002). Estos cambios 
se deberían 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 encontró una correlación negativa 
entre la cobertura de L. multiflorum y la de los pastos nativos que crecen en verano 
(Perelman et al. 2007) aún se desconoce el papel potencial de los hongos endofitos 
sobre la capacidad invasora de este pasto exótico. 

El objetivo de este capítulo es evaluar en condiciones de campo, el papel de N. 
occultans sobre la capacidad invasora del hospedante L. multiflorum así como su 
impacto sobre la composición de la comunidad en pastizales de la subregión Pampa 
Deprimida. Dado que el pastoreo vacuno produjo cambios profundos en la estructura de 
las comunidades y en los filtros ambientales a la invasión, el papel de los hongos 
endofitos es evaluado en comunidades pastoreadas y en comunidades no pastoreadas 
donde el ganado ha sido excluido desde el año 2004. La hipótesis 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 plántulas y la cobertura de la planta hospedante. Además, los hongos 
endofitos modifican la composición de la comunidad dependiendo de los filtros a la 
invasión 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 serían entonces, más resistentes 
a la invasión que las comunidades constantemente perturbadas por el pastoreo (Crawley 
1987, Rejmánek 1989, Chaneton et al. 2002, Shea y Chesson 2002). Si los hongos 
endofitos favorecen la invasión del hospedante, sería esperable que los efectos del 
endofito sean más importantes en las comunidades con filtros más fuertes. Para 
contrastar dichas hipótesis se realizó un experimento a campo en el que se agregaron 
semillas de L. multiflorum con alto o bajo nivel de infección con hongos endofitos en 
parcelas con diferente historia de pastoreo y, hacia el final de la estación de crecimiento, 
se determinó la cobertura de L. multiflorum y la de otras especies agrupadas en grupos 
funcionales.  

5.2  MATERIALES Y MÉTODOS 

5.2.1  Diseño experimental 

El experimento fue conducido en un área 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 
varían de 8,2 °C en julio a 21,4 °C en enero. La precipitación total anual para el área es 
»900 mm. Los sitios experimentales compartieron la misma posición topográfica y tipo 
de suelo [Natracuol típico: horizonte A franco, levemente ácido, no salinos y horizonte 
B arcilloso – franco arcilloso, alcalino y salino, (Berasategui y Barberis 1992)]. En 
otoño de 2009, se seleccionaron sitios experimentales (4 m2) en comunidades con 
distintas historias de pastoreo (pastoreadas, n= 12 y no pastoreado, n= 7). Los sitios no 
pastoreados fueron cercados en el otoño 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 
pequeños 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 relación 
a la estructura y composición florística, la incidencia de la luz y el suelo. Dentro de cada 
sitio, la biomasa aérea se cortó a ras de suelo (marco de 20 cm x 50 cm). El material 
verde se separó 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 precisión de 
0,01 g). Se determinó la riqueza de especies. Antes de realizar el corte al ras, la 
radiación interceptada por encima y por debajo de la cobertura vegetal se midió con un 
sensor cuántico (line quantum sensor, Cavadevices). Se realizaron tres determinaciones 
(sub-réplicas) en cada sitio (n= 6 no pastoreado y n= 8 pastoreado). El sensor cuántico 
mide el flujo de fotones fotosintéticos (FFF), ubicado a lo largo de una barra de un 
metro. La penetración de la luz (%) fue calculada como el porcentaje del FFF que llega 
al suelo (por debajo de la cobertura vegetal) en relación 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 diámetro de 0 a 15 cm de profundidad cada uno; n= 6 no 
pastoreado y n= 10 pastoreado). Los análisis de fertilidad química se realizaron en los 
laboratorios del INGEIS (Conicet, Buenos Aires, Argentina). Se determinó el pH 1:2,5, 
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la conductividad eléctrica (c.e), el carbono orgánico (Corg, método Walkley y Black), el 
nitrógeno total (Nt, Kjeldahl), el fósforo (P, Kurtz y Bray). Las determinaciones de 
capacidad de intercambio catiónico (CIC), calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+), 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 dañados por animales y los datos obtenidos no pudieron ser 
analizados estadísticamente. 

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 aplicó al azar en una de tres parcelas (0,6 
x 0,9 m) dentro de cada sitio ([7 ó 12]) x 3 = 57 parcelas). Una cantidad de 3 y 5 gramos 
de semillas (equivalente a 5000 y 8300 semillas.m-2) fue agregada en las parcelas 
correspondientes a mediados de otoño y principios de invierno en 2009, 
respectivamente. La emergencia de plántulas a mediados de otoño fue baja, 
presumiblemente debido a la sequía (Figura A.1). Entonces, el agregado de las 
semillas se repitió a principios del invierno. Antes de agregar las semillas, se 
removieron las plantas de L. multiflorum que crecieron naturalmente en las parcelas y, 
la biomasa aérea se cortó a ras de suelo en todos los sitios (como se explicó antes). Este 
procedimiento homogeneizó el microambiente de las parcelas respecto de factores que 
influyen en la germinación 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 capítulo 3. Es importante 
considerar que no se trató de controlar el genotipo de la plantas; en cambio, se trabajó 
con grupos de semillas procedentes de poblaciones naturales de L. multiflorum. El 
potencial de germinación 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 germinación 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 tinción con rosa de Bengala y observación bajo microscopio óptico (n= 30 
semillas por población). 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 floración de L. multiflorum y 
en verano, al final de la estación de crecimiento. De determinó 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 herbácea hizo impráctica 
la determinación de densidad. Por lo tanto, los valores de cobertura se expresan como 
porcentaje en base a la cobertura basal de especies vivas de cada transección (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 utilizó para estimar su capacidad de colonización. Las especies fueron clasificadas en 
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grupos funcionales según: pastos nativos, pastos exóticos y dicotiledóneas. El grupo de 
los pastos incluyó especies gramíneas y graminoides.  

La frecuencia de endofitos se comprobó a partir de tinción y observación 
microscópica 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 
modificó 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 infección 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 plántulas antes del experimento. 

5.2.3  Análisis estadístico 

Las medidas iniciales: la biomasa verde (g.m-2), la biomasa muerta en pie y la broza 
(g.m-2), la riqueza de especies (parcela-1), la penetración de la luz (%) y los parámetros 
químicos del suelo (pH, c.e., CIC, carbono orgánico, nitrógeno total, fósforo disponible, 
Na+,Mg2+, Ca2+, K+), fueron comparadas mediante el mismo modelo estadístico. El 
modelo incluyó 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 exóticos y dicotiledóneas (%)] 
fueron analizadas mediante un modelo que incluyó 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 función lme en el paquete nlme 
(Pinheiro y Bates 2000, Pinheiro et al. 2009). Cuando hubo efectos estadísticamente 
significativos debidos al agregado de semillas, se realizó un segundo análisis para 
evaluar a la cobertura de L. multiflorum como un posible mecanismo capaz de explicar 
los efectos observados. El segundo modelo incluyó la cobertura relativa de L. 
multiflorum y la interacción con los factores fijos (es decir: historia y agregado de 
semillas). Los datos de pastos exóticos fueron transformados por la raíz cuadrada para 
cumplir con los supuestos del modelo. Los datos de dicotiledóneas fueron 
transformados por la raíz 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 función glht en el paquete multcomp (Hothorn et al. 2008). Los 
cambios en la composición florística a lo largo de las estaciones, hizo que fuera sensato 
separar los análisis para cada estación en lugar de considerarlos medidas repetidas. 
Todos los análisis se realizaron con el software R-cran, la versión 2.10.1 (R 
Development Core Team 2007). Los resultados se presentan como las medias no 
transformadas de las repeticiones correspondientes ± error estándar. 

5.3  RESULTADOS 

La historia previa dada por la presencia o ausencia de pastoreo, generaron cambios 
entre sitios (Cuadro 5.1). El pastoreo no modificó la cantidad de biomasa verde pero, 
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redujo nueve veces la biomasa muerta y, en consecuencia aumentó la penetración de luz 
en comparación con los sitios no pastoreados (Cuadro 5.1). A pesar, de que la riqueza 
fue similar en sitios con distinta historia de pastoreo, la composición de especies fue 
diferente. Los sitios pastoreados estuvieron dominados por pastos nativos y exóticos y, 
una pequeña proporción de dicotiledóneas. 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 generó diferencias en el ambiente del suelo entre sitios 
con o sin pastoreo (Cuadro 5.1). Parámetros químicos como el pH, la conductividad 
eléctrica (c.e.) y la capacidad de intercambio catiónico (CIC) fueron significativamente 
mayores en los sitios pastoreados que en los sitios no pastoreados. Además, 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 
orgánico, nitrógeno total, fósforo, magnesio y sodio. A pesar de que no fue posible el 
análisis 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 dependió de la historia del sitio y 
del agregado de semillas (Cuadro 5.2  y Figura 5.1). La interacción muestra que en 
los sitios pastoreados el agregado de semillas aumentó la cobertura de L. multiflorum 
pero no el nivel de infección 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 aumentó 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 había terminado, la riqueza y la cobertura 
de lo grupos funcionales solo dependió de la historia del sitio (Cuadro 5.3). En 
primavera, el agregado de semillas con endofitos (E+) aumentó la riqueza de especies 
en los sitios pastoreados mientras que no generó cambios en esa variable en los sitios no 
pastoreados (Cuadro 5.3). La riqueza de especies varió 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: características de la vegetación y del suelo en los sitios con historia de pastoreo 
y no pastoreados utilizados en el experimento. Las parcelas fueron instaladas en un área de 
200 ha y compartieron el mismo tipo de suelo y ubicación topográfica. Los datos muestran el 
valor medio y el error estándar al comienzo del experimento. La penetración de la luz fue 
incluida dentro de las características de la vegetación 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 
Vegetación   
Riqueza de especies (parcela-1) 8,2±0,91 a 6,6±0,42 a 
Biomasa aérea verde (g.m-2) 256,97±40,87 a 310,4±86,79 a 
Biomasa muerta en pie (g.m-2) 72,97±42,62 a 672,33±191,19 b 
Penetración de luz (%) 85,60±5,85 a 32,48±10,49 b 
Suelo   
C orgánico (g.kg-1) 32,76±1,35 a 27,32±0,85 b 
N total (g.kg-1) 3,1±0,14 a 2,6±0,08 b 
P (mg.kg-1) 2,46±0,10 a 1,88±0,048 b 
pH del suelo 7,29±0,13 a 6,75±0,06 b 
Conductividad eléctrica (dS.m-1) 1,69±0,23 a 0,83±0,02 b 
CIC (cmolc.kg-1) 22,80±0,65 a 18,95±0,55 b 
Na (cmolc.kg-1) 3,33±0,41 a 2,06±0,10 b 
Mg (cmolc.kg-1) 6,29±0,37 a 4,90±0,15 b 
Ca (cmolc.kg-1) 8,6±0,5 a 7,3±0,3 a 
K (cmolc.kg-1) 1,50±0,06 a 1,56±0,08 a 

 

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 
infección con Neotyphodium occultans (Infección) y los valores de cobertura 
relativa de Lolium multiflorum (Cobertura). El cuadro muestra los grados de 
libertad (gl), el estadístico (F) y el valor de probabilidad (p-valor). 

 Infección Cobertura 
  gl F p-valor gl F p-valor 
Historia (H) 1,16 0,79 0,387 1,17 6,42 0,021 
Semillas (S) 2,32 23,83 <0,0001 2,34 28,16 <0,0001 

H x S 2,32 2,06 0,145 2,34 24,11 
<0,000

1 
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Figura 5.1: cobertura relativa de las plantas de L. 
multiflorum en los sitios pastoreados (n= 12) o no 
pastoreados (n= 7). El factor agregado de semillas incluyó 
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 estándar). 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) 
dependió 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 exóticos (Gaudinia fragilis, Hordeum spp., Festuca 
arundinaceum, Cynodon dactylon) dependió de la historia del sitio y del agregado de 
semillas en primavera. El agregado de semillas redujo la cobertura de pastos exóticos en 
los sitios pastoreados y no pastoreados (Cuadro 5.3 y Figura 5.2 b). En los sitios 
pastoreados, la cobertura de pastos exóticos varió del 51 % al 38 % en las parcelas E+ y 
control, respectivamente. En los sitios no pastoreados, la cobertura de pastos exóticos 
varió 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 
reducción en la cobertura de este grupo fue marginal. Esto concuerda con el modelo que 
incluyó a la cobertura de L. multiflorum donde el efecto de los factores simples (historia 
y agregado de semillas) persistió al agregar la cobertura de L. multiflorum como 
covariable (Cuadro 5.3). El agregado de semillas no generó cambios en la cobertura de 
especies dicotiledóneas. Independientemente del agregado de semillas, la cobertura de 
dicotiledóneas 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 exóticos y dicotiledóneas 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 exóticos fue del 46 % en los sitios pastoreados y del 7,2 % en los sitios no 
pastoreados y, la cobertura de dicotiledóneas 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 estadísticos 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 exóticos (P. exóticos) y 
dicotiledóneas (Dicot). Los censos fueron realizados en primavera y en verano. El segundo 
modelo en primavera incluyó a la cobertura de Lolium multiflorum como covariable con el 
objeto de probar su importancia como mecanismo a través del cuál podrían 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 estadístico (F) y de probabilidad (p-
valor). 

   Riqueza P. nativos P. exóticos 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 
H x S 2,34 4,06 0,026 7,90 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   
H x S 2,28 1,47 0,248 2,27 0,122 0,56 0,577   
Cobertura (Lm) 1,28 5,63 0,025 9,48 0,005 4,90 0,035   
H x Lm 2,28 0,07 0,790 1,01 0,324 0,09 0,766   
S x Lm 1,28 0,74 0,485 0,22 0,805 0,04 0,962   
H x S x Lm 2,28 1,78 0,187 0,11 0,899 0,11 0,899   
          

Verano          

Historia (H) 1,16 0,87 0,365 4,52 0,050 12,01 0,003 4,58 0,048 
Semillas (S) 2,31 0,36 0,700 1,32 0,283 0,35 0,706 0,01 0,993 
H x S 2,31 0,71 0,498 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 e) pastos exóticos y 
c y f) dicotiledóneas 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 incluyó 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 estándar). 
Letras distintas indican diferencias significativas con una probabilidad de error 
menor a 0,05. 

5.4  DISCUSIÓN 

Este capítulo 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 exóticos) dependiendo de la condición inicial de 
la comunidad receptora. El endofito N. occultans aumentó la capacidad de L. 
multiflorum de pasar los filtros ambientales que podrían impedir la invasión en los sitios 
no pastoreados (Levine et al. 2004, Mitchell et al. 2006). Otros autores habían 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 
dicotiledóneas herbáceas (Matthews y Clay 1999). Los resultados de este capítulo, 
muestran por primera vez el impacto del endofito sobre la comunidad herbácea bajo 
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condiciones de campo cuando el hospedante es un pasto anual. La presencia de N. 
occultans modificó la estructura de la comunidad vegetal que creció durante la 
primavera y estos efectos fueron explicados solo en parte a través de la cobertura que 
alcanzó L. multiflorum. Los resultados de este capítulo apoyan fuertemente la idea de 
que las diferencias impuestas por los filtros ambientales propios de cada comunidad y, 
la reacción 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 más importantes de este capítulo 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 hipótesis planteada dado que hubo 
interacción entre el pastoreo y el endofito no observándose efectos similares en los 
sitios pastoreados. Algunas características de las comunidades que podrían 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 vegetación 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 ó, en adapataciones morfológicas de las especies dominantes en los sitios 
con distitna historia (Grime 2001) pudieron determinar diferencias en la recuperación 
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 absorción de nutrientes de 
la planta hospedante, la actividad enzimática 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 más 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 más 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 específica en qué medida 
la presencia de N. occultans modifica la absorción de nutrientes de L. multiflorum para 
dar sustento a esta idea. 

La presencia de pequeños vertebrados o invertebrados herbívoros (Clay et al. 2005) 
también puede ser un filtro biótico importante para el establecimiento y colonización de 
L. multiflorum. De hecho, los granívoros (Ej.: roedores, pájaros o insectos) pueden ser 
un importante control a las invasiones (Levine et al. 2004, Mitchell et al. 2006). A pesar 
de que no se estimó la abundancia de semillas depredadas, un trabajo reciente muestra 
que la presencia de N. occultans protegió a las semillas de L. multiflorum de ser 
depredadas por roedores (Uchitel et al. 2011) probablemente, debido a la concentración 
de alcaloides (Sugawara et al. 2006). Si bien la granivoría podría explicar las diferencias 
en la cobertura de L. multiflorum entre las parcelas E+ y E- en los sitios no pastoreados, 
no explicaría los valores similares de cobertura de L. multiflorum E+ y E- en los sitios 
pastoreados. Podría ocurrir que una mayor presión de granívoros en los sitios 
pastoreados suprimió el consumo selectivo de semillas anulando las diferencias. 



 108 

Además, la presencia de N. occultans podría favorecer la colonización de L. 
multiflorum a través de reducir la susceptibilidad a patógenos. La presencia de 
Neotyphodium sp. inhibió diversas especies de patógenos foliares (Yue et al. 2000, 
Clarke et al. 2006, Li et al. 2007, Zabalgogeazcoa 2008) o patógenos del suelo (Siegel y 
Latch 1991) en estudios in vitro. Sin embargo, los resultados no fueron inequívocos 
(Trevathan 1996, Wäli et al. 2006) y son necesarios ensayos a campo que corroboren 
estos resultados. En definitiva, las evidencias actuales sugieren que N. occultans podría 
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 biótica (Parker 2001, Parker y Hay 2005).  

Los resultados de este capítulo y los de Spyreas et al. (2001) sugieren que la 
presencia de Neotyphodium sp. y el pastoreo aumentan la riqueza de especies cuando 
actúan simultáneamente y ponen en evidencia cierta complejidad en los mecanismos 
que explican la estructura y dinámica de las comunidades. Los resultados de este 
capítulo concuerdan con Spyreas et al. (2001) en que la presencia del endofito aumentó 
la riqueza de especies respecto de la situación control pero, solo en los sitios 
pastoreados y que estos efectos están 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, promovió la diversidad local. Esta propuesta parece 
contradecir la idea de que N. coenophialum beneficia a L. arundinaceum aumentando 
resistencia ante condiciones de estrés hídrico (Elmi et al. 1990, Hill et al. 1994, West 
1994, Malinowski y Belesky 2000). En cambio, en este capítulo, los menores niveles de 
humedad ocurrieron en los sitios no pastoreados donde N. occultans aumentó la 
cobertura de L. multiflorum mientras, la riqueza aumentó 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 acompañado por una reducción en la cobertura de pastos exóticos. 
Estos efectos podrían sugerir cambios en la habilidad competitiva de las especies (Clay 
y Holah 1999, Rudgers et al. 2004). Algunos trabajos evaluaron la competencia intra e 
interespecífica de L. arundinaceum bajo condiciones ambientales controladas y 
mostraron que las plantas hospedantes de N. coenophialum son mejores competidoras 
con y sin herbivoría (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 podría generar relaciones de 
retroalimentación negativas con determinadas especies (Capítulo 4) (Rudgers y Orr 
2009) y una reducción en la cobertura de algunos pastos exóticos, reduciendo su 
habilidad competitiva y permitiendo es establecimiento de nuevas especies.  

La presencia de los endofitos interfirió en otras relaciones planta-planta dependiendo 
de la combinación particular de filtros impuestos por la comunidad receptora (Cuadro 
5.3) (Levine 2000, Shea y Chesson 2002). Dando sustento parcial a la hipótesis, 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 exóticos. 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 exóticos la 
cobertura de L. multiflorum explicó solo parcialmente los resultados sugiriendo que 
otros mecanismos estuvieron involucrados. La presencia Neotyphodium sp. podría 
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 bióticas (Mitchell et al. 2006) como se 
discutió anteriormente. Por ejemplo, algunos compuestos no identificados podrían 
lixiviarse desde la broza de plantas de L. arundinaceum hospedantes de N. 
coenophialum y reducir la colonización de los hongos micorrícicos 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 retroalimentación en otras especies herbáceas dicotiledóneas 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 arbóreas nativas dependieron de la especie y podrían estar mediados por 
cambios en las comunidades del suelo (Rudgers y Orr 2009).  

A pesar que no es posible identificar el mecanismo responsable, la reducción 
progresiva de la cobertura de nativas podría conducir a la pérdida de estas especies, 
amenazar la conservación de relictos de pastizal seminaturales y aumentar su 
susceptibilidad a la invasión (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 común 
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 capítulo da sustento 
parcial a la noción de que los hongos endofitos de transmisión vertical puedan 
proporcionar una ventaja ecológica a los pastos exóticos 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 
herbácea a una escala local y aun en el corto plazo durante la estación de crecimiento. 
Además, se puso en evidencia la importancia de los filtros ambientales como 
modeladores del impacto de la simbiosis y, de la susceptibilidad a la invasión de la 
comunidad receptora. 
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CAPÍTULO 6 DISCUSIÓN GENERAL 
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6.1  INTRODUCCIÓN 

Durante muchos años la ecología ha intentado entender los procesos o factores que 
determinan la dinámica 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 últimos años han cobrado importancia las interacciones 
múltiples y las relaciones de retroalimentación en los procesos de invasión y en la 
sucesión de especies vegetales que, en última instancia, determinan la dinámica 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 múltiples entre organismos 
producidas a través de vías directas o indirectas están ganando cada vez más la 
relevancia (Wajnberg et al. 2001, Gange y Brown 2002, Tscharntke y Hawkins 2002). 
La interacción tripartita que ha recibido más atención es la que se establece entre 
plantas, herbívoros y enemigos naturales de los herbívoros (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 múltiples 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 retroalimentación al final 
de la estación de crecimiento de la planta hospedante. El contexto de interacciones 
múltiples estuvo dado por la presencia de pastoreo y, por ambientes que se diferenciaron 
por la historia de uso. Específicamente, se determinó la importancia relativa de la broza 
y el ambiente del suelo como vías mediadoras de la influencia de la simbiosis L. 
multiflorum- N. occultans sobre distintos grupos tróficos y la descomposición (Capítulo 
2). Además, se evaluó la estructura de la comunidad de nematodes del suelo y los 
procesos de mineralización y descomposición en el contexto de relaciones múltiples 
dados por la presencia de la simbiosis y el pastoreo, en ambientes con distinta historia 
de uso (Capítulo 3). El capítulo 4 se centró en las relaciones de retroalimentación sobre 
el crecimiento de plantas de soja (Glycine max) y el daño por enfermedad ó; sobre el 
crecimiento de plantas de cardo (Carduus acanthoides) y la relación con las abejas 
(Apis mellifera). Finalmente, se evaluó a campo el efecto de la simbiosis sobre la 
capacidad invasora de la planta hospedante y el impacto de su colonización sobre la 
estructura de la comunidad vegetal (Capítulo 5). En ese capítulo la estructura de la 
comunidad fue examinada durante y una vez finalizada la estación 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 dinámica de la comunidad en el contexto más realista 
de interacciones múltiples. 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 información sobre el impacto de ambas relaciones aéreas de 
manera conjunta y bajo distintos ambientes. La combinación de estudios en 
microcosmos ubicados en sus ambientes naturales o en un jardín común, donde se 
controló 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 dinámica de la comunidad. El experimento de invasión 
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reprodujo este proceso bajo la estructura de las comunidades dada por el pastizal de 
manera natural, y permitió responder preguntas ecológicas relevantes a una escala de 
comunidad (Fraser y Keddy 1997, Benton et al. 2007). Los resultados generaron aportes 
a la ecología de comunidades y de la simbiosis pasto-endofito que se desarrollarán en 
las siguientes secciones de este capítulo. En las últimas dos secciones, se presentan 
perspectivas y nuevas líneas de investigación que se abren a partir de los resultados y, 
las consideraciones finales. 

 

6.2  APORTES DE LA TESIS A LA ECOLOGÍA DE COMUNIDADES 

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

Las interacciones aéreas tienen efectos diferenciales sobre los patógenos y los 
parásitos, 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, 
así como las consecuencias sobre la estructura de la comunidad aérea y las respuestas de 
retroalimentación. A pesar de su importancia, la mayoría de los antecedentes se limita al 
impacto de interacciones aéreas como la herbivoría (de insectos o mamíferos) 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 estación de crecimiento a través de las 
interacciones de L. multiflorum con el suelo (Omacini et al. 2011). La presencia de N. 
occultans redujo las tasas de descomposición y modificó algunos grupos tróficos 
(fungívoros y omnívoros) del suelo probablemente a través de cambios en la actividad 
radicular de L. multiflorum más que por la broza (Capítulo 2). Por su lado, el pastoreo 
redujo las tasas de mineralización y la frecuencia de nematodes fitófagos (Capítulo 3). 

La revisión realizada por Ohgushi et al. (2005) propone que la herbivoría de insectos 
genera respuestas de retroalimentación 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 herbivoría 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 (Capítulo 3), tanto la 
presencia del endofito como el pastoreo interactuaron y tuvieron consecuencias 
importantes sobre la emergencia de G. max y la producción de capítulos en C. 
acanthoides en los ambientes más disturbados con historia de promoción (Capítulo 4). 
A su vez, estos efectos se propagaron a relaciones aéreas como la visita de abejas que, 
podrían modificar la productividad y la dinámica 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 próxima 
generación 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 retrasó el establecimiento de especies nativas leñosas (Rudgers y Orr 
2009) pero no de herbáceas (Matthews y Clay 1999) durante la siguiente estación 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 
herbáceas nativas y exóticas (Capítulos 4 y 5). En conjunto, estos resultados suman 
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evidencias a la idea que simbiosis entre pasto-endofito podría retrasar la sucesión de 
especies (Rudgers et al. 2007, Rudgers y Orr 2009) o modificar su trayectoria. 

6.2.2  Las invasiones en contextos de interacciones múltiples 

La invasión de especies exóticas es una de las amenazas más 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 
patógenos 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 patógenos particulares sobre la estructura de la comunidad 
a los largo de distintos ecosistemas (Liebhold et al. 1995, Gerlach 2001, Jules et al. 
2002). En contraposición, se ha prestado menos atención al papel que juegan 
microorganismos no patogénicos como algunos hongos endofitos aéreos de pastos en el 
proceso de invasión. De acuerdo con las evidencias presentadas en esta tesis (Capítulo 
5), N. coenophialum tuvo un impacto positivo sobre la capacidad invasora de su 
hospedante L. arundinaceum (Rudgers et al. 2005) y la composición 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 interacción L. 
multiflorum - N. occultans y el pastoreo es capaz de generar efectos negativos sobre 
especies nativas y exóticas (Capítulo 4 y 5). 

Numerosos estudios sobre invasiones biológicas se han concentrado en las 
características 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) ó, en las características de la comunidad receptora 
que determinan la susceptibilidad a la invasión (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 simbióticas con hongos micorrícicos o bacterias fijadoras de nitrógenos 
(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 invasión (Richardson et al. 2000a, Bruno et al. 2003). Esta tesis 
muestra que las características 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 
tróficas del suelo (Capítulo 3), las respuestas de retroalimentación (Capítulo 4) o la 
capacidad invasora de L. multiflorum (Capítulo 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 herbivoría por insectos 
(Vicari et al. 2002) dado apoyo a esta idea. 

Las interacciones múltiples que establecen las plantas así como la historia del 
ambiente deberían ser consideradas en los modelos que describen los mecanismos o 
estrategias de las plantas y explican los cambios en la vegetación a lo largo de la 
sucesión (Connell y Slatyer 1977, Grime 1998). A pesar que no es posible una 
comparación estricta, esta noción se sustenta en las discrepancias entre los efectos del 
endofito en los ambientes de pastizal y promoción de L. multiflorum (Capítulo 3) y, en 
las comunidades pastoreadas y no pastoreadas (cobertura de grupos funcionales; 
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capítulo 5). Considerar que el efecto de las interacciones múltiples entre N. occultans y 
el pastoreo en L. multiflorum dependen de las características de las redes tróficas del 
suelo (composición y abundancia) y/o, el contexto abiótico generado por la historias de 
uso del ambiente podría explicar el impacto positivo del endofito sobre la capacidad 
invasora de L. multiflorum solo en las comunidades no pastoreadas (Capítulo 5). Es 
posible especular que la presencia del endofito influya sobre las especies de fitófagos 
(Capítulo 3) reduciendo la agresividad sobre las plantas hospedantes, dando apoyo a la 
hipótesis de liberación 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 (Capítulo 3). Esto sugiere 
jerarquías en el impacto de las relaciones aéreas sobre el suelo. Sin embargo, es 
importante notar que estas jerarquías desaparecieron al evaluar las respuestas de 
retroalimentación donde hubo interacción entre la presencia de N. occultans y el 
pastoreo, al menos en el contexto generado por la historia previa de promoción 
(Capítulo 4). Estas evidencias refuerzan la idea de que las características del ambiente 
determinan el significado ecológico de las interacciones múltiples 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 comparación con otras relaciones pasto-endofito, N. occultans tiene una 
ubicación extrema en la planta hospedante, confinado a la base de las láminas y en las 
flores o semillas (Latch et al. 1988). Esto hace que N. occultans sea más difícil de 
observar en plantas vegetativas que otros hongos del mismo género pero además, puede 
tener importantes consecuencias sobre los efectos de la simbiosis. El hongo endofito N. 
occultans crece más lento y no prolifera de una manera tan abundante dentro de los 
tejidos del pasto hospedante como N. lolii [el hongo endofito de L. perenne (Latch et al. 
1988)]. Estas u otras diferencias en la biología de N. occultans podrían explicar la 
presencia de distintos o, una menor concentración de compuestos secundarios y los 
efectos sutiles sobre otros componentes de la comunidad (Capítulo 3), o sobre el ganado 
(Prestidge 1991) en comparación con otras simbiosis pasto-endofito. A diferencia de 
otras relaciones pasto- endofito, el endofito N. occultans en L. multiflorum no parece 
proveer una protección clara contra herbívoros invertebrados o mamíferos en la planta 
adulta (Ej.: solo algunas especies de áfidos y minadores de hojas Omacini et al. 2001). 
Los efectos del endofito han sido consistentes cuando se comparó el éxito de semillas 
[Ej.: granivoría (Uchitel 2008)] y plántulas con diferente nivel de infección bajo 
diferentes condiciones ambientales [Ej.: establecimiento (Omacini et al. 2009, Uchitel et 
al. 2011)]. No así cuando se comparó el desempeño ecológico de plantas adultas. Esto 
se podría deber a que, en las semillas y en las plántulas hospedantes de N. occultans se 
encuentran las concentraciones más altas de alcaloides que luego se diluyen a medida 
que la planta crece (Sugawara et al. 2006). 

Hasta el momento, la mayoría de los trabajos han evaluado las consecuencias de la 
simbiosis L. multiflorum- N. occultans considerando los efectos sobre las especies 
integrantes de la relación [Ej.: germinación de las semillas (Gundel et al. 2006a, Gundel 
et al. 2006b); eficiencia de transmisión del endofito (García Parisi et al. 2011); 
herbivoría de insectos (Omacini et al. 2001, Sugawara et al. 2006); colonización 
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micorrícica (Omacini et al. 2006, Uchitel et al. 2011); granivoría (Uchitel et al. 2011); 
establecimiento de plántulas (Omacini et al. 2009)] y, con menor frecuencia, el impacto 
sobre otros componentes y procesos de la comunidad [Ej.: tasa de descomposición de 
broza (Omacini et al. 2004); capacidad metabólica de los microorganismos del suelo 
(Casas et al. 2011)]. Además, pocos experimentos han intentado reproducir condiciones 
más cercanas a los contextos reales, manipulando la presencia de otras relaciones como 
el pastoreo (García 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 podrían mediar importantes efectos de los 
endofitos sobre el suelo (Capítulos 2 y 3) con repercusiones en las respuestas de 
retroalimentación (Capítulo 4), la capacidad invasora de la planta hospedante y la 
estructura de la comunidad (Capítulo 5). En definitiva, esta tesis sostiene que la 
simbiosis L. multiflorum –N. occultans puede ser más que un mutualismo defensivo 
(Clay 2001, Clay y Schardl 2002) y que puede modular interacciones múltiples y, la 
estructura y dinámica de las comunidades. Resta dilucidar de manera específica qué 
compuestos son exudados, qué cambios se generan en el suelo y qué grupo o especies 
de organismos (Ej.: patógenos, benéficos) del suelo son afectados. Conocer estos 
aspectos permitiría 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 colonización y la expansión 
de su hospedante (Capítulo 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 agronómica [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 relación son 
altamente dependientes del contexto, con una relación que varía de mutualista a 
parasítica 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, Müller 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), así como diferencias en el uso de 
los ambientes, la edad sucesional de la comunidad, el nivel y tipo de herbivoría y la 
textura del suelo, entre otras condiciones ambientales podrían 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 noción. Por otro lado, vale 
considerar que el impacto de la simbiosis sobre otras especies vegetales también podría 
variar por ejemplo, de inhibición a facilitación (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 información disponible se refiere a la relación 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 descomposición, 
aumenta la biomasa microbiana, reduce las tasas de mineralización 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 
revisión de Omacini et al. 2011, Iqbal 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 críticas anteriores (i.e.: respuestas total o altamente dependientes del contexto) y 
contribuyen a entender el significado ecológico de estas simbiosis dentro de un marco 
más 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 podrían ser diferentes. 

 

6.4  PERSPECTIVAS Y NUEVAS LÍNEAS 

La capacidad de predecir cuándo y dónde las especies generan efectos de 
retroalimentación sobre otras especies de plantas o sus interacciones depende de la 
comprensión de los mecanismos mediante los cuales las especies se relacionan en un 
contexto de interacciones múltiples (Stanton 2003, Hartley y Gange 2009). Las 
interacciones aéreas y las del suelo están 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 múltiples 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, permitió revelar 
interacciones tróficas, interacciones no tróficas y sus consecuencias en cascada. Sin 
duda, aún queda mucho por estudiar sobre los efectos directos e indirectos y cómo estos 
efectos son modulados por otras interacciones a través del tiempo. Por otro lado, el 
énfasis en los efectos no tróficos e indirectos mediados por el suelo ofrece una ventana 
aun poco explorada que puede enriquecer las investigaciones ecológicas y la 
comprensión de la naturaleza. 

Los endofitos y el pastoreo en trabajos sobre L. arundinaceum generaron preguntas 
sobre potenciales consecuencias de estas interacciones múltiples a nivel comunidad 
(Clay 1997, Clay y Holah 1999, Clay 2001, Clay et al. 2005, Rudgers et al. 
2005)[(Müller 2003, Mack y Rudgers 2008)-interacciones múltiples planta-endofito-
micorrizas]. En el caso de L. multiflorum, la presencia de N. occultans benefició el 
reclutamiento de plántulas del pasto hospedante (Omacini et al. 2009) y redujo la 
colonización micorrícica 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; (Müller 2003) en L. perenne]. Sin embargo, Novas et al. (2005) y Novas 
et al. (2009) encontraron una asociación 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 múltiples sobre otras especies a nivel comunidad. Y aún no sabemos si 
estos efectos a nivel comunidad están mediados, al menos en parte, por cambios sobre la 
comunidad del suelo como sugiere esta tesis. Sería interesante evaluar estas 
interacciones múltiples en sus ambientes nativos considerando que Neotyphodium sp. 
está presente en numerosas especies de pastos con una amplia distribución en nuestro 
país (Iannone et al. 2011) y del mundo (Saikkonen et al. 1998, Roberts et al. 2005, Kane 
2011) y, que la mayoría 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 región 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 
infección. Los resultados actuales sugieren que el efecto neto de la presencia de N. 
occultans podría ser diferente en ambientes de pastizal, pasturas implantadas, 
promociones de L. multiflorum o cultivos agrícolas (donde L. multiflorum es maleza). 
Desde una perspectiva agro-ecológica sería importante poder identificar efectos que 
trascienden de los que dependen del contexto.  

Por otro lado, los avances recientes en biotecnología, 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 inoculación 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 interacción 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 
tecnologías podrían ofrecer oportunidades aún 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 híbridas 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 podrían generar combinaciones de 
ciertos genotipos de L. multiflorum y de Neotyphodium spp. que presenten una mayor 
concentración de peraminas con un claro efecto protector contra insectos herbívoros. 

 

6.5  CONSIDERACIONES FINALES 

Las redes tróficas del suelo, los procesos y servicios del ecosistema que dependen de 
su actividad, son el resultado de una compleja interacción de factores abióticos e 
interacciones bióticas 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 bióticas del suelo y las relaciones de retroalimentación; se ha considerado 
además, el impacto del pastoreo y la historia del ambiente que explora la relación.  

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 invasión de especies (Clay et al. 2005, Rudgers et al. 
2005). La simbiosis aérea entre L. multiflorum y N. occultans demostró tener efectos 
significativos en el comportamiento de una gran diversidad de especies presentes en 
sistemas naturales y agrícolas 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 subterráneas 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 
trascendió 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 mejorará en la 
medida en que los trabajos de investigación integren interacciones entre herbívoros, 
microorganismos simbiontes y, consideren el impacto sobre las comunidades aéreas y 
del suelo.  
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Figura A.1: fluctuaciones en la humedad (ml.ml-1, líneas completas) y la temperatura 
del suelo (º C, líneas 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 ECH2O 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 están representadas con líneas punteadas de 
colores en la parte superior). Los valores estimados para "punto de marchitez 
permanente" (0,1 ml.ml-1), "capacidad de campo" ('0,25 ml.ml-1) y la "saturación" (0,5 
ml.ml-1) se indican mediante las líneas horizontales punteadas en gris. El área 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 estándar) 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 gramíneas (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 estándar) 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 gramíneas cespitosas y las barras 
rayadas indican especies gramíneas rastreras (D. scoparia, D. spicata y S. secundatum). 
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Figura A.4: cobertura de pastos exóticos 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 estándar) para las parcelas control (C), sembradas con semillas con baja 
(E-) o alta (E+) frecuencia de endofitos. Las barras negras muestran gramíneas de 
invierno y las barras grises indican especies gramíneas de verano. L. arundinaceum y 
Cynodon dactylon son especies perennes mientras, Hordeum sp y Gaudinia fragilis son 
especies anual. 


