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Abreviaturas

E+: Planta o semilla asociada a enddéfitos. En el texto también me refiero a ellas como
simbidticas.

E-: Planta o semilla no asociada a endofitos. En el texto también me refiero a ellas como
simbioticas.

H+: Historia de suelo. En este caso suelo donde en la estacion anterior crecieron plantas
de L. multiflorum asociadas a endoéfitos.

H-: Historia de suelo. En este caso suelo dénde en la estacion anterior crecieron plantas
de L. multiflorum no asociadas a endofitos.

Br+: Material vegetal (broza) producida por plantas de L. multiflorum asociadas a
endofitos.

Br-: Material vegetal (broza) producida por plantas de L. multiflorum no asociadas a
endofitos.

V+: Plantas o espigas en las que se excluyeron a los vectores de Claviceps purpurea.

V

: Plantas o espigas en las que no se excluyeron a los vectores de Claviceps purpurea.
Fa: Fusarium acuminatum

Fg :Fusarium graminearum

Fo: Fusarium oxysporum

Py: Pythium ultimun

Rhi: Rhizoctonia solani

ANOVA: Analisis de Varianza

P: Probabilidad

¥%: Valor de la tabla Chi

ES: Error estandar

t: Valor de la tabla de t de student

n: NUmero de repeticiones. En el capitulo nimero 2 lo utilizamos como ndmero de
estudios independientes.

X ¢ : Valores de medias del control utilizado en el meta-analisis realizado en el capitulo
2.

X€: Valores de medias del tratamiento utilizado en el meta-andlisis realizado en el

capitulo 2.
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S: es la varianza pooleada.

J: Factor de correccion utilizado en el meta-andlisis realizado en el capitulo 2.
Q: Heterogeneidad entre estudios

Nt Fail safe number

Ea: Estancia

Pdo: Partido

Ha: Hectarea

Pcia. Provincia

m?: Metro cuadrado

cm: centimetro

F1: primer descendencia



Resumen

En los pastizales naturales se encuentran muchas especies de gramineas asociadas a
enddfitos asexuales del género Neotyphodium. La persistencia de la simbiosis en las
comunidades ha sido asociada a los beneficios que el endéfito le confiere al hospedante
frente a situaciones de herbivoria y estrés abidtico. El objetivo general de esta tesis es
evaluar el impacto de la presencia del endéfito sobre el desarrollo de otros hongos que
forman asociaciones patogénicas con el mismo pasto hospedante y estudiar de qué
manera esta triple interaccion se relaciona con el resto de la comunidad y el ambiente
abiotico. Como sistema de estudio se utiliz6 a la graminea anual Lolium multiflorum, su
endofito Neotyphodium occultans y hongos con estrategias de vida contrastantes que
colonizan distintos tejidos en distintos estadios del hospedante y generan cambios
diversos en su demografia y ecologia. La hipotesis general de esta tesis es que la
presencia de enddfitos altera tanto de manera directa como indirecta la interaccion entre
la planta hospedante y la comunidad de patdgenos, y que estos cambios impactan sobre
la permanencia de la simbiosis y su interaccion con el resto de la comunidad vegetal. A
través de un meta-analisis y experimentos manipulativos en laboratorio, invernaculo y a
campo demostramos que el mutualismo reduce la infeccién por diversos hongos
patdgenos a través de mecanismos tanto fisiolégicos como ecoldgicos, e impacta sobre
otras especies de pastos. La conclusién general de esta tesis es que esta triple
interaccion esta lejos de ser simple como fue planteado en sus inicios. Esta interaccién
es compleja e incluye a otros organismos de la comunidad, tanto como mediadores de la

infeccion o como beneficiarios de los efectos de la simbiosis.



Abstract

In natural grasslands, many cool season grasses are associated to endophytes from the
genus Neotyphodium. The persistence of these symbioses within the community
suggests that there must be underlying mechanism favoring these associations. Among
these mechanisms, the most studied have been the resistance to herbivores and abiotic
stresses. The main objective of this thesis is to evaluate the impact of this symbiosis
with Neotyphodium endophytes on the development of other microorganisms that
establish pathogenic associations with host plant and to study the ways in which this
triple interaction relates with the rest of the community and the environment. Our
studies were performed using annual grass, Lolium multiflorum, its endophyte
Neotyphodium occultans and pathogens that infect host grass in different stages of its
life cycle and generate changes in its demography and ecology. The general hypothesis
of this thesis postulate that symbioses with endophytes modify directly and indirectly
the interaction between host plant and pathogen community, and that these changes
impact on the persistence of the symbiosis between grasses and endophytes and its
interaction with the rest of the community. Through a Meta-analysis and manipulative
experiments we demonstrate that symbioses with Neotyphodium endophytes reduce the
infection by pathogens in host plant. The mechanisms by which this occurs are either
physiological or ecological and impact on other species within the community. The
main conclusion of this thesis is that interaction between grasses, endophytes and
pathogens is far from being a simple interaction as was proposed in its origins. This
interaction is complex and includes other members of the community, either as
mediators of disease, or as beneficiaries of the negative effect of the symbiosis on

pathogen.



Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL






1.1 La simbiosis entre pastos y endofitos

Las comunidades de pastizal constituyen una compleja red de interacciones entre
grupos de organismos con diferentes habitos alimentarios. Los pastos cumplen un papel
fundamental en la estructura y la dinamica de los pastizales puesto que son un recurso
tanto para los organismos subterrdneos como para los que viven en la parte aérea. En
consecuencia, cualquier alteracion en las caracteristicas de las plantas debido a su
interaccion con su ambiente bidtico o abidtico puede repercutir sobre las redes
subterraneas al modificar la cantidad y la calidad del material vegetal vivo y muerto que
ingresa al suelo (De Deyn et al. 2003, Wardle et al. 2004a, VVan Der Putten et al. 20073,
Van Der Putten et al. 2007b). A su vez, el efecto sobre las comunidades edéaficas puede
generar una retroalimentacion positiva o negativa sobre el establecimiento y el
desarrollo de las plantas, y sobre sus interacciones con los niveles troficos superiores
(Van Der Putten et al. 2001, Wardle et al. 2004b).

Durante los Gltimos afios ha crecido el interés por entender como y en qué medida
la interaccion entre las plantas y diversos microorganismos puede determinar la
composicion y la estructura de las comunidades vegetales y animales (Hudson et al.
2006, Mitchell et al. 2006, Borer et al. 2007). Tanto las interacciones mutualisticas,
asociaciones en las que ambos miembros se benefician, como las parasiticas o
patogénicas, en la que uno solo se beneficia mientras que el otro se perjudica, son de
gran importancia y pueden conducir a cambios en procesos ecoldgicos fundamentales
que podrian tener consecuencias en procesos evolutivos (Thrall et al. 2007). Estos
efectos pueden ser tanto directos como indirectos (Omacini et al. 2001, Borer et al.
2007, Omacini et al. 2012). La influencia directa es la que ejerce una especie sobre otra,
mientras que los efectos indirectos ocurren cuando el impacto de una especie sobre otra
estd mediado por una o mas especies intermediarias como, por ejemplo, cuando los
patdgenos influyen directamente sobre enemigos naturales de las plantas y, por lo tanto,
las benefician disminuyendo los efectos negativos de sus enemigos.

La mayoria de las especies vegetales forman simbiosis mutualisticas con una gran
variedad de hongos que se alojan en sus tejidos y que, sin generar dafos visibles,
modifican la interaccion del hospedante con su ambiente (Hartley y Gange 2009). Los
hongos mutualistas pueden clasificarse en dos grupos: protectores y proveedores.
Dentro del primer grupo podemos mencionar a los enddéfitos foliares que infectan
numerosas especies de pastos de estacion fria y que, por medio de la produccion de
alcaloides, disminuyen el consumo de la planta hospedante por herbivoros (Clay 1988).
Los proveedores son aquellos que proveen algin componente que se encuentra reducido
0 no disponible para ser adquirido por la planta hospedante (Thrall et al. 2007). Entre
estos el caso mas conocido es el de los hongos formadores de micorrizas.

En pastizales templados, los hongos asexuales del género Neotyphodium
(Ascomicetes: Clavicipitaceae) crecen de forma sistemica y asintomatica en las partes
aéreas de numerosos pastos. A estos hongos se los denomina endéfitos foliares (Glenn
et al. 1996). A diferencia de otros hongos con estadios sexuales, estos enddfitos se
transmiten sélo verticalmente dado que colonizan el ovario sin alterar el desarrollo de la



semilla (Schardl et al. 2004) (Fig. 1.1). La transmision de planta madre a semilla suele
ser muy eficiente, perfecta cuando todas las semillas estan infectadas por lo cual se ha
tenido poco en cuenta el impacto de este proceso sobre la persistencia de la simbiosis
(Gundel et al. 2008a, Gundel et al. 2008b). Sin embargo, estudios recientes demuestran
que bajo determinadas condiciones ambientales puede ser imperfecta con consecuencias
sobre el nivel de infeccion de la poblacion (Gundel et al. 2009a). Por lo general, a la
interaccion entre pastos y endéfitos del género Neotyphodium se la considera mutualista
sin dejar en cuenta que la magnitud de los beneficios, es decir la efectividad del
mutualismo, depende de los genotipos de ambos miembros, de del ambiente abidtico y
de las interacciones bidticas con otras especies (Muller y Krauss 2005).

~-—————————-—————_-

Figura 1.1. Ciclo de vida de un pasto anual (linea continua) y su hongo endofito de transmision
exclusivamente vertical (linea interrumpida). Los asteriscos representan los flujos de individuos
simbiéticos a no simbi6ticos que resultan a causa de imperfecciones en la transmision.

La presencia del endéfito modifica la morfologia y quimica de los tejidos tanto
aéreos como subterraneos, con consecuencias sobre la interaccion de las plantas con el
ambiente abiotico y bidtico (Malinowski y Belesky 2000). Un porcentaje elevado de los
estudios sobre interacciones entre pastos, endéfitos y otros factores biodticos estan
enfocados en la resistencia a la herbivoria y en sus consecuencias sobre la estructura y
el funcionamiento de los ecosistemas (Omacini et al. 2004). Por ejemplo, se ha
observado que la acumulacion de alcaloides toxicos en los tejidos de plantas infectadas



(E+) reduce la abundancia de ciertas especies de herbivoros afecta el flujo de energia a
través de las cadenas tréficas aéreas y subterraneas (Omacini et al. 2001, Kunkel et al.
2004). Ademas, el material muerto producido por las plantas E+ no sélo se descompone
mas lentamente que el de las plantas no infectadas (E-) (Omacini et al. 2004, Rudgers et
al. 2004) sino que puede afectar el establecimiento de la siguiente generacion de plantas
(Omacini et al. 2009) y su interaccion con los hongos micorricicos (Antunes et al.
2008).

1.2 Rol del ambiente en la interaccion entre la planta hospedante y

sus simbiontes

En los dltimos afios ha aumentado el interés sobre el rol del ambiente sobre las
interacciones mutualistas. Si bien las condiciones ambientales tienen larga data dentro
de las interacciones parasiticas como uno de los tres angulos de los pato-sistemas
(Rotem 1975, Taylor et al. 1997, Guyader et al. 2013), en el caso de las interacciones
mutualisticas, estas han sido recientemente incorporadas como un factor determinante
del caracter de la asociacion (Kiers et al. 2010, Davitt et al. 2011). Los modelos
surgidos a partir de los nuevos estudios sugieren que el mutualismo solo es un una
seccion del continuo entre mutualismo y el parasitismo (Karst et al. 2008). Gran parte
de las interacciones entre plantas y microorganismos puede ser explicada como un
balance entre los costos y los beneficios que representa la interaccion para cada uno de
los organismos involucrados (Davitt et al. 2010). En determinadas condiciones
ambientales, la asignacion de recursos a mantener la asociacion puede verse
comprometida. Factores abidticos como la sequia, la inundacién, o compuestos
fitotoxicos, asi como factores bidticos como la herbivoria, pueden generar una
realocacion de recursos en la planta destinada a resistir dicha condicion (Davitt et al.
2011, Garcia Parisi et al. 2012). Estas situaciones pueden generar una ruptura de la
simbiosis, una disminucion de los beneficios provistos por el microorganismo simbionte
(Garcia Parisi et al. 2012, Pérez et al. 2013), o incluso tener efectos negativo sobre la
planta hospedante (Cheplick et al. 1989).

1.3 Efectos del endofito sobre la interaccion del pasto hospedante con
otros hongos

El efecto de la presencia de Neotyphodium sobre la colonizacion de otros
microorganismos se ha comenzado a estudiar recientemente. Suelos en los que crecieron
plantas E+ mostraron cambios en la estructura de la comunidad bacteriana por medio de
cambios en las rizodeposiciones de la planta hospedante (Casas et al. 2011). Estos
cambios en la comunidad rizosférica podrian producir cambios en el desarrollo aquellos
hongos que cumplen parte de su ciclo de vida en el suelo (Lemons et al. 2005). Algunos
resultados indican que la presencia de endofitos foliares puede afectar de forma negativa
la colonizacion por hongos micorricicos arbusculares en varias especies forrajeras
(Omacini et al. 2006, Mack y Rudgers 2008, Uchitel et al. 2011). Contrariamente, otros
resultados muestran que en pastos nativos también pueden estimularla (Novas et al.
2005D).



Hasta el presente se ha estudiado muy poco la resistencia al ataque de hongos
patdgenos en plantas hospedantes del hongo endofito (Popay y Bonos 2008, Tian et al.
2008). Tian y colaboradores (2008) observaron una disminucién en el nimero y el
tamario de las lesiones por distintas especies de hongos patdgenos foliares en presencia
del endofito en L. perenne. En cambio, Krauss et al. (2006) encontraron que esta puede
promover la infeccién por Claviceps purpurea en ese mismo pasto hospedante. Otros
autores detectaron que plantas de festuca infectadas con enddéfitos fueron menos
afectadas por Puccinia graminis en ensayos de invernaculo aunque estos resultados no
los pudieron observar a campo (West et al., 1989).

A pesar de que existen pocos datos y que los resultados son a menudo
contradictorios, el conocimiento actual sugiere que existen mecanismos directos e
indirectos por los cuales el endéfito afectaria la relacion entre la planta y otro hongo de
transmision horizontal y que, por lo tanto, coloniza una vez que el enddfito esta en la
planta. Los efectos directos estan relacionados con ensayos de inhibicidn de crecimiento
in Vitro en los que se demostrd el impacto negativo de los extractos de pastos con
enddfitos sobre el desarrollo de agentes patdgenos (Siegel y Latch 1991, Christensen
1996). Los efectos indirectos involucran a una tercera especie que es afectada por la
presencia del enddfito y que podria afectar a los hongos patégenos. Asi, por ejemplo, el
impacto negativo del la presencia del endofito sobre la actividad de las hormigas
cortadoras (Tibbets y Faeth 1999, Omacini et al. 2009), podria tener implicancias
indirectas sobre la dispersion de esporas de otros hongos como C. purpurea.

1.4 Objetivo general e hipdtesis

El objetivo principal de esta tesis fue evaluar el impacto, tanto directo como
indirecto, de la simbiosis con enddéfitos del género Neotyphodium sobre la interaccion
del pasto hospedante con otros microorganismos que forman asociaciones patogénicas
con el mismo, e interpretar el efecto que estas modificaciones tienen sobre la
persistencia de la simbiosis en la poblacion y la relacion de la planta hospedante con el
resto de la comunidad.

La hipotesis general postula que la asociacién con enddfitos reduce tanto el
porcentaje de plantas asociadas a simbiontes patogénicos como la colonizacion a nivel
individual. Esto ocurriria a través de cambios tanto morfolégicos como fisiologicos y
fenoldgicos en la planta hospedante (efectos directos), y/o al modificar el ambiente con
las sefiales que deja la planta asociada con endofitos o su broza (ef. Indirectos) y que
pueden modificar la interaccién del patdgeno con otras especies. Sobre la base de la
biologia de las especies, se espera que la intensidad del efecto varie en funcion del
tejido que coloniza cada hongo y del estadio ontogénico y/o de los requerimientos de
cada hongo para su desarrollo y dispersion.

Para cumplir el objetivo se realizaron estudios descriptivos y manipulativos que
incluyen a Lolium multiflorum, su endéfito Neotyphodium occultans, hongos patogenos
que atacan a las plantulas o las inflorescencias del hospedante en estadio de planta
adulta. Se realizaron estudios a diferentes escalas, desde ensayos en cajas de Petri hasta
experimentos a campo en poblaciones naturales. El distinto grado de manipulacién de



las condiciones nos permitio discriminar los mecanismos que operan a nivel de planta
de los que operan a escala de comunidad.

Para estudiar esta triple interaccion optamos por clasificar a los patégenos en
grupos funcionales de acuerdo con el impacto que producen en el hospedante en:
Castradores, aquellos que reducen la fecundidad de los individuos sin efecto aparente
sobre el crecimiento vegetativo (p.ej Claviceps spp., Ustilago spp.) (Fig. 1.2); asesinos,
aquellos que causan muerte pre o post emergencia de las plantas (p.ej. Pythium spp.,
Rhizoctonia spp., Fusarium spp) (Fig. 1.2) y debilitadores, aguellos que causan lesiones
discretas con efecto reducido sobre el hospedante (p.ej. Puccinia spp., Plasmopara spp.)
(Burdon 1993, Dobson y Crawley 1994) (Fig. 1.2). Estos grupos de patdgenos pueden
modificar la abundancia de especies vegetales en la comunidad y el flujo de energia,
generando cambios inmediatos que pueden ser perceptibles incluso varios afios después
del ataque o la invasion del patdgeno (Burdon 1993, Hudson et al. 2006, Mitchell et al.
2006).

T o o e o o s e e o o s e e o

Figura 1.2. Ciclo de vida de un pasto anual (linea continua), su hongo enddfito de transmisién
exclusivamente vertical (linea interrumpida) y tres tipos de hongos que infectan distintos tejidos y que
podrian causar distintos impactos en la demografia de cada integrante de la asociacion. (C). castradores
como es C. purpurea y, (K) asesinos, como lo son Pythium sp y Rhizoctonia sp. y (D) Debilitadores como
puede ser Puccinia graminis. Los signos de pregunta representan los flujos de individuos simbidticos a no
simbioticos que resultan de la infeccién por patogenos.
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1.5 Modelo de Estudio: Simbiosis entre Lolium multiflorum y

Neotyphodium occultans

En esta tesis se utilizaron poblaciones de Lolium multiflorum naturalmente
asociadas a endofitos del género Neotyphodium (Vila-Aiub et al. 2005). Lolium
multiflorum Lam. (ryegras anual) es un pasto exdético naturalizado de gran dominancia
dentro de los pastizales de la regién pampeana (Soriano 1992). Caracterizado como una
especie competitiva-ruderal, su éxito en la invasion de los pastizales Pampeanos ha sido
asociada a la presencia del endofito Neotyphodium occultans y a la produccion de una
capa gruesa de broza que reduce la germinacion y el establecimiento de plantulas de
otras especies. (Vila-Aiub et al. 2005, Gundel et al. 2009a, Omacini et al. 2009).

En esta graminea, el endofito coloniza la porcidn basal de las vainas (entre 1y 3
cm por encima del entrenudo) y una vez inducida la floracion, este crece dentro de las
cafias colonizando el ovario de las semillas en formacion. En su interaccion con L.
multiflorum, N. occultans produce alcaloides de la familia de las Lolinas, los cuales
tienen efectos negativos sobre los consumidores de L. multiflorum.

Esta tesis no solo contribuye a entender la triple interaccion pastos-endéfitos-
patdgenos, sino que ademas nos permite verla en una escala de comunidad incluyendo a
otros actores que pueden modular la infeccién, como es la comunidad de artropodos del
suelo, que interactia con el patégeno durante una parte de su ciclo de vida, o los
insectos vectores responsables de la dispersion de propagulos del patégeno; y a otros
organismos que pueden beneficiarse con esta interaccion como son las plantas vecinas.

1.6 Esquema de la tesis

Esta tesis fue estructurada de manera tal de ir subiendo de nivel de organizacion a
medida que se avanza en el texto. En primer lugar realicé una revision de la bibliografia
publicada sobre el tema (Capitulo 2). A partir de aquellos trabajos en los que se informé
valor de media, desvio estandar y niamero de repeticiones se realizé un metaanalisis. A
través de este pude estudiar los efectos del tipo de aproximacion utilizada, los grupos
funcionales de patdgenos y la identidad de las especies involucradas sobre el resultado
de la triple interaccidn entre pastos, enddfitos y patdgenos. Luego evalué el efecto de la
asociacion con endofitos sobre el ataque del patdgeno castrador Claviceps purpurea y el
efecto de las condiciones ambientales sobre esta triple interaccion (Capitulo 3). Més
tarde, en el capitulo 4 evalué si el efecto protector conferido por la asociacion con
enddfitos podria propagarse a plantas no simbioticas dentro de la comunidad,
modificando asi su estructura. En este capitulo también estudié los mecanismos que
podrian estar operando por detras de este resultado. Finalmente estudié como,
produciendo cambios en la comunidad de invertebrados, la simbiosis con endofitos
podria reducir la infeccion en la poblacién. Para esto, se excluyeron del sistema aquellos
insectos que podrian estar dispersando al patdgeno C. purpurea y evalué el efecto de la
exclusion sobre plantas simbioticas y no simbidticas (Capitulo 5). En este capitulo
estudié también si los cambios producidos en la comunidad rizosférica, impactan sobre
el ciclo de vida de un patégeno que cumple una parte de su ciclo en la superficie del
suelo. Por dltimo, en el capitulo 6 resumi los resultados correspondientes a cada



11

aproximacion y se elaboré un modelo conceptual final integrando a cada uno de los
elementos descriptos en los capitulos anteriores. Los resultados de esta tesis indican que
la simbiosis con enddfitos interactia de maneras complejas con la comunidad de
patdgenos, reduciendo el efecto de estos sobre la planta hospedante y favoreciendo en
consecuencia la persistencia de la simbiosis.
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Capitulo 2

EN BUSCA DE UN PATRON GENERAL: META-ANALISIS DE LA

BIBLIOGRAFIA.
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2.1 Introduccion

Estudiar el efecto de la simbiosis con hongos endofitos sobre la infeccion de la
planta hospedante con un patdgeno es una tarea de gran dificultad tanto conceptual
como experimental e implica conjugar dos sistemas que ya de por si son complejos de
manera aislada (Mitchell 2003). Desde hace ya varias décadas se ha propuesto que la
simbiosis podria tener efectos negativos sobre el ataque de patdgenos (Christensen
1996, Clay y Schardl 2002, Cheplick y Faeth 2009). Sin embargo, este aspecto ha sido
relativamente poco estudiado en comparacion con otros como son la resistencia a la
herbivoria o al estrés abidtico (Christensen 1996, Tian et al. 2008, Rodriguez et al.
2009b). La mayoria de los trabajos publicados al respecto soportan la hipétesis que
postula que la simbiosis con endéfitos reduce la infeccién por patdgenos a pesar de que
en otros estudios no se encontraron efectos (Trevathan 1996) o incluso se observo una
promocion de la infeccion (Krauss et al. 2007, Gundel et al. 2013b). Las revisiones
realizadas por Latch (2009) y Zabalgogeazcoa (2008) dan cuenta de esta
heterogeneidad, sin embargo no han identificado los factores que la podrian estar
generando.

En otros tipos de interacciones con organismos como son los herbivoros o los
hongos micorricicos, se ha asociado la heterogeneidad observada a diversos factores
como son la identidad de la planta hospedante, del enddéfito, y de la tercera especie, asi
como también del efecto que produce esta Gltima sobre la simbiosis ( herbivoros
masticadores, chupadores, etc.) (Saikkonen et al. 2010). EIl efecto de la simbiosis con
enddfitos sobre la interaccion de la planta hospedante, no solo depende de la identidad
de la simbiosis y el herbivoro involucrado, sino que cambia su valor dependiendo del
tipo de explotacion que realiza este de su hospedante (Saikkonen et al. 2010). Un caso
analogo y quizds més cercano a los patogenos es el efecto de la interaccion entre la
planta y el enddfito sobre el establecimiento de simbiosis con hongos formadores de
micorrizas. Al respecto, muchos autores han encontrado promocion (Novas et al. 2005a,
Popay y Jensen 2005, Novas et al. 2009) e inhibicion de este mutualismo (Chu-Chou et
al. 1992, Omacini et al. 2006, Omacini et al. 2012).

Se han propuesto dos vias para explicar de qué manera la simbiosis con
microorganismos podria reducir la infeccion por patogenos (Capitulo 1) (Wehner et al.
2010). Por un lado las vias directas que incluyen la competencia por interferencia a
través de la produccion de compuestos fungistaticos por parte del endofito y la
competencia por explotacion en la que ambos organismos consumen el mismo recurso y
el consumo por parte de uno impide que este sea aprovechado por el otro (Fig. 2.1
(D))(Wehner et al. 2010). Por otro lado, las vias indirectas, en las que la reduccion de la
infeccion pueden estar asociadas a cambios generados por el endéfito sobre el ambiente,
tanto biético como abiotico, que impactan en la ecologia del patégeno y su interaccién
con la planta hospedante (Fig. 2.1 (1)) (Pérez et al. 2013, Rula et al. 2013). El analisis de
las aproximaciones experimentales de los trabajos previos permite evaluar la
importancia relativa de cada una de estas vias. Por un lado, el andlisis de los ensayos
realizados en caja de Petri y a nivel de planta individual, nos permite aislar los efectos
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directos del enddfito. Por el otro lado, los ensayos realizados en condiciones de campo
nos indican el grado de realismo de los mecanismos observados en caja de petri, e
integrar a los efectos indirectos mediados por la interaccion de la simbiosis con otros
miembros de la comunidad. Sin embargo, cabe destacar que si bien medida que aumenta
la complejidad (Fig. 2.1 (1)), hay una mayor probabilidad de que nuestras observaciones
tengan un mayor realismo, esto ocurre a expensas de precision en los resultados.

El endofito cambia su distribucion a lo largo del ciclo de la planta colonizando
nuevos tejidos a medida que la planta hospedante avanza en su ontogenia, por lo que la
importancia relativa de cada via y el impacto sobre la simbiosis puede depender del tipo
de tejido que explota el patdgeno y del estadio ontogénico en que la planta se encuentra
(Burdon 1993, Dobson y Crawley 1994). Dado que el éxito de la simbiosis a nivel
poblacional depende del numero de nuevos individuos simbidticos que puede aportar
una planta simbiotica a la siguiente generacion (Gundel et al. 2009b, Gundel et al. 2010,
Gundel et al. 2011), podrian existir distintos tipos de respuestas dependiendo de si el
patégeno es debilitador, castrador o asesino (Burdon 1993, Dobson y Crawley 1994).
Por ejemplo, un patogeno debilitador que reduzca la tasa fotosintética, probablemente
compita por fotosintatos con el endofito, y de acuerdo al resultado de esta la
competencia, reduzca o no la transmision del endéfito a la proxima generacion, al igual
que ocurre con algunos herbivoros (Garcia Parisi et al. 2012). Por otro lado, un
patdgeno asesino, que mate a su hospedante, para realizar un consumo saproéfito del
mismo, directamente, eliminara una fuente de propagulos para el endéfito. Finalmente,
los castradores que reduzcan la fertilidad del hospedante van a impactar reduciendo el
nimero de propagulos del endofito dentro de la poblacion del endéfito, de la misma
forma que lo haria un granivoro (Knoch et al. 1993, Barger y Tannenbaum 1998). Sin
embargo estos aspectos generalmente no son tenidos en cuenta al evaluar el efecto de la
simbiosis sobre el proceso de infeccion por patdgenos.

En este capitulo se estudid a través de meta-analisis de los trabajos publicados el
efecto que tiene la simbiosis con enddfitos sobre la infeccion de la planta hospedante
por hongos patdgenos. Asimismo se estudian algunos de los mecanismos que podrian
estar involucrados. Las hipotesis asociadas a este capitulo son: a) el mutualismo con
enddfitos tiene efectos negativos sobre la interaccion de la planta hospedante con
hongos patdgenos; b) este efecto puede cambiar en magnitud dependiendo de la escala
en la que se realizé el experimento; c) el efecto de la simbiosis sobre la interaccion
depende del grupo funcional de patdgenos que infectan a la planta hospedante
(debilitadores; asesinos; castradores); d) este efecto varia con la identidad de las tres
especies involucradas. Para ello los trabajos se agrupan segun la aproximacion
experimental elegida (laboratorio, invernaculo o campo), el grupo funcional de
patégeno que infectan la planta hospedante y o la identidad de las especies involucradas
en la interaccion.
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Figura 2.1. Esquema de las interacciones propuestas en este capitulo. D) Efectos directos del endéfito
sobre el patdgeno o a través de cambios en su hospedante; 1) Efecto indirecto del endéfito sobre el
patégeno modificando elementos del ambiente, tanto bidtico como abidtico; Modificada de Burdon

(1987).

2.2 Materiales y métodos

2.2. a. Busqueda y seleccion de trabajos

Las busquedas de los trabajos fueron realizadas a través del motor de busqueda
Scopus utilizando todas las combinaciones de las palabras claves: “endophyte” o
“Neothyphodium” o “Epichloe”, “Acremonium” 0 “grass endophytes” y “disease” 0
“pathogens” 0 “parasitic”. A partir de los trabajos encontrados se realizd una busqueda
en la bibliografia de los mismos con el objetivo de incluir trabajos que pudieran no
haber aparecido en la busqueda anterior. Se conservaron solamente aquellos trabajos
que brindaban la siguiente informacién estadistica: media, desvio, error estandar o
alguna otra medida de error, F y valor-p y nimero de repeticiones.

De los mas de 40 trabajos que devolvido la blsqueda, 17 abordaban
experimentalmente esta triple interaccion y solo 9 de estas cumplieron con las
condiciones necesarias para ser incluidos en el analisis (Cuadro 2.1). La informacion
incluida en figuras fue digitalizada utilizando el software GetData Graph Digitizer
V.2.24. De estos 9 trabajos se extrajeron 56 pares de datos independientes entre si.
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2.2.b. Calculo de efectos y analisis estadisticos
Los andlisis fueron llevados a cabo utilizando Metawin 2.0 (Rosenberg et al.
2000). El tamafio del efecto fue calculado utilizando Hedges’d (Rosenberg et al. 2000).
Hedges d fue calculado como

donde X°y X<son las medias del control y del tratamiento respectivamente, S es la
varianza pooleada y J es un factor de correccion para tamafios muestrales reducidos
(Rosenberg et al. 2000). El tamafio del efecto acumulado, los intervalos de confianza y
la heterogeneidad total (Q;) fue calculado para cada grupo de estudios (Hedges y Olkin
1985). El tamafio del efecto acumulado fue considerado significativo si el intervalo de
confianza del 95% no se superponia con el cero (Rosenberg et al. 2000). Si el tamafio
del efecto era significativamente distinto de cero, se calcul6 el “fail safe number” (ngs)
que nos sirvié como indicados de sesgo en la publicacion (2005). Este nimero estima la
cantidad de trabajos nulos necesarios como para volver el valor del tamario del efecto no
significativo. Un ng mayor 5n + 10, donde "n" representa al numero de estudios
incluidos en el analisis es un indicador fuerte de la ausencia de sesgo en la publicacién.
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Cuadro 2.1. Trabajos detectados en los que se estudid la interaccion entre plantas, endofitos y
patdgenos. Estos se encuentran ordenados en funcion del apellido del primer autor. Solo aquellos

marcados con un asterisco pudieron ser incluidos en el analisis

Autores Titulo Afio  Revista
Bonos et al. Suppressmn _of red thread in fine fescues through endophyte- 2005 Ap_p Turfgrass
mediated resistance. Sci
Suppression of mycorrhizal fungi in fescue by the Acremonium Soil Biol
Chu Chou etal.  coenophialum endophyte. 1992 '
Biochem.
Clarke et al. ]Iger;iiasgyte-medlated suppression of dollar spot disease in fine 2006 Plant Disease
Hamilton C.E. Asexual Neotyphodium endophytes in Arizona fescue: A test of the 2005 Svmbiosis
Faeth S.H. seed germination y pathogen resistance hypothesis Y
6th International
. . . Symposium on
Crussetal, L s s, g s oo epstin g7 g
g ' Endophytes of
Grasses
Interactions of Neotyphodium gansuense, Achnatherum inebrians y Mycological
Lletal. - - 2007
plant-pathogenic fungi Research
, Susceptibility of tall fescue to Rhizoctonia zeae infection as Annals of
Paika et al. affected by endophyte symbiosis 2013 Applied Biology
Production of phenolics y the emission of volatile organic
, compounds by perennial ryegrass (Lolium perenne Journal of Plant
Paika et al. L.)/Neotyphodium lolii association as a response to infection by 2013 Physiology
Fusarium poae
Pérez et al. Family issues: fungal endophyte protects host grass from the 2013 Fungal Ecology
closely related pathogen Claviceps purpurea
Ria et al Fungal endophyte infection y host genetic background jointly 2013 Journal of
' modulate host response to an aphid-transmitted viral pathogen Ecology
Sabzalian et al Reaction to powdery mildew fungus Blumeria graminis in 2012 Australasian
" endophyte-infected y endophyte-free tall y meadow fescues Plant Pathology
Steinebrunner et Ecological role of volatiles produced by Epichloe: diferences in 2008 FEMS Microbiol.
al antifungal toxicity Ecol.
Effect of the endophyte Neotyphodium lolii on susceptibility y European Journal
Tian et al. host physiological response of perennial ryegrass to fungal 2008 of Plant
pathogens Pathology
. Epichloid endophytes confer resistance to the smut Ustilago Biological
Vignale et al, bullata in the wild grass Bromus auleticus (Trin.) 2013 Control
ihili -1 1 H *
Wil et al. Susceptibility of endophyte-infected grasses to winter pathogens 2006 Canadian Journal
(snow molds) of Botany
ini ini ni 1 1 *
Welty y Occurrgnce of Puccinia graminis subsp. graminicola in Chewings 1995 Plant Disease
Azevedo fescue in Oregon
. S Shengtai Xuebao/ *
Xie et al. A comparative study of the inhibitive effect of fungal endophytes 2008 Acta Ecologica

on turf grass fungus pathogens Sinica

2.3 Resultados

Los experimentos que cumplieron con los criterios de inclusion fueron realizados
principalmente in-vitro (46%) a través ensayos de inhibicion del crecimiento del
patdgeno y a campo (50 %). La simbiosis con enddéfitos tuvo un efecto principal
negativo sobre los patdgenos (ns=761,5> (5*n)+10= 290) (Fig. 2.2.a.). El efecto varid
de acuerdo a la aproximacion experimental encontrandose diferencias significativas
entre los distintos tipos de ensayos incluidos en el andlisis. S6lo se encontraron efectos
negativos significativos para los ensayos realizados en condiciones de laboratorio
(Qp=11,6927, p= 0,002, df= 2) si bien hubo una tendencia a un efecto negativo en los
ensayos a campo. Cabe destacar que solo se pudieron incluir dos ensayos en
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invernculo en los que no se detectaron efectos del enddfito sobre la relacion entre los
patdgenos y el hospedante.

a Tamano del efecto b Tamano del efecto
-5 0 5 -4 0 3
Principal FOH (56) Principal o (56)
Campo (28) Debilitadores  +—0— (35)
Invernaculo (2) Castradores —o0——(7)
Laboratorio ~ HOH (26) Asesinos —O0— (14)

Figura 2.2. Efecto de la asociacion con endofitos sobre la incidencia de patégenos de acuerdo al
tipo de aproximacién experimental elegida para poner a prueba la hip6tesis (a) y el grupo funcional
de patdgenos utilizado (b). Los valores entre paréntesis representan el nimero de ensayos para esa
variable.

La simbiosis con endofitos afecté de manera distinta a los patdgenos debilitadores
y asesinos que a los castradores. Mientras que en plantas simbioticas se observd una
reduccién en la incidencia de debilitadores y asesinos, no se observaron diferencias
significativas en las plantas infectadas con patégenos que reducen la fertilidad de la
planta hospedante (Qb= 10,5103, p= 0,00522, df=2) (Fig. 2.2.b.).

Se observaron asimismo diferencias en cuanto a la identidad de la simbiosis (planta
hospedante x endo6fito). Si bien algunas especies mostraron efectos neutros, no se
observaron casos en los que la presencia del endofito estimulara la infeccion por
patdgenos. Se encontré una heterogeneidad significativa entre las distintas simbiosis
(Qb=70,5491, p=0,00 df=6) (Fig. 2.3.a.). La escasa cantidad de trabajos no nos permiten
separar el efecto de la identidad de las especies de las metodologias adoptados por cada
grupo de investigacion.

Tamano del efecto Tamano del efecto
-18 0o 4 34 04
Principal al (56) Principal (46)
F. brevipila x E. festucae o (2) Sclerotinia o (2)
L. perenne x N.lolii 9) Claviceps A7)
L. pratense x N. sp 10 (10) Typhula o (10)
A. sibiricum x N. sp —_0 (5) Fusarium ol (3)
F. arundinacea x N. coenophialum (10) Rhizoctonia —a| (3)
F. rubra x N. sp (10) Cladosporium +—————— | (3)
L. multiftorum x N. occultans ol 8 Phomopsis +oi| (3)
Curvularia ———a (3)
Puccinia (2)
Laetisaria (10)

Figura 2.3. Efecto de la asociacion con enddéfitos sobre la incidencia de patégenos de acuerdo a la
interaccion pasto enddéfito utilizada (a) y de acuerdo a la identidad del patégeno (b). Los valores entre
paréntesis representan el nimero de ensayos para esa variable.
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Finalmente se observd una gran heterogeneidad en cuanto al efecto sobre los
distintos géneros de patdgenos (Qb=44,0227, p=0,00, df= 9) (Fig. 2.2.b). No se observo
una repeticion de patdgenos entre distintos grupos de investigacion, por lo que no
podemos diferenciar el efecto del patégeno de la aproximacion metodoldgica adoptada
por cada grupo.

2.4 Discusion

Nuestros resultados demuestran que, tal como se enuncia frecuentemente, la
simbiosis con enddfitos tiene un efecto negativo sobre la infeccion por patégenos. La
heterogeneidad asociada al tipo de experimento es quizds uno de los resultados mas
interesantes de este analisis ya que indicaria el efecto que tienen las condiciones
ambientales sobre la interaccion y el bajo grado de correspondencia entre lo observado
en los ensayos realizados en laboratorio y en condiciones a campo (Cook y Baker
1983). Sumado a esto, es importante remarcar, que los ensayos realizados en
condiciones de laboratorio podrian tener un sesgo hacia aquellos patdgenos que pueden
ser cultivados in vitro, y no pudiendo evaluar a los biotrofos en este tipo de
experimentos, mientras que los ensayos llevados a cabo en condiciones naturales
incluirian esta interaccion.

Las diferencias observadas entre las distintas aproximaciones podrian estar
relacionadas con el efecto del ambiente sobre el funcionamiento del sistema (Fig. 2.1
(1). Tal como se ha observado en varios estudios recientes, el efecto de la simbiosis
sobre la infeccién de la planta hospedante por hongos patdgenos se encuentra modulada
por el ambiente, tanto bidtico como abioético Por ejemplo, Rda et al. (2013) mostraron
que el efecto protector de la simbiosis sobre la infeccion por virus se manifiesta solo en
presencia de afidos que actian como vectores del virus y que son sensibles a la
presencia del enddfito en la planta. Paralelamente, Pérez et al. (2013) encontraron que
un efecto protector del enddfito ante el ataque de patdgenos puede disolverse al someter
a la planta hospedante a condiciones de estrés.

Si bien el numero de ensayos realizados con cada grupo funcional de patdégenos
no es equitativo, nuestros resultados indican que podria haber diferencias entre grupos.
El efecto de las simbiosis sobre los castradores no mostro diferencias significativas, sin
embargo este grupo se diferencié de los demas. Estos patdgenos tienen un vinculo mas
estrecho con el enddfito que los debilitadores o los asesinos, ya que deben competir con
el endofito por el ovario, y dado que estos Ultimos son transmitidos exclusivamente de
manera vertical, el resultado de la interaccién entre la planta hospedante y estos dos
hongos pareceria ser un punto critico para asegurar su persistencia dentro de las
poblaciones del hospedante (Pérez et al. 2013).

Paralelamente, se observd una gran heterogeneidad asociada la identidad de las
especies tanto de hospedante como de patdgeno (Siegel y Latch 1991, Christensen
1996, Wéli et al. 2006). Esta estaria asociada a los sistemas planta-endofito- patdégeno
utilizados por los distintos grupos de investigacion. El bajo nimero de trabajos
publicados, no permiti6 una mayor exploracion del sistema, y la discusion de los
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resultados arrojé nuevas preguntas que deberian ser consideradas al momento de
realizar nuevos experimentos sobre esta interaccion. Un estudio reciente publicado por
Vignale et al. (2013) no encontro diferencias en la transmision causadas por la infeccién
por el patdgeno castrador Ustilago bullata. Sin lugar a dudas, el efecto de la infeccion
por patdgenos sobre la transmision del enddfito, es una cara de esta triple interaccion a
la que no se le ha prestado atencién hasta el momento y que deberia ser incluida en
futuras investigaciones.

En sintesis, en este capitulo se realizd un meta-analisis de la bibliografia
publicada sobre la triple interaccidn entre pastos, endéfitos y patdgenos que reveld que
existe un efecto general robusto de la simbiosis reduciendo la infeccion por patdégenos
en la planta hospedante. Sin embargo, se observé existe una gran heterogeneidad
asociada a diversos factores como son el tipo de aproximacion experimental y la
identidad de los organismos. El analisis realizado permitié generar hipotesis asociadas
con el rol del ambiente y otros organismos de la comunidad que fueron puestas a
prueba en otros capitulos de esta tesis. La triple interaccion entre plantas, endoéfitos y
patdgenos aln se encuentra en sus inicios y son necesarios nuevos estudios que aborden
algunas las preguntas que surgieron de este analisis.
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Capitulo 3

EFECTO DEL ENDOFITO SOBRE LA INFECCION POR PATOGENOS A
NIVEL INDIVIDUAL Y POBLACIONAL Y EL ROL DEL AMBIENTE COMO

MODULADOR DE ESTA INTERACCION
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3.1 Introducciéon

Las tasas vitales asociadas el estadio seminal -produccién de semillas y
germinacién- son determinantes de la dindmica poblacional del pasto hospedante y
también del hongo endofito de transmision verticalmente (Ravel et al. 1997, Gundel et
al. 2008a). De esta manera, la semilla es un drgano clave para la transmision del
enddfito a la siguiente generacion (Philipson y Christey 1986, Majewska-Sawka y
Nakashima 2004, Gundel et al. 2008a) y cualquier patdogeno que infecte este drgano
constituye una amenaza para la persistencia del endofito en la poblacion (Pérez et al.
2013). El grupo funcional de patégenos denominados castradores reducen la fecundidad
de las plantas sin causar efectos aparentes sobre el crecimiento vegetativo (por ejemplo,
carbones, choke, o ergot) (Burdon 1993). Por lo tanto, la infeccion de una planta
asociada a enddfitos por parte de patdgenos castradores resultaria en una interaccion
mas estrecha que la que se establece con otros patégenos como son los debilitadores o
los asesinos. En este capitulo se explora el efecto de la simbiosis con endéfito sobre la
interaccion entre la planta hospedante y el patogeno “castrador” Claviceps purpurea.

El hongo C. purpurea en un patdgeno biotrofo que causa la enfermedad
denominada “ergot” en distintas especies de pastos, muchas de ellas cultivos, malezas y
forrajes (Alderman 1993). Historicamente se ha estudiado debido a sus consecuencias
negativas sobre los rendimientos de los cultivos y las intoxicaciones en el ganado
debido al consumo de plantas infectadas. Estos efectos toxicos estan estrechamente
ligados a la produccion de ergotamina y otros alcaloides (Diekman y Green 1992,
Alderman et al. 1998). La infeccion de la planta hospedante se produce cuando una
ascospora germina sobre la flor de un pasto y crece hacia el interior del ovario,
produciendo inicialmente solucion azucarada saturada en conidios que puede ser
dispersada por el viento, agua o por los insectos que llegan a la flor en busca de azlcar y
causar nuevas infecciones. Durante la maduracion de las semillas, las flores infectadas
eventualmente desarrollan una estructura fangica denominada esclerocio. Durante el
proceso de infeccidn no se observan sintomas de necrosis pero si un redireccionamiento
de fotoasimilados hacia las flores infectadas (Bacon y Luttrell 1982).

A pesar de que no se ha descripto el proceso de infeccion simultanea, es
interesante que en el mismo momento en el que C. purpurea infecta la flor, el endéfito
Neotyphodium se encuentra creciendo hacia adentro del ovario (Philipson y Christey
1986, Majewska-Sawka y Nakashima 2004). Esto crea una oportunidad Unica para la
interaccion de éstos dos hongos altamente emparentados (familia Clavicipitaceae
(Ascomyecota); (Moon et al. 2002)). Dado que los endofitos Neotyphodium se transmiten
exclusivamente de manera vertical, el resultado de la interaccion entre la planta
hospedante y estos dos hongos durante la colonizacion del ovario parece ser un punto
critico para su persistencia dentro de las poblaciones del hospedante.

En este capitulo se exploro la relacion entre dos especies de hongos estrechamente
relacionados filogenéticamente pero con efectos opuestos sobre el pasto hospedante
Lolium multiflorum: Neotyphodium occultans, un endéfito mutualista, y C. purpurea,
un patégeno castrador. Las hipotesis propuestas en este capitulo son: a) la simbiosis
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entre pastos y endofitos inhibe la infeccion por hongos patdgenos, especialmente porque
compiten por el mismo 6rgano, esencial para su reproduccion; b) la proteccién contra el
ataque de los patdgenos conferida por la asociacion con enddfitos se romperia al
someter a las primeras a condiciones de estrés. Estas hipdtesis fueron puestas a prueba a
través de dos experimentos en los cuales se sometiéo a plantas simbioticas y no
simbidticas de L. multiflorum a infeccion natural por C. purpurea. Considerando que la
susceptibilidad a patdgenos puede ser mayor en plantas sometidas a condiciones de
estrés, y que el mutualismo podria romperse en estas condiciones (Katan y Eshel 1973,
Altman y Campbell 1977, Kiers et al. 2010, Gundel et al. 2012b), las plantas fueron
expuestas a dosis sub-letales del herbicida diclofop-methyl. Estudios previos muestran
que la simbiosis L. multiflorum - N. occultans aumenta la tolerancia de la planta
hospedante a herbicidas (Vila-Aiub et al. 2003, Martinez-Ghersa et al. 2004, Gundel et
al. 2012b), pero que su efecto protector ante los herbivoros se reduce en las plantas
sobrevivientes al estrés (Gundel et al. 2012b). Este estudio nos brinda nuevas
herramientas para entender las relaciones ecoldgicas y evolutivas entre dos organismos
muy relacionados que con efectos antagénicos compiten por el mismo recurso.

3.2 Materiales y métodos

3.2.a Material vegetal

Lolium multiflorum Lam. (ryegras anual) es un pasto exotico naturalizado de gran
dominancia en de los pastizales de la regién pampeana (Soriano 1992). Caracterizado
como una especie competitiva-ruderal, su éxito en la invasién de los pastizales
Pampeanos ha sido asociada a la presencia del endoéfito Neotyphodium occultans y a la
produccidn de una capa gruesa de broza que reduce la germinacion y el establecimiento
de plantulas de otras especies (Gundel et al. 2009a, Omacini et al. 2009).

Semillas maduras de L. multiflorum fueron recolectadas de poblaciones
naturalizadas de la region Pampeana, Argentina (34°06’S, 60°25°W). Una evaluacion
preliminar mostré que estas semillas presentaban un 95% de asociacion con endofito
(en base a 100 semillas tefiidas con una solucion de Rosa de Bengala (Etanol 5 ml, Rosa
de Bengala 0,5 g y agua destilada 95 ml) y observadas en microscopio éptico 40x
(Bacon y White 1994)). Las semillas no simbiéticas se generaron a partir del
tratamiento de las semillas simbidticas con el fungicida sistémico Triadimenol (150 g
p.a. kg™'; dosis: 5 mg por gramo de semilla). Las semillas tratadas (E-) y no tratadas (E-
) con fungicida, fueron cultivadas en parcelas independientes pero adyacentes de 1 m?
en el campo experimental de la facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos
Aires. Ambas poblaciones fueron cultivadas mas de una generacion para disminuir
cualquier efecto fitotoxico del herbicida. Se permitié el flujo de polen entre ambas
poblaciones con el objetivo de evitar cualquier tipo de divergencia genética entre las
mismas (Gundel et al. 2012b). Previo a la utilizacion de las semillas en los
experimentos, se tomaron 100 semillas para determinar la proporcion de asociacion con
enddfitos utilizando la misma técnica anterior (Bacon y White 1994). Los porcentajes
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de infeccién fueron 90% de semillas simbioticas para las no tratadas (E+) y 15% para
las tratadas (E-).

3.2.b Experimento 1

El experimento 1 fue llevado a cabo en campo experimental de la Facultad de
Agronomia para evaluar el efecto de la simbiosis con endéfitos sobre la infeccion por el
patégeno C. purpurea en plantas de L. multiflorum. Se establecieron 14 parcelas de 1 m?
separadas entre si por pasillos de 0,5 m. La mitad de las parcelas fueron sembradas con
semillas E+ y la otra con semillas E-. La asignacion de las parcelas a uno u otro biotipos
fue al azar. La siembra se realiz6 en otofio (Marzo) a razon de 8 gramos de semillas (=
4000 semillas) por parcela. Las semillas fueron cubiertas con una fina capa de tierra
para asegurar el establecimiento. Ademas se colocd por encima de las semillas una red
de 0,5 mm de malla para evitar el consumo de las mismas por parte de aves. La tasa
efectiva de germinacion fue de aproximadamente 500 plantas/m™ para ambos biotipos.
Las parcelas se mantuvieron libres de malezas y se las regé segun la demanda. Al
momento de la madurez de las plantas (Diciembre), se tomaron dos sub muestras de
biomasa aérea de cada parcela con la ayuda de un aro de alambre (r = 15 cm) colocado
al ras del suelo. EI material cosechado fue secado en estufa a 70° C por 7 dias. En cada
sub muestra se separaron y pesaron hojas por un lado y semillas, espigas y cafas por el
otro. El nimero de espigas por parcela también fue registrado. La incidencia natural de
C. purpurea fue estimada como el porcentaje de espigas con al menos un esclerocio,
mientras que la severidad fue estimada como la proporcion de esclerocios dentro de
cada espiga (Fisher et al. 2005).

3.2.c Experimento 2

El experimento 2 fue llevado a cabo para evaluar el efecto de la simbiosis con N.
occultans sobre la resistencia del pasto hospedante L. multiflorum a la infeccion por C.
purpurea en condiciones normales y bajo estrés ambiental por aplicacion de herbicidas.
Para esto se llenaron 12 macetas (25 L capacidad) con una mezcla de tierra, arena y
turba (50/25/25). La mitad de ellas fueron sembradas con semillas simbidticas (E+) y la
otra mitad con semillas no simbidticas (E-) a raz6n de 9 plantas por maceta. Al
momento en el que las platas tenian entre 2 y 3 hojas expandidas, a la mitad de las
macetas con plantas simbidticas y la mitad de las no-simbidticas se le aplico mediante
aspersion una dosis sub-letal de herbicida diclofop-methyl (70 g pa ha™'). El herbicida
fue aplicado mediante aspersion manual a presion constante. El mecanismo de accion de
este herbicida en las plantas blanco es mediante la inhibicidn de la biosintesis de lipidos
y estrés oxidativo (Vila-Aiub et al. 2003, Martinez-Ghersa et al. 2004, Gundel et al.
2012b). El experimento se mantuvo en el exterior durante toda la estacion de
crecimiento de la planta y las macetas fueron regadas a demanda. En la madurez, las
espigas de cada planta fueron individualmente recolectadas. Se registraron variables
reproductivas como numero de espigas, espiguillas por espiga, niumero de semillas por
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planta y peso de las semillas, y variables asociadas a la infeccion como son nimero de
plantas infectadas por C. purpurea y nimero de espigas infectadas por planta.

Todas las variables medidas en el experimento 1 fueron analizadas por medio de
un ANOVA con el nivel simbiotico como factor. Las variables medidas en el
experimento 2 fueron analizadas mediante un ANOVA de dos factores, con el nivel
simbidtico y el herbicida como factores. La severidad fue transformada con Logi, para
lograr homocedasticidad. La supervivencia fue transformada utilizando arcsen(Raiz?(p))
para alcanzar homocedasticidad. EI numero de semillas por planta fue transformado
utilizando LN para alcanzar homocedasticidad.

3.3 Resultados

3.3.a Experimento 1
La biomasa vegetativa fue mayor en las plantas simbidticas que en las no
simbidticas (F1,1.= 5,10; p= 0,043), sin embargo no se encontraron diferencias en cuanto
a biomasa reproductiva (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Biomasa vegetativa y reproductiva de plantas de Lolium multifforum simbidticas (E+: barras
negras) y no simbioticas (E-: barras blancas) con el endéfito Neotyphodium occultans pertenecientes al
experimento 1. Los valores representan a la media y al error estandar. (n = 7). Letras diferentes
representan diferencias significativas entre tratamientos para cada variable (p<0,05).

La incidencia de C. purpurea en plantas de L. multiflorum fue reducida
significativamente por la asociacion simbiética con el endéfito N. occultans. EI nimero
de espigas fue tres veces mayor en las parcelas con plantas simbidticas en relacion a las
no simbidticas (F1 12 = 28,49; p < 0,001, Fig. 3.2), sin embargo, el porcentaje de espigas
con esclerocios de C. purpurea fue tres veces menor en las parcelas E+ que en las E-
(F112=21,52; p<0,001; Fig. 3.3a).
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Figura 3.2. Numero de espigas por parcela sembrada con plantas de Lolium multifforum simbi6ticas (E+:
barras negras) y no simbidticas (E-: barras blancas) con el endéfito Neotyphodium occultans
pertenecientes al experimento 1. Los valores representan a la media y al error estandar. (n = 7). Letras
diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos para cada variable.

De la misma manera, a nivel de espiga la infeccién fue menor en las plantas
asociadas a enddfitos que en las no asociadas (F1 1,= 18,40; p = 0,001; Fig. 3.3b).
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Figura 3.3. Porcentaje de espigas (A) y semillas (B) infectadas por Claviceps purpurea en plantas de
Lolium multifflorum simbidticas (E+: barras negras) y no simbi6ticas (E-: barras blancas) con el enddéfito
Neotyphodium occultans pertenecientes al experimento 1. Los valores representan a la media y al error
estandar. (n = 7). Letras diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos para cada
variable (p<0,05).

3.3.b Experimento 2
Independientemente del nivel de asociacion, la supervivencia de las plantas a las
plantas a las cuales se le aplicd herbicida fue un 50% menor que en el control (Fyg=
150; p < 0,001)(Fig. 3.4).
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Figura 3.4. Supervivencia de plantas de Lolium multiforum simbidticas (E+: barras negras) y no
simbidticas (E-: barras blancas) con el endéfito Neotyphodium occultans bajo dos niveles de estrés por
herbicidas [Sin herbicida (control) y Herbicida (70 g ai/ha)] pertenecientes al experimento. Los valores
representan a la media y al error estandar (n = 3). Letras diferentes representan diferencias significativas
entre tratamientos para cada variable (test de Tukey, p<0,05)

Se observo un aumento en el nimero de espigas y de semillas en plantas tratadas
con herbicida independientemente del estado endofitico, mientras que no se observaron
diferencias en cuanto al nimero de espiguillas y peso de las semillas (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Numero de espigas, espiguillas por espiga, semillas y peso medio de las semillas de Lolium
multiflorum simbidticas (E+) y no simbiéticas (E-) con el endé6fito Neotyphodium occultans bajo dos niveles
de estrés por herbicidas [Sin herbicida (control) y Herbicida (70 g ai/ha)] pertenecientes al experimento 2.

Espigas por Espiguillas por Semillas por
Endofito Herbicida planta espiga planta Peso de semillas (g)
n Media ES Media ES Media ES Media ES

0 3 12,5 237 a 1889 0,388 a 9154 2853 a 0,0020 0,0001

: 70 3 43 3,18 b 20 0,444 a 2537 1994 ab 0,0022 0,0002

0 3 10,3 0,541 a 19,84 0,692 a 6203 1152 a 0,0024 0,0001

+
: 70 3 48,6 578 b 2564 2909 a 3920 1140 b 0,0025 0,0001

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada (test de Tukey, p<0.05)

El nimero de semillas producidas por las plantas tratadas con herbicida duplicé al
de las no tratadas tanto en plantas simbi6ticas como en no simbioéticas (F1g= 5,86; p =
0,042; Cuadro 1). La incidencia de C. purpurea en las macetas con plantas simbioticas
fue tres veces menor a aquellas observadas en las macetas con plantas no simbioticas
(F1s=9,69; p = 0,014; Fig. 3.5a). Esta diferencia no se observo con la aplicacion de
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herbicida (F1s = 9,69; p = 0,014; Fig. 3.5a). A nivel individual no hubo un efecto
significativo del enddfito sobre la infeccién (Fig. 3.5b).
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Figura 3.5. Porcentaje of plantas (A) y espigas (B) infectadas por Claviceps purpurea plantas de Lolium
multiforum simbiéticas (E+: barras negras) y no simbiéticas (E-: barras blancas) con el endéfito
Neotyphodium occultans bajo dos niveles de estrés por herbicidas [Sin herbicida (control) y Herbicida
(70 g ai/ha)] pertenecientes al experimento 2. Los valores representan a la media y al error estdndar
(n=3). Letras diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos para cada variable (test
de Tukey, p<0,05)

3.4 Discusion

Este experimento muestra que la simbiosis entre pastos y hongos endofitos de
transmision vertical modifica la interaccion del pasto hospedante con hongos patogenos.
En particular, en nuestro sistema tripartito, la simbiosis con N. occultans estuvo
asociada con una menor incidencia del patégeno C. purpurea por medio de una
reduccién en los pardmetros poblacionales de la infeccion. A pesar de la claramente
mayor resistencia a la infeccion observada en las plantas simbioticas, no hubo efectos de
que esta Ultima modificara la produccion de semillas. Esto podria interpretarse como
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que las plantas no simbi6ticas pudieron compensar las semillas abortadas mediante una
mayor produccion de flores. Estas estrategias contrastantes entre plantas simbiéticas y
no simbiodticas podrian reflejar el compromiso entre resistencia y tolerancia durante la
evolucion de la asociacion (Karban y Baldwin 1997, Partida-Martinez y Heil 2011).
Estas mismas estrategias se han observado en la respuesta a la defoliacion por parte de
herbivoros (Saari et al. 2010, Partida-Martinez y Heil 2011). Ademas, nuestros
resultados sefialan que la resistencia al ataque de C. purpurea mediada por la asociacion
con enddfitos fue altamente dependiente de las condiciones ambientales, lo que
concuerda con la idea generalizada de que el balance de la relacion mutualista podria
verse afectada negativamente ante situaciones estresantes o restrictivas en términos de
recursos (Hahn et al. 2008, Gundel et al. 2012b)

Nuestros resultados concuerdan con la hipdtesis que postula que los enddfitos
podrian tener un rol protector que va mas alla de la produccién de alcaloides de efecto
anti-herbivoria (Bush et al. 1997, Clay y Schardl 2002), y que podria ser efectivo contra
enfermedades. Esto se encuentra robustamente soportado por los resultados de
experimentos realizados in vitro que muestran actividad antifingica en los extractos de
plantas simbidticas (Siegel y Latch 1991, Clay y Schardl 2002, Popay y Bonos 2008,
Rodriguez et al. 2009b). Otra explicacién podria estar basada en una mayor produccion
de antioxidantes (White Jr y Torres 2010, Hamilton et al. 2012). Este mismo
mecanismo serviria para explicar la mayor tolerancia de plantas simbiéticas a las
condiciones de estrés en general y a las causadas por herbicidas en particular (Martinez-
Ghersa et al. 2004, Gundel et al. 2012b). Sin embargo, el balance entre mecanismos
alternativos o el efecto cruzado del mismo mecanismo podria romperse, tal como se ha
observado con la aplicacion de sequia y herbicidas, afectando la produccion de
alcaloides y la efectividad de los mecanismos anti-herbivoria (Hahn et al. 2008, Gundel
et al. 2012b).

Considerando los atributos ecoldgicos de C. purpurea, seria esperable que los
mecanismos detras de la reduccion de la infeccion en plantas simbiéticas, estén
vinculados a interacciones ecoldgicas en lugar de fisiologicas. La infeccion podria estar
modulada por cambios fenotipicos generados por el enddfito en la planta hospedante,
como pueden ser cambios en el nimero de flores, produccién de polen, tamafio y
namero de espigas. Todos esos atributos pueden finalmente modificar la incidencia y la
severidad de un patogenos en una poblacion (Thakur y Williams 1980). Por ejemplo, la
carga de polen y su relacion con el proceso de floracion puede ejercer algun control
sobre la severidad ya que C. purpurea a menudo compite con el polen por la llegada al
ovario. N. occultans coloniza el ovario previo a la germinacion del grano de polen en el
estigma y crece a lo largo de la formacion de la semilla (Philipson y Christey 1986,
Majewska-Sawka y Nakashima 2004). Alternativamente, las ascosporas de C. purpurea
germinan en el estigma y comienzan a crecer hacia el évulo (Bacon y Luttrell 1982). De
esta manera, la flor se convierte en el campo de batalla para la interaccion entre estos
dos hongos, estrechamente emparentados, pero con efectos opuestos sobre el
hospedante. En esta instancia, los efectos fungistaticos que se han observado en
experimentos in vitro pueden tener un rol importante (Siegel y Latch 1991, Yue et al.
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2000b, Ren et al. 2009). A esto se le suman los cambios en la biomasa, asociados a una
mayor produccidn en las plantas simbiéticas que en las no simbidticas (Vila-Aiub et al.
2005, Gundel et al. 2012a, Gundel et al. 2013a). De acuerdo con esto resultaria
interesante observar de qué manera estos cambios impactan en la estructura del canopeo
y por ende en el comportamiento de insectos que podrian estar transportando esporas de
C. purpurea (Prom et al. 2003, Prom y Lopez Jr 2004, Prom et al. 2005). Finalmente,
otros aspectos de la simbiosis con enddfitos del género Neotyphodium como es la
repulsion de insectos que podrian transportar ascosporas de C. purpurea, podria ser un
mecanismo que explique estos resultados (ver Steinebrunner et al. (200843, b)) .

Estudios recientes sugieren que el efecto del genotipo podria ser mas importante
que el generado por el endofito. En un experimento llevado a cabo en Suiza, la
incidencia de C. purpurea en Lolium perenne (raigras perenne) fue mayor en las plantas
simbidticas, pero también dependiente del cultivar utilizado (Krauss et al. 2007). En
otro experimento llevado a cabo en Finlandia, la incidencia del mismo patdgeno sobre
Schedonorus phoenix (festuca alta) también demostro ser dependiente del genotipo de la
planta y su asociacion con endofitos (Gundel et al. 2012a). Ninguno de los
experimentos incluyé la manipulacion del patégeno como un tratamiento. Futuros
experimentos deberian apuntar al control del indculo y la manipulacion de la identidad
genética de todos los miembros de la interaccion.

En resumen, nuestros resultados sefialan que los enddfitos podrian tener un rol
critico sobre la epidemiologia de C. purpurea en poblaciones de las poblaciones de L.
multiflorum en escenarios ecoldgicos. El rol del endéfito sobre las interacciones entre el
pasto hospedante y hongos patdgenos ha sido explorado principalmente en condiciones
controladas sugiriendo que la fungistasis seria el principal mecanismo operando detras
de esta triple interaccion. Dado que el patrén de respuesta se vio modificado por la
aplicacion de estrés, los futuros experimentos deberian explorar los mecanismos
cruzados entre la proteccion generada por el endofito y la respuesta a situaciones de
estrés. Esto resulta de vital importancia al momento de intentar predecir la manera en la
que los cambios climaticos impactaran sobre las interacciones positivas (Thompson
2005, Kiers et al. 2010). Se deberda prestar especial atencion a las relaciones
filogenéticas entre los simbiontes y al ambiente abiético, como factores que podrian
modificar el resultado de esta triple interaccion planta- endéfito- patégeno.
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Capitulo 4

IMPACTO DEL MUTUALISMO SOBRE PATOGENOS EN COMUNIDADES

VEGETALES.
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4.1 Introduccion

La simbiosis con microorganismos tiene efectos sobre la interaccion de la planta
hospedante con su entorno por diversas vias (Rudgers et al. 2005, Omacini et al. 20086,
Rudgers y Clay 2007, Rudgers et al. 2007, Omacini et al. 2009). Los cambios
producidos por la simbiosis en el ambiente bidtico estan frecuentemente mediados por
cambios generados en el ambiente abiotico (Van Der Heijden et al. 2006). Por ejemplo,
la asociacion con rizobios puede aumentar la disponibilidad de nutrientes que puede ser
aprovechado por otras plantas no simbidticas (Van Der Heijden et al. 2006, Pirhofer-
Walzl et al. 2012). Este y otros cambios en el ambiente rizosférico pueden modular el
éxito de otras especies vecinas (Omacini et al. 2006, Rudgers y Clay 2007, 2008,
Kothamasi et al. 2009, Rudgers et al. 2010). En el caso de asociaciones parasiticas, la
presencia de patdgenos también puede promover cambios importantes tanto en la
estructura como en el funcionamiento de comunidades vegetales por estas vias (Burdon
1987, 1993, Gilbert 2002, Alexander 2010). Por ejemplo, un patdgeno que afecte a las
especies dominantes, aumentara indirectamente la proporcion de otras especies dentro
de la comunidad, mientras que por el contrario, aquellos que ataquen solo a las especies
raras, disminuiran la diversidad en la comunidad (Holt 1984, Alexander y Holt 1998).

A la simbiosis con enddfitos se la asocia en numerosas ocasiones con cambios en
la comunidad vegetal, sin embargo los mecanismos involucrados rara vez son
establecidos (Rudgers et al. 2004, Rudgers et al. 2005, Omacini et al. 2006, Rudgers et
al. 2007, Omacini et al. 2009, Rudgers et al. 2010). Estos cambios son asociados
principalmente a incrementos en la habilidad competitiva de la planta hospedante, y a
una mayor acumulacién de biomasa al final de la estacion de crecimiento, interfiriendo
con la emergencia y el crecimiento de otras especies de la comunidad (Marks et al.
1991, Matthews y Clay 2001). Sin embargo, esta simbiosis puede tener numerosos
efectos sobre otras especies vegetales a través de su interaccion con la comunidad de
microorganismos del suelo. Si bien esto fue observado por numerosos autores, el
impacto de estos sobre otras plantas no asociadas a endofitos solo fue sugerido por
Omacini et al. (2006) y mas tarde por Novas (2009; 2011) y Rudgers y Orr (2009). Esta
ultima sefiala que el efecto indirecto negativo del endofito sobre el desarrollo de plantas
de otras especies podria estar mediado por cambios en la comunidad de
microorganismos del suelo, en particular micorrizas y patdégenos que afecten el éxito de
individuos no simbidticos vecinos.

Los mecanismos propuestos para explicar en qué forma enddfitos interactian con
microorganismos del suelo son numerosos. Si bien el efecto negativo del endofito sobre
la micorrizacion de la planta hospedante y sus vecinas ha sido observado en numerosas
ocasiones, no existen trabajos que evalten los mecanismos detras de este efecto. Se ha
sugerido que este patrén podria deberse a la produccion de compuestos secundarios por
parte del enddéfito (Bush et al. 1997, Denison et al. 2003). En cuanto a el efecto sobre
patdgenos de suelo, solo el estudio realizado por Chu-Chou et al. (1992) cuantifico el
efecto de la simbiosis con enddfito sobre el nimero de esporas de patdgenos sin
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encontrar diferencias entre los tratamientos. Sin embargo no se estimo el efecto de estos
cambios sobre la planta hospedante o sus vecinas.

En este capitulo se estudio el rol de la simbiosis con enddfitos en la resistencia a
patdgenos causantes de muerte pre- emergencia en L. multiflorum, y los efectos de esta
triple interaccion sobre otras especies dentro de la comunidad vegetal. Asimismo se
estudiaron algunos de los mecanismos que podrian estar involucrados. Las hipotesis
asociadas a este capitulo son: a) La asociacion con hongos endofitos tendrd un efecto
negativo sobre los patégenos que podria impactar sobre la emergencia de la planta
hospedante; b) Esta inhibicion del crecimiento de los patdégenos podria impactar
positivamente sobre la emergencia de otras especies dentro de la comunidad vegetal; c)
Estos cambios estarian modulados en parte por las sefiales en el ambiente por la
biomasa de L. multiflorum. Este capitulo consta de tres experimentos. En los tres
experimentos se manipulé presencia de endofitos para generar poblaciones con alto y
bajo nivel de asociacion. El experimento 1 incluy6 la manipulacion de la identidad de
los patdgenos Para estimar su efecto sobre plantas simbi6ticas y no simbidticas. En el
experimento 2 se buscd determinar los mecanismos que podrian estar operando detras
de la resistencia de las plantas asociadas a enddéfitos al ataque de patdgenos. Para esto se
manipuld la presencia de inoculo de distintas especies de patdgenos. Se estudio el
efecto de la presencia del endofito sobre el crecimiento de los patdégenos durante la
germinacion. En el experimento 3 se investigd cual podria ser el efecto de la inhibicion
del patégeno sobre el establecimiento de otras especies. Para esto se utilizaron 3
especies de pastizal nativo, y dos combinaciones de condiciones ambientales: tipos de
suelo (pastizal nativo vs suelo dominado por L. multiflorum) y Broza de plantas E+ o E-

4.2 Materiales y métodos

4.2.a Material vegetal

Lolium multiflorum Lam. (ryegras anual) es un pasto exotico naturalizado de gran
dominancia dentro de los pastizales de la region pampeana (Soriano 1992).
Caracterizado como una especie competitiva-ruderal, su éxito en la invasion de los
pastizales Pampeanos ha sido asociada a la presencia del enddfito Neotyphodium
occultans y a la produccion de una capa gruesa de broza que reduce la germinacion vy el
establecimiento de plantulas de otras especies. (Vila-Aiub et al. 2005, Gundel et al.
2009a, Omacini et al. 2009).

Las semillas maduras de L. multiflorum fueron recolectadas de poblaciones
naturalizadas de la region Pampeana, Argentina (34°06’S, 60°25°W). Una evaluacion
preliminar mostré que estas poblaciones tenian un porcentaje de plantas asociadas a
enddfitos de un 95% (basado en la observacion a microscopio éptico de 100 semillas
tefiidas con una solucién de Rosa de Bengala (Etanol 5 ml, Rosa de Bengala 0,5 g y
agua destilada 95 ml) (Bacon y White 1994). Las semillas no simbiéticas se generaron a
partir del tratamiento de las semillas simbidticas con el fungicida sistémico Triadimenol
(150 g p.a. kg™ '; dosis: 5 mg por gramo de semilla). Ambos biotipos, simbi6ticas (E+) y
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no simbidticas (E-) fueron cultivados en monocultivo en parcelas adyacentes de 1 m? en
el campo experimental de la facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires
mas de una generacion para disminuir cualquier efecto fitotdxico del herbicida. Se
permitio el flujo de polen entre ambas poblaciones con el objetivo de evitar cualquier
tipo de divergencia genética entre las mismas(Gundel et al. 2012b). De cada poblacién
se tomaron 100 semillas y se estudié la eficiencia del tratamiento mediante la tincion y
observacion de las semillas bajo microscopio Optico (Bacon y White 1994). Este
procedimiento se repitid para cada ensayo y los porcentajes de infeccion fueron: més de
90% de infeccion para semillas no tratadas y menor a 15% en semillas tratadas (E+ y E-
respectivamente). Estas semillas fueron utilizadas para ambos experimentos. EI material
muerto restante en las parcelas fue mantenido en pié hasta el momento de su utilizacion.

4.2.b Suelos con historia de pastizal natural y de poblaciones de
Lolium multiflorum.

Los suelos con historia de pastizal natural fueron extraidos de un relicto ubicado
en la localidad de Carlos Casares, provincia de Buenos Aires (35°54'11.29"S
61°12'40.86"0). Estos corredores, de 60 metros de ancho por 400 metros de largo,
linderos a las vias abandonadas del ferrocarril se encuentran dominados por Paspalum
quadrifarium Lam., una planta nativa que acumula el 90% de la biomasa en pié de la
comunidad (Facelli et al. 1988). El resto de la biomasa es aportada por especies menos
dominantes como son Bromus catharticus, Brisa minor, y Stipa neesiana. Los suelos
con historia de Lolium multiflorum fueron extraidos de las poblaciones experimentales
descriptas anteriormente para la obtencion de semillas. Ambos sitios se encuentran
separadas por una distancia de 5 km. De ambos sitios se retiraron los primeros 10
centimetros de suelo los que fueron conservados en bandejas en invernaculo durante 4
meses hasta la realizacion del experimento (de Diciembre a Marzo).

4.2.c Seleccion de especies vecinas

Las especies seleccionadas para la realizacion de este experimento fueron:
Bromus catharticus, Brisa minor, y Stipa neesiana. Al seleccionar estas 3 especies se
buscaron pastos que realicen una explotacion similar de recursos a L. multiforum y que
por lo tanto, su persistencia dentro de la comunidad pudiera verse amenazada por la
entrada de una especie invasora como L. multiflorum. Dentro de estas tres especies, B.
catharticus tiene una dindmica de la germinacion similar a la de L. multiflorum, y a
menudo se la encuentra compartiendo el mismo pastizal sucesional. Mientras tanto B.
minor y S. neesiana son especies con una dindmica mas lenta de germinacion, tipicas de
los pastizales pristinos de la region Pampeana, que son raramente encontradas en
pastizales sucesionales (Tognetti et al. 2010, Tognetti y Chaneton 2012).

4.2.d Seleccion de patégenos
Para la seleccion de los patdgenos se buscaron especies de hongos que infecten
al menos una de las especies de pastos mencionadas anteriormente y a L. multiflorum.
Esta busqueda se realizo a traves de la base de datos del Laboratorio de Micologia
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Sistemética y Microbiologia dependiente del Servicio de Investigacion en Agricultura
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos. Se seleccionaron los siguientes
patdégenos: Fusarium acuminatum (fa); Fusarium graminearum (fg); Fusarium
oxysporum (fo); Pythium ultimun (pu); Rhizoctonia solani (rs). Se comprobdé mediante
los postulados de Koch (inoculacién, infeccion, re-aislamiento a partir de plantas
infectadas) que las especies utilizadas tuvieran un efecto sobre L. multiflorum.

4.2.e Inoculaciones

Las soluciones utilizadas para las inoculaciones con las distintas especies de
Fusarium fueron realizadas siguiendo el protocolo propuesto por Lichtenzveig et al.
(2006). Para la inoculacion con Pythium ultimun y para Rizoctonia solani se adapto el
método propuesto en Lichtenzveig et al. (2006). Una muestra de 1 ml de cada solucion
fue sometida a disoluciones sucesivas en agua destilada estéril y 1 ml década una de las
mismas se sembrd en medio Agar— Papa- Dextrosa. Se cuantificaron las unidades
formadoras de colonias (ufc). Las concentraciones de las soluciones fueron: Fusarium
acuminatum 2,35 x10° ufc; Fusarium graminearum 6,7 x10° ufc; Fusarium oxysporum
2,67x10° ufc; Pythium ultimun 6,12 x10* ufc; Rhizoctonia solani 1,23 x10° ufc. Se
utiliz6 medio Papa- Dextrosa sin inocular como control de todos los patdgenos. Cada
solucién fue diluida 1:4 en agua destilada. Los métodos de inoculacién fueron
evaluados en pre-ensayos.

4.2.f Experimento 1

Para poner a prueba la hipotesis a) se realizé un ensayo en bandejas de plastico de
30 cm x 20 cm en las que se sembraron 40 semillas de L.multiflorum simbi6tico o no-
simbidtico con hongos enddfitos. Como sustrato se utilizd suelo proveniente de
parcelas dominadas por L. multiflorum (Fig. 4.1). Al momento de la siembra, cada una
de estas bandejas fue inoculada con 40 ml de las soluciones de cada uno de los
siguientes patdgenos: F. acuminatum, F. graminearum, F. oxysporum, P. ultimun y R.
solani. Las bandejas que fueron utilizadas como control se inocularon con medio de
cultivo estéril. Se determind el porcentaje de plantas emergidas por bandeja. Los
resultados se analizaron con un Analisis de Varianza (ANOVA) de dos factores con la
presencia de endofitos y de patdgenos como factores. Cada tratamiento conté con 5
repeticiones.

4.2.g Experimento 2

Para poner a prueba los mecanismos involucrados en la hipotesis a) se realizo un
ensayo de germinacion en caja de petri. En medio de cultivo APG (Agar-Extracto de
papa-Glucosa), se coloco a 30 milimetros de distancia una semilla de L. multiflorum
asociada 0 no asociada a endofitos y un taco circular de medio centimetro de didmetro
de APG en el cual previamente habia crecido alguno de los siguientes patogenos: F.
acuminatum, F. graminearum, F. oxysporum, P. ultimun y R. solani (Fig. 4.1.). Las
cajas de Petri fueron escaneadas y analizadas utilizando el programa WinRhizo.
Mediante el mismo se determind diariamente el crecimiento en area para cada patdgeno.
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Los resultados se analizaron con un Andlisis de Varianza (ANOVA) con la asociacién a
endofitos como factor. Se realizaron analisis por separado para cada dia. Cada
tratamiento cont6 con 10 repeticiones. Las cajas correspondientes a P. ultimun fueron
descartadas del experimento por contaminacion.

Figura 4.1. Foto de cajas de Petri correspondiente al experimento nimero 2. (s) semilla, (p) patégeno.

Los numeros en blanco representan las horas transcurridas desde del inicio del experimento.

4.2.h Experimento 3

Para poner a prueba las hipotesis b) y c) se realizd un experimento en el que se
Ilenaron bandejas de 30 x 20 cm con suelo proveniente de un pastizal de L. multiflorum
o relicto de pastizal natural. Cada una de estas bandejas se inocul6 con 40 ml de cultivo
en medio liquido de los siguientes patégenos: F. graminearum, P. ultimun y R. solani.
A las bandejas control se les agregé medio de cultivo estéril. En cada bandeja se
sembraron 20 semillas de tres plantas del pastizal natural de la Pampa Himeda (Bromus
catharticus, Stipa neesiana y Briza minor) junto a 20 semillas de Lolium multiflorum
E+ o E-. Finalmente la superficie del suelo fue cubierta con broza proveniente de
plantas asociadas 0 no asociadas a endofitos. Cada tratamiento cont6 con 5 repeticiones.
Al final del experimento se evaluo la emergencia de cada una de las especies sembradas
y de L. multiflorum (Fig. 4.2.). Con los valores totales de emergencia se calculd el
indice de Simpson para cada bandeja. Los resultados de los porcentajes de emergencia
se analizaron mediante un Analisis de Varianza Multivariado (MANOVA) de dos
factores con enddfito y broza como factores. Se analizé cada patdégeno por separado.
Luego se realizaron los ANOVAS protegidos para cada patdégeno. Cada tratamiento
contd con 5 repeticiones. El indice de Dominancia se analizd con un Analisis de
Varianza (ANOVA) de dos factores con enddfito y broza como factores.
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Figura. 4.2. Bandejas correspondientes al experimento nimero 3 al momento de la siembra (a), a los 10

dias de iniciado el ensayo (b) y al momento de la cosecha (c),

4.3 Resultados

4.3.a Experimento 1

La emergencia de L. multiflorum fue afectada significativamente por la presencia
del endofito y la identidad del patégeno utilizado (Fs 118= 4,45, p=0,001). En términos
generales se observo que la presencia de patdgenos redujo la emergencia de plantulas no
simbi6ticas. En particular, la presencia de F. graminearum y R. solani redujo
significativamente la emergencia de las plantulas no asociadas a endéfitos, mientras que
aquellas asociadas no difirieron significativamente de las no inoculadas con pat6genos
(Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Emergencia de plantulas de L. multiflorum simbidticas (barras grises) y no simbiéticas (barras
blancas) con hongos endofitos y sembradas en suelo sin patdégenos Control (Ctrl) o inoculado con:
Fusarium acuminatum (Fa); Fusarium graminearum (Fg); Fusarium oxysporum (Fo); Pythium ultimun
(Py); Rhizoctonia solani (Rhi). Letras diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos
para cada variable (p<0,05).

4.3.b Experimento 2

Solo se analizaron las cajas correspondientes a F. acuminatum, F. graminearum,
F. oxysporum y R. solani. Las cajas inoculadas con P. ultimun fueron descartadas
debido a que varias semillas presentaron contaminacion con otros hongos. La presencia
de endofitos en las semillas redujo significativamente el crecimiento de dos de los
patogenos. El crecimiento de F. acuminatum tuvo una reduccion cercana al 5% que se
tornd significativa a partir del dia 3. (Fig. 4.4a; Cuadro 4.1). En el caso de R. solani la
reduccion del crecimiento del patdgeno se tornd significativa a partir del dia 3 y se
mantuvo hasta el dia 5 (Fig. 4.4d; Cuadro 4.1). Cabe sefialar que en el caso de R. solani,
al dia 5 el micelio ya habia colonizado gran parte de la caja incluyendo a la semilla. El
resto de los patdgenos evaluados no mostraron diferencias significativas en ninguna de
las fechas.
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Figura 4.4. Crecimiento de los patbégenos Fusarium acuminatum, Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani sembrados en medio Agar-Papa-Glucosa junto a semillas de L.
multiflorum simbidticas (Puntos negros) y no simbidticas (puntos vacios) con hongos endofitos. Los

asteriscos representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Cuadro 4.1. Valores F correspondientes al analisis de la varianza para los valores de crecimiento de los
patégenos Fusarium acuminatum, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani

sembrados en medio Agar-Papa-Glucosa junto a semillas de L. multiflorum simbidticas (barras grises) y
no simbiéticas (barras blancas) con hongos endofitos.(* = p<0,05)

Horas n F.acuminatum F. graminearum F. oxysporum R. solani
0 10 0,20 0,00 0,62 0,16
24 10 0,12 0,00 1,61 0,00
48 10 2,93 * 0,24 0,14 7.47 *
72 10 5,30 * 0,00 0,07 4,75 *
96 10 5,89 * 0,69 1,07 0,41
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4.3.c Experimento 3

En términos de porcentajes de emergencia, la presencia de endofitos en las
semillas de L. multiflorum tuvo efectos significativos, independientemente de la
identidad de las especies sembradas. Este efecto significativo se observo en suelo
proveniente de pastizal dominado por L. multiflorum en ausencia de patégenos (Fs13=
3,86; p=0,0280) y en presencia de R. solani (F313= 4,27; p= 0,0201). En cuanto al suelo
proveniente de pastizal nativo, solo se observl interaccion entre la presencia del
endofito en la planta viva y en el material muerto en presencia de F. acuminatum (F3 13=
3,83; p=0,0286).
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Figura 4.5. Diversidad vegetal estimada mediante el indice de Simpson en bandejas sembradas con
Bromus unioloides, Stipa neesiana y Briza minor junto a semillas de L. multiflorum simbiéticas (barras
grises) y no simbidticas (barras blancas) con el endéfito N. occultans y cubiertas con material muerto de
L. multiflorum simbio6ticas (Br+) y no simbidticas (Br-) con hongos endofitos en: a. suelo proveniente de
pastizal dominado por L. multiflorum y b. suelo proveniente de pastizal nativo inoculadas con F.
acuminatum Letras diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos para cada variable
(p<0,05).

A nivel de especie, en ausencia de patdgenos, la asociacion con enddéfitos redujo
la emergencia de la especie nativa B. catharticus en suelo proveniente de pastizal
dominado por L. multiflorum (F316= 7,81; p= 0,0130). Sin embargo estas diferencias se
borraron en presencia de patdgenos, con la excepcion de R. solani, en el cuél se observo
un efecto del enddfito promoviendo la emergencia de B. unioloides (Fz16= 5,91; p=
0,0272) (Fig. 4.6a). En este mismo suelo y en ausencia de patdgenos se observo una
interaccion entre la asociacion con endofitos en la planta viva y en el material vegetal
muerto, promoviendo la emergencia de B. minor en compafiia de plantas de
L.multiflorum simbiéticas pero solo en presencia de broza de plantas no asociada a
endofitos (Fs16= 7,35; p= 0,0154)(Fig. 4.6a). En las bandejas con suelo proveniente de
un relicto de pastizal nativo se observaron diferencias debidas a la presencia del
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endofito sobre la germinacion de B. catharticus y L. multiflorum en presencia de P.
ultimun (F3,16=4,l8; p= 0,0577 Yy F3’16= 5,60; p= 0,0309)(F|g 44b)

La presencia de endofitos redujo significativamente la dominancia dentro de las
bandejas con suelo proveniente de pastizal dominado por L. multiflorum en presencia de
material muerto de plantas no simbidticas (Fz16=4,63 p=0,0470)(Fig. 4.5a) . Por otro
lado, la presencia del endofito en el material muerto de L. multiflorum redujo la
dominancia en las bandejas con suelo proveniente de pastizal nativo inoculadas con F.
acuminatum (Fs 16=4,62; p=0,0475) (Fig. 4.5b).
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Figura 4.6. Emergencia de plantulas de L. multiflorum, Bromus unioloides, Stipa neesiana y Briza minor
sembradas junto a semillas de L. multiflorum simbidticas (barras grises) y no simbidticas (barras blancas)
con hongos endéfitos y sembradas en: a. suelo proveniente de parches de comunidad sucesional
dominados por L. multiflorum sin patdgenos (Control) o inoculado con: Fusarium graminearum, Pythium
ultimun, Rhizoctonia solani .b. suelo proveniente de un relicto de pastizal nativo sin patégenos (Control)
o inoculado con; Fusarium graminearum, Pythium ultimun, Rhizoctonia solani. Letras diferentes y
asteriscos representan diferencias significativas entre tratamientos para cada variable (p<0,05).
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4.4 Discusion

Los resultados de los experimentos de este capitulo muestran que la asociacion
entre L. multiflorum y hongos endofitos tiene efectos sobre la capacidad de los
patogenos de infectar a esta especie y a otras especies de la comunidad. La simbiosis
redujo la muerte pre-emergencia en L. multiflorum, en particular en los suelos
inoculados con F. graminearum y R. solani. El ensayo de inhibicion realizado en caja
de Petri nos permitié relacionar el efecto observado en el experimento nimero 1 con un
efecto de inhibicion del enddfito presente en la semilla sobre el crecimiento de los
patdgenos, al menos en el caso de R. solani. Este efecto protector del endofito se
propagd a otras especies de la comunidad, de manera mas clara cuando el suelo
utilizado tenia historia de L. multiflorum.

La heterogeneidad observada a nivel de patdgenos y planta puede explicarse a
través de los atributos ecoldgicos de las especies estudiadas. Por un lado la dindmica de
la germinacién de B. catharticus es comparable a la de L. multiflorum, con una
emergencia cercana al 60% en los primeros 7 dias, mientras que los individuos de S.
neesiana y B. minor comenzaban a emerger a los 5 dias, llegando al 60% alrededor de
los 15 dias (Observacién personal). De acuerdo con esta hipotesis, las especies vecinas
con una alta tasa de germinacion podrian aprovechar la ventana generada por la
asociacion a endofitos al reducir el crecimiento del patdgeno. Esto modificaria la
estructura y el funcionamiento de la comunidad. Por otro lado, este efecto nodriza, seria
dependiente de la densidad de L. multiflorum y de la frecuencia de asociacién con
enddfitos de la poblacion. El otro factor que modul6 la proteccion de los endéfitos sobre
las especies vecinas fue la identidad de los patogenos utilizados. Si bien detectamos
efectos sobre L. multiflorum en los pre-ensayos, y en el experimento numero 1,
esperariamos que el efecto del enddfito sea mayor cuando los patégenos utilizados
provengan de las mismas poblaciones de las que se obtuvieron las semillas utilizadas en
los ensayos. Nuestra hipétesis es que la co-evolucion entre las plantas asociadas a
endofitos y los patdgenos, aumentaria la magnitud de los resultados observados.

Los resultados obtenidos en el ensayo en caja de Petri muestran un retraso en el
crecimiento de dos de los cuatro patégenos evaluados, sin embargo no nos es posible
establecer si este efecto es producido por un el enddéfito o es resultado de la interaccion
del mismo con la semilla durante el proceso de germinacion. Estudios previos revelaron
que la concentracion de alcaloides en semillas es elevada en las semillas y que una
proporcion cercana al 20% se pierde por lixiviacion durante la fase de imbibicion
(Justus et al. 1997). Numerosos autores sugieren que estos alcaloides podrian tener un
efecto sobre la resistencia a la infeccion por otros hongos, tanto patogénicos como
mutualistas (Mack y Rudgers 2008). Por otro lado, nuestros resultados sugieren que
habria un efecto mediado por los cambios que el endd6fito genera en el ambiente a través
de la deposicion del material muerto y de la historia de L. multiflorum asociado a
endofitos dentro de la comunidad.

Si bien el efecto del endofito sobre la interaccion del pasto hospedante con hongos
que afectan la emergencia de plantulas se ha estudiado a nivel poblacional (Chu-Chou et
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al. 1992, Bacon et al. 1997, Panka et al. 2013) y mas brevemente a nivel de comunidad
(Rudgers y Orr 2009), hasta este momento no se habian realizado estudios que integren
estos niveles y los mecanismos involucrados. En este capitulo se investigaron los
efectos en distintos niveles de organizacion. En primer lugar se observé que el endofito
tendria para algunos patogenos efecto a nivel poblacional, luego, al poner a prueba los
mecanismos que podrian llegar a estar involucrados, se concluyé que estos efectos
podrian extenderse a niveles superiores, modificando asi la estructura y el
funcionamiento de la comunidad. Finalmente, con el tercer ensayo se puso a prueba
dicha hipdtesis, observandose que tal como habiamos propuesto, el endofito podria
alterar la relacion de otras especies no simbidticas de la comunidad con hongos
patdgenos. Futuros experimentos deberian concentrarse en buscar un mayor realismo en
el sistema de estudio, mediante la experimentacion en comunidades naturales, con
estudios a largo plazo y utilizando patdgenos aislados de estos sitios.
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Capitulo 5

MECANISMOS ECOLOGICOS DE LA RESISTENCIA A PATOGENOS.
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5.1 Introduccion

A menudo, la interaccion entre plantas y patdgenos se encuentra modulada por la
interaccién de ambos con otros miembros de la comunidad. (Fig. 5.1). (Burdon 1987).
Incluso en aquellos periodos en los que el patdgeno no se encuentra estrechamente
ligado a su hospedante, este debe sobrevivir a los cambios en el ambiente, tanto biotico
como abidtico (Burdon 1987, Johnston et al. 1996, Sabatini y Innocenti 2000a, b, 2001,
Sabatini et al. 2004). Los hongos patogenos presentan ciclos de vida complejos
debiendo algunos cumplir parte de estos sobre uno hospedante 0 mas hospedantes y otra
parte en la cual debe persistir como estructura de resistencia en el suelo (Agrios 2005a).
Durante su permanencia en el suelo, las estructuras de resistencia de estos patdégenos
tienen que atravesar situaciones de fungivoria tanto por artropodos como por nematodes
(Sabatini y Innocenti 2000a, Sabatini et al. 2002, Innocenti et al. 2011) o de estrés
generado por disturbios como un incendio o una inundacion (Johnston et al. 1996).
Finalmente, la posibilidad de que estas estructuras de resistencia y dispersion infecten a
una planta sana, dependerd en algunos casos organismos vectores que transporte los
propagulos (Kluth et al. 2002, Purcell y Almeida 2005).

En el capitulo 3 se demostré que la simbiosis de L. multiflorum con hongos
endofitos puede reducir la incidencia y la severidad del patégeno Claviceps purpurea
(Perez et al. 2013). Resultados similares fueron observados por otros autores en
distintos patosistemas (Welty et al. 1991, Wali et al. 2006, Li et al. 2007, Tian et al.
2008). Sin embargo se ha observado mucha variabilidad en los resultados, encontrando
efectos neutros e incluso positivos, atribuibles al tipo de aproximacion, identidad de las
especies, y grupo funcional de patégenos (Capitulo 2). Por lo general, las hipotesis
propuestas se enfocan en efectos directos del endofito sobre el patégeno o a lo sumo
mediados por cambios en la quimica de la planta (West y Gwinn 1993, Yue et al.
2000b, Wili et al. 2006). Sin embargo, la simbiosis con endo6fitos genera numerosos
cambios en la ecologia de la planta hospedante que podrian impactar en la dinamica de
la infeccién del patégeno, como son la manipulacion de la biologia reproductiva de la
planta hospedante (Gorischek et al. 2013) o en las interacciones con insectos a través de
la produccion de compuestos volatiles (Schiestl et al. 2006) (Fig. 5.1).

Son numerosos los insectos que visitan plantas y tienen la potencialidad de ser
vectores de enfermedades (Agrios 2005b, Gilbert 2007). En este contexto, un efecto
negativo del endofito sobre vectores de patdgenos que infectan a la planta hospedante,
podria impactar positivamente sobre esta ultima (Lehtonen et al. 2006, Pérez et al.
2013). Esta hipotesis ha sido considerada recientemente por Rla et al. (2013), quienes
observaron que la asociacion con enddéfitos podria reducir indirectamente la infeccion
de virus a través de afectar negativamente a los herbivoros vectores, en este caso,
afidos.

La simbiosis con endofitos modifica numerosos atributos de la planta hospedante
gue modulan la forma en la que la planta se relaciona con la comunidad de artrépodos
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tanto aéreos como subterraneos (Clay 1988, Omacini et al. 2001, Miranda et al. 2011,
Omacini et al. 2012). Si bien el caso mas estudiado es la interaccién con herbivoros
aereos, existen numerosas interacciones con artropodos que son moduladas por la
interaccion entre la planta y el endofito, variando de acuerdo con la identidad del
artropodo, su posicién en la cadena trofica (Faeth y Shochat 2010, Faeth y Saari 2012,
Omacini et al. 2012). Por un lado, Jani et al. (2010) encontraron que la simbiosis con
enddfitos aumentd tanto la abundancia como la diversidad de artrépodos asociados a
Achnatherum robustum. Por el otro lado, Faeth y Shochat (2010) encontraron una
mayor riqueza de artrépodos en plantas de Festuca arizonica cuando esta se encontraba
asociada a endofitos. Son numerosos los cambios que se producen en las caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y quimicas de las plantas hospedantes que podrian explicar
las diferencias en la respuesta de los insectos (Justus et al. 1997, Yue et al. 2000a, Yue
et al. 2001, Rasmussen et al. 2008a, Rasmussen et al. 2008b). Si bien no son claros los
mecanismos, algunos autores postulan que la produccion de alcaloides podrian estar
modulando estos resultados sin embargo también se ha postulado que estos efectos
podrian estar mediados por otros mecanismos como es por ejemplo, la sintesis de
compuestos volatiles (Steinebrunner et al. 2008b, a, Zhi-Lin et al. 2012). Algunos de
estos mecanismos pueden expresarse en tejidos donde no se encuentra presente el
endofito. Alcaloides como las peraminas, ergovalina y lolitrem B, aunque en bajas
concentraciones, fueron detectados en raices de L. perenne hospedante de N. lolii (Ball
et al. 1997). Por otro lado estos efectos pueden superar el tiempo de vida de la planta,
dejando sefiales aun cuando la planta ya cumplié su ciclo dentro de la comunidad.
Alcaloides como la ergovalina y en menor medida lolitrem B pueden permanecer en el
material vegetal ain después de la muerte de la planta (Clark et al. 1996, Thom et al.
1999). Estos cambios podrian modificar la permanencia del patégeno en el suelo,
modulando el impacto que estos tendrian posteriormente sobre la planta.

En este capitulo se evaluaron los mecanismos mediados por otros miembros de la
comunidad por los cuales la asociacion con endofitos podria en condiciones naturales
reducir la infeccion de la planta hospedante causada por el patégeno Claviceps purpurea
(Fig. 5.1). Las hipdtesis asociadas a este capitulo son que la simbiosis con endofitos, por
un lado, a) reduce la tasa de visitas de insectos vectores de C. purpurea a través de la
produccién de compuestos volatiles (Hip. A) y por otro lado, b) que estas plantas y/o su
broza generan cambios en el suelo que impactan sobre la supervivencia de los
esclerocios de C. purpurea durante su estadia en el suelo (Hip. B).



55

 AMBIENTE .

y: Y
ye N
. N
y- Y

Asociacion
Planta-Patogeno

/
', " HOSPEDANTE / PATOGENO

N\ ~_

~ P -

Figura 5.1. Esquema de las interacciones propuestas en este capitulo enmarcadas en el
patosistema (Modificada de Burdon, 1987). 1) Efecto del endéfito sobre la planta
hospedante; 2) cambios en los atributos morfolégicos y ecoldgicos de la planta como
resultado de la interaccion con el endéfito; 3) cambios producidos por la simbiosis en la
comunidad de insectos que impactan sobre la ecologia del patdgeno. H: Hipotesis
estudiadas en ese grupo de organismos.

Para poner a prueba estas hipotesis se realizaron dos experimentos a campo. En
un primer ensayo se estimo el efecto de los vectores en plantas simbidticas y no
simbidticas a través de la exclusion de los mismos. Se estim6 la produccién de
compuestos volatiles por medio de una “nariz electronica” que brinda una medida de los
cambios mediados por el enddéfito en las sefiales emitidas por las plantas y que podria
funcionar como un mecanismo indirecto sobre la tasa de visitas de insectos. En un
segundo experimento se estimo el efecto “legado” de la simbiosis con endofito a través
del suelo (si estuvo cultivado con plantas E+ o E-) y a través de la broza (generada por
plantas E+ o0 E-), sobre la supervivencia y viabilidad de esclerocios de C. purpurea.

5.2 Materiales y métodos

5.2.a Material vegetal

Lolium multiflorum Lam. (ryegras anual) es un pasto exotico naturalizado de gran
dominancia dentro de los pastizales de la regiébn pampeana (Soriano 1992).
Caracterizado como una especie competitiva-ruderal, su éxito en la invasion de los
pastizales Pampeanos ha sido asociada a la presencia del enddfito Neotyphodium
occultans y a la produccion de una capa gruesa de broza que reduce la germinacion vy el
establecimiento de plantulas de otras especies (Vila-Aiub et al. 2005, Gundel et al.
2009a, Omacini et al. 2009).
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Las semillas maduras de L. multiflorum fueron recolectadas de poblaciones
naturalizadas de la region Pampeana, Argentina (34°06°S, 60°25°W). Una evaluacion
preliminar mostré que estas poblaciones tenian un porcentaje de plantas asociadas a
enddfitos de un 95% (basado en la observacion a microscopio éptico de 100 semillas
teflidas con una solucion de Rosa de Bengala (Bacon y White 1994). Las semillas no
simbidticas se generaron a partir del tratamiento de las semillas simbioticas con el
fungicida sistémico Triadimenol (150 g p.a. kg™'; dosis: 5 mg por gramo de semilla).
Ambas poblaciones, simbitticas (E+) y no simbidticas (E-) fueron cultivadas en
monocultivo en parcelas adyacentes de 1 m? en el campo experimental de la facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires. Ambas poblaciones fueron cultivadas
mas de una generacion para disminuir cualquier efecto fitotoxico del herbicida. Se
permitio el flujo de polen entre ambas poblaciones con el objetivo de evitar cualquier
tipo de divergencia genética entre las mismas (Gundel et al. 2012b). De cada poblacién
se tomaron 100 semillas y se estudié la eficiencia del proceso mediante la tincion y
observacion de las semillas bajo microscopio optico (Bacon y White 1994). Este
procedimiento se repitié para cada ensayo y los porcentajes de infeccion fueron: mas de
90% de infeccion para semillas no tratadas y menor a 10% en semillas tratadas (E+y E-
respectivamente. Estas semillas fueron utilizadas para ambos experimentos.
El material muerto restante en las parcelas fue mantenido en pié hasta el momento de su
utilizacion para obtener broza de plantas simbidticas y no simbidticas (broza E+ y E-
respectivamente).

5.2.b Esclerocios de Claviceps purpurea
Los esclerocios de C. purpurea fueron cosechados de poblaciones naturalizadas
de Lolium multiflorum ubicadas en la localidad de Carlos Casares, provincia de Buenos
Aires (35°55'13.36"S 61° 9'35.12"0) durante diciembre del afio anterior a la realizacion
del experimento numero 2. Los mismos fueron conservados en las espigas, y separados
individualmente al momento de instalar el experimento.

5.2.c Establecimiento de las parcelas utilizadas en ambos ensayos.

Para poner a prueba las hipétesis mencionadas anteriormente se establecieron en
la Ea. San Claudio 35°55'13.36"S 61° 9'35.12"0) 16 parcelas ordenadas en 8 bloques de
dos parcelas cada uno. En noviembre se removio todo el material vegetal en las parcelas
y se realiz6 una solarizacién del suelo cubriéndolas con polietileno negro. De esta
manera se evitd el aporte de semillas de las poblaciones vecinas al banco y el
crecimiento de otras plantas y se redujo la supervivencia de las semillas presentes en el
banco. En marzo del afio siguiente cada parcela fue destapada y 15 dias después
sembrada al azar con 5 gramos de semillas de L. multiflorum asociado a hongos
enddfitos o libres. Las semillas fueron cubiertas con una fina capa de arena y cubiertas
con redes para evitar el consumo de las semillas por parte de aves. Estas redes se
removieron después de un mes.
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5.2.d Experimento 1

Para poner a prueba la hipotesis A, una vez alcanzado el estadio reproductivo,
pero previo a la antesis, se dividié cada parcela en dos y se clausuraron las espigas
presentes en una de las subparcelas con una bolsa de tul que impide la entrada de
insectos pero permite el flujo de polen y esporas a través del viento (Neal y Anderson
2004). Una vez completado el ciclo de la planta, esas bolsas fueron retiradas y se
determind la incidencia y la severidad como el porcentaje de espigas con al menos un
esclerocio en cada sub-parcela y el porcentaje de semillas reemplazadas por esclerocios
dentro de cada espiga, respectivamente. Complementariamente estimé el numero de
espigas por tratamiento.

Se midio por medio de una nariz electrénica (AgriNose, CNEA, Buenos Aires,
AR) la produccién de volatiles en cada una de las parcelas (Branca et al. 2003,
D'Alessandro y Turlings 2006). Este dispositivo evalia la complejidad de olores de
manera similar a la realizada por la nariz de un animal. La nariz electronica esta
conformada por un arreglo de 8 sensores y un procesador central que compara la
reaccion de cada sensor a aquella de un valor de referencia que en este caso fue aire
puro tomado a una altura de 2 mts (ver metodologia descripta por Szpeiner et al.
(2009)). Para esto se coloco el sensor en el medio de la parcela a la mitad de la altura de
los pastos presentes. Los valores de incidencia, severidad y namero de espigas por
parcela se analizaron por medio de un andlisis de la varianza (ANOVA) con un disefio
de bloques con parcelas divididas con el factor asociacion con endofitos a nivel de
parcela y exclusion de vectores a nivel de sub-parcela. La emision de volatiles de
analizé con un test de t pareado para cada sensor.

5.2.e Experimento 2

A) Persistencia y recuperacion de esclerocios de C. purpurea

Al momento de la siembra, en cada una de las parcelas se colocaron 6 bolsas de 5
x 5 cm. de tul conteniendo 10 esclerocios de C. purpurea en cada parcela (Fig. 5.2). Un
tercio de las bolsas fue cubierto con bolsas de 10 cm x 10 cm de tamafio de malla de 2
mm X 2 mm conteniendo broza de plantas E+ y la otra mitad con bolsas con broza de
plantas E- y las dos restantes con bolsas vacias (Fig. 5.3). Los porcentajes de asociacion
con enddfitos del material vegetal fueron 96% y 0% para las E+ y las E-
respectivamente.

Figura 5.2. Grupos de 10 Esclerocios de C. purpurea incluidos en cada bolsa de tul (1x) (a) y esclerocio
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La germinado (5x) (b).

relacion

hojas:canas fue 0,65 + 0,23 y 0,47+ 0,07 para las E+ y las E- respectivamente
(F12=0,52; p=0,5105). Las bolsas conteniendo esclerocios de C. purpurea se retiraron
en dos fechas de extraccion: a los 4 y a los 9 meses de sembradas las parcelas (esta
ultima fecha corresponde al final del ciclo de vida de la planta hospedante). En cada una
de las fechas los esclerocios fueron removidos, limpiados con pincel para remover
restos de suelo y esterilizados superficialmente mediante la inmersion en una solucién
0,5% de hipoclorito de sodio por 2 minutos seguida de una inmersion en agua destilada
estéril por 30 segundos. Posteriormente fueron sometidos a estratificacion a 5°C por 70
dias y luego colocados en cdmara 23° C por 50 dias (Johnston et al. 1996). Pasado este
periodo se registr6 la germinacién de los esclerocios y el numero de estromas
generados.

Figura 5.3. Bolsas de tul con esclerocios de C. purpurea colocadas en la parcela (a). Bolsa conteniendo
material muerto de L. multiflorum (b). Parcela sembrada con L. multiflorum simbiética con endéfitos, en
la que se colocaron bolsas con esclerocios de C. purpurea y material muerto de L. multiflorum por encima
de ellas (c). Parcelas sembradas con semillas provenientes de plantas simbi6ticas o no simbidticas (d).

B) Estimacién de los cambios en la comunidad de artrépodos y su efecto
sobre la persistencia de los esclerocios.

Durante la primavera se tomé una muestra de suelo de 10 cm de profundidad en
cada una de las parcelas simbidticas y no simbidticas y se la mantuvo refrigerada a 4°C
hasta iniciar el proceso de extraccion. Para extraer los organismos se utilizo el método
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de embudos Tullgren modificado (Crossley Jr y Blair 1991). Las muestras
permanecieron el dicho dispositivo por un periodo de 7 dias (Fig. 5.4).

- - 74

Figura 5.4. Imagen de los dispositivos de Tullgren utilizados en la extraccion de mesofauna.

Los especimenes adultos fueron contados e identificados a nivel de orden. Para
estos datos se calcularon los indices de Simpson (D=Y(p%)) y Shannon (H=Y(p*In(p))).
Al final del periodo de crecimiento se retiraron las bolsas conteniendo material muerto y
se estimé la perdida de biomasa.

El nimero de estromas producidos por esclerocio recuperado se analiz6 por medio
de un Analisis de la varianza (ANOVA) con la simbiosis con endofitos en las plantas
vivas como parcela principal y en la broza como sub-parcela , para un disefio de bloques
con parcelas divididas. La abundancia de cada orden de insectos y los valores obtenidos
para cada indice fueron analizados mediante un test de t pareado. La descomposicién,
expresada como proporcién de material remanente fue analizado por medio de un
Analisis de la varianza (ANOVA) con la simbiosis con endofitos en las plantas vivas y
en el material muerto como factores, para un disefio de bloques con parcelas divididas.

5.3 Resultados

5.3.a Experimento 1

Los valores netos de incidencia no difirieron entre clausura y no clausura en el
caso de las E+ y entre estas y las E- clausuradas. Sin embargo, las plantas E- sin
clausurar triplicaron los valores de los otros tratamientos (F;5=35,10; p=0,0020) (Fig. 5,
6a.) En cuanto a la severidad, solo se observaron diferencias significativas debidas a la
clausura en las plantas no asociadas a endofitos (F15=8,82; p=0,0311)(Fig. 5.6b.). En las
plantas asociadas a enddéfitos, el efecto de la exclusion fue mas de cuatro veces menor
que en las plantas no asociadas a endoéfitos tanto para la incidencia como para la
severidad (t= -4,35; p= 0,0074 y t= 4,32; p= 0,0075). A pesar de esto no se observaron
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diferencias significativa en el nimero de espigas entre los tratamientos (Fi16=0,33:
p=0,5752)

En cuanto a la emision de compuestos volatiles, la asociacion con enddfitos,
generd cambios que fueron detectados por tres de los sensores de la nariz electronica (t=
-3,03 p=0,0192; t=3,56 p=0,0088; t= 2,46 p=0,0437) (Fig. 5. 7.)
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Figura 5.6. Incidencia (a) y la severidad (b) (medias y error estandar) de C. purpurea en parcelas
sembradas con plantas de L. multiflorum asociadas (barras negras) o libres de enddfitos (barras blancas)
con tratamiento de exclusion de vectores (V-) o o sin exclusién (V+). Las letras representan diferencias
significativas entre los tratamientos (p< 0,05)
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5.3.b Experimento 2

A) En todos los tratamientos se recuperaron cerca del 60% de los esclerocios colocados.
Si bien no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la germinacion de los
mismos generados por la asociacion con endofitos (Fig. 5.8, a'y b), se observo un efecto
de la presencia de broza sobre la germinacion de los esclerocios (Fz14= 3,62; p=
0,0542), observandose una mayor proporcion de fructificaciones por esclerocio en
aquellas que fueron cubiertas con bolsas sin broza.

B) No se observaron cambios en la diversidad y composicion de la comunidad de
artropodos del suelo ni en las tasas de descomposicion del material muerto (Cuadro
5.1). La simbiosis con enddfitos no provocd cambios en la abundancia ni en la
diversidad de dérdenes de insectos presentes en las parcelas (Cuadro 5.1). En cuanto a la
descomposicion de la broza, no se observaron diferencia relacionadas con el origen de
la misma (Cuadro 5.1).
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Figura 5.8. Recuperacion (a) y namero de fructificaciones por esclerocio (b) (medias y error estandar)
de esclerocios de C. purpurea colocados bajo bolsas de malla vacias (sin broza) o conteniendo broza de
L. multiflorum asociado (Broza E+) o no asociado (Broza E-) a endofitos, en parcelas sembradas con
plantas de L. multiflorum asociadas (barras negras) o libres de endéfitos (barras blancas). Las letras
representan diferencias significativas entre los tratamientos de adicién de broza (p< 0,05)
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Cuadro 5.1. Proporcion de 6rdenes y diversidad de artrépodos (D) y (H) extraidos de suelo en parcelas
sembradas con semillas de L. multiflorum simbiéticas (E+) o no simbidticas (E-) con el endofito N.
occultans y porcentaje de biomasa remanente en las bolsas de descomposicion conteniendo material
muerto de L. multiflorum simbiético (Broza+) o no simbidtico (Broza-) con el endéfito N. occultans,
colocadas en parcelas sembradas con plantas de L. multiflorum asociadas (E+) o libres de endéfitos

(E-).

Descomposicion

Collembola Acari Larva insecta Psocoptera Formicidae D H Broza E+  Broza E-
Media
Media (ES) Media (ES) Media (ES) Media (ES) Media (ES) Media (ES) Media (ES) (ES) Media (ES)
E+ 0,52(0,1) 0,38 (0,07) 0,04 (0,03) 0(0) 0,06 (0,06) 1,84(0,1) 2,05(0,13) ?6054) 0,14 (0,03)
E- 0,36 (0,11) 0,46 (0,09) 0,12 (0,04) 0(0) 0,05 (0,03) 2,05(0,19) 2,34(0,21) ?61(?3) 0,13 (0,03)

5.4 Discusion

El efecto de la clausura a vectores sobre la incidencia indicaria que esta reduccion
en la infeccion podria estar ocurriendo a través de un efecto negativo del endofito sobre
los vectores. Las plantas simbidticas mostraron una reduccién en la infeccion
comparable en magnitud a aquella obtenida mediante la colocacion de redes de
exclusion en las plantas no simbi6ticas. No pudimos observar diferencias significativas
en cuanto al nimero de esclerocios recuperados ni a la viabilidad de los mismos, lo que
indicaria que el endofito no gener6 cambios en la abundancia del patégeno durante su
estadia en el suelo.

Son numerosas las especies que pueden tener un rol en la dispersion de C.
purpurea. Estudios realizados en estas mismas parcelas experimentales revelan que
existe una gran diversidad de insectos que podrian cumplir funcion de vectores (Marrero
2013). La produccion de azucares post infeccidn es un gran atractivo para insectos que
luego, al irse, se llevan conidios de C. purpurea, y los depositan en espigas sanas
durante el forrajeo (Alderman 1993, Prom et al. 2003, Prom y Lopez Jr 2004, Prom et
al. 2005). Otro mecanismo alternativo de dispersién mediante vectores es la transmisién
entre momentos de reposo, lo que es muy frecuente entre algunas especies de muscidos
(Marrero, com. pers.). Las diferencias en el patron de emisién de compuestos volatiles
sugieren que estos podrian estar teniendo un efecto sobre los vectores reduciendo la
infeccion de la planta hospedante.

Resulto llamativa la ausencia de diferencias significativas en la recuperacion de
esclerocios durante el segundo experimento. Numerosos autores encontraron una
relacion inversa entre la actividad de microorganismos del suelo y la supervivencia de
patdgenos en el suelo (Sabatini y Innocenti 2000a, b, Sabatini et al. 2002, Sabatini et al.
2004), por lo que seria esperable que en nuestro caso la ausencia de efectos sobre los
esclerocios haya estado relacionada con la falta de efectos sobre la comunidad de
microorganismos o con el efecto de la malla sobre el ingreso de insectos de mayor
tamafo. Otro factor que pudo haber estado involucrado fueron los periodos en los que
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se llevo a cabo el experimento. Si bien L. multiflorum germina entre los meses de marzo
y mayo, C. purpurea entra en contacto con el suelo a partir de diciembre, por lo que
estaria influenciado, durante todo el verano por los cambios generados por la generacién
anterior de L. multiflorum. Numerosos autores observaron cambios en la comunidad del
suelo asociados a la simbiosis con endofitos. En particular, en el caso de la simbiosis
entre L. multiflorum y N. occultans, Casas (2012) encontré que dicha asociacion generd
un aumento en la riqueza y diversidad de organismos del suelo, en particular de
fungivoros y omnivoros. Al observar los valores obtenidos en este capitulo para nimero
de individuos por gramos de suelo, y tasas de descomposicion, observamos que estos
difieren considerablemente de los publicados por otros autores que experimentaron en el
mismo sistema (Omacini et al. 2004, Casas et al. 2011, Casas 2012). Estas diferencias
podrian ser atribuidas al pre-tratamiento de solarizacion del suelo, aplicado para evitar
la entrada de semillas a las parcelas y remover los individuos de L. multiflorum que
podrian haber permanecido en el banco (Gill y McSorley 2010).

Nuestros resultados sefialan que la simbiosis con enddéfitos puede reducir la infeccién
por el patdgeno C. purpurea, sin embargo, los mecanismos por los cuales esto ocurre no
se ajustan a los mecanismos usualmente propuestos para explicar este efecto. A
menudo, el escape a un patdgeno es el mecanismo responsable de la falta de infeccion
en plantas susceptibles (Burdon 1987). A diferencia de la evasion o de la resistencia, en
este mecanismo la reduccion de la infeccion se debe a una combinacion de
circunstancias que evitan la llegada y el contacto entre el patdgeno y la planta
hospedante. En el caso particular de C. purpurea, la supervivencia del patdgeno y la
posterior infeccidén depende de numerosos factores tanto bidticos como abiéticos, como
son la lluvia, el viento y los insectos. Estos agentes son entre otras cosas, responsables
del transporte de conidios de una planta infectada a una sana y por lo tanto son factores
que regulan la dindmica de la enfermedad en poblaciones de la planta hospedante.
Cualquier mecanismo sin base genética que actle reduciendo la llegada del patégeno a
la planta durante el periodo en el cual esta es susceptible a ser infectada puede ser
interpretado como un mecanismo de escape. Durante este capitulo pude demostrar que
la simbiosis entre L. multiflorum y N. occultans, podria promover el escape de la planta
hospedante a la infeccion por el patdgeno C. purpurea, interactuando negativamente
con uno de los factores responsables de la dispersion como son los vectores. Esto seria
una alternativa a los mecanismos tradicionales de resistencia inducida o produccién de
compuestos fungistaticos propuestos hasta el momento por otros autores para explicar la
reduccion en la infeccidn por patdgenos en plantas infectadas (West y Gwinn 1993, Yue
et al. 2000b, Wali et al. 2006).



66



Capitulo 6

DISCUSION GENERAL

67



68



69

6.1 Introduccion

La principal intencion de esta tesis fue examinar la triple interaccion entre plantas,
hongos enddéfitos y enemigos naturales de las plantas como son los hongos patdgenos, y
el impacto que esta puede tener sobre el éxito del hospedante y la simbiosis y sobre la
estructura de la comunidad vegetal. A lo largo de la tesis se demostro que la simbiosis
con enddfitos tiene efectos tanto directos como indirectos sobre la interaccion del pasto
hospedante con ciertos hongos patogenos, y que estos efectos pueden propagarse hacia
otros componentes de la comunidad vegetal. Asimismo, la basqueda de los mecanismos
sugirio que los efectos del endofito sobre la incidencia o severidad de la infeccion
podrian estar mediados por la respuesta de otros organismos como son los insectos
vectores de patdgenos a la presencia de la simbiosis pasto-endofito. Los resultados de
esta tesis sugieren que el resultado de la interaccion planta-endofito-patogeno es
extremadamente compleja e involucra a numerosos agentes tanto biGticos como
abioticos que no habian sido considerados hasta el momento.

En numerosos trabajos se ha propuesto, que los patdgenos poseen un impacto
sobre las poblaciones que supera ampliamente a aquel causado por los herbivoros
(Mitchell 2003, Mitchell et al. 2006). Sin embargo, existe una gran escases de
informacion empirica, principalmente debido a las dificultades experimentales que estos
plantean (Mitchell 2003). La inclusion de la simbiosis con endofitos, lejos de
simplificarlo, le sum6 complejidad a este problema. A pesar de los interrogantes que
plantea esta triple interaccion, el abordaje ha sido reducido, y las aproximaciones han
sido a menudo limitadas. Los estudios publicados han soportado la hipétesis de que la
simbiosis con endofitos podria tener un efecto negativo sobre la infeccion por patégenos
(Capitulo 2) (Pérez et al. 2013). En esa linea, pero en contraposicién a las
aproximaciones clasicas, esta tesis propone que la simbiosis pasto endéfito se ubica en
un contexto de comunidad que puede tener un rol en la interaccion con los patdgenos
(Figura 6.1).

En esta tesis estudié la interaccion entre plantas, endéfitos y patdgenos a traves de
dos grandes aproximaciones: Por un lado mediante la revision y analisis de los trabajos
publicados sobre el tema a través de un meta-analisis (Capitulo 2) y por el otro,
mediante la experimentacion con plantas simbidticas y no simbioticas y patdgenos
pertenecientes a dos grupos funcionales: Asesinos y Castradores (Fig. 6.1 (1)) (Burdon
1993, Dobson y Crawley 1994). En los capitulos experimentales las aproximaciones
variaron de acuerdo a las hipdtesis que se busco poner a prueba. Se realizaron ensayos
en parcelas experimentales en la Facultad de Agronomia de los cuales surgieron
hipdtesis mecanisticas que fueron puestas a prueba mediante ensayos de laboratorio
(Capitulo 4). Posteriormente realicé ensambles de comunidades en invernaculo para
evaluar si los mecanismos observados en los ensayos a laboratorio podrian llevar a que
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el endofito extienda sus efectos a plantas vecinas no endofiticas (Fig. 6.1 (3)) (Capitulo
4). Finalmente realicé un ensayo a campo, integrando a otros miembros de la
comunidad de pastizal que podrian tener efectos sobre esta triple interaccion, como son
los insectos vectores y los microorganismos del suelo (Fig. 6.1 (4) y (5)) (Capitulo 5).
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Figura 6.1. Esquema de las interacciones estudiadas en esta tesis. 1) Cambios en los atributos
morfoldgicos y ecoldgicos de la planta como resultado de la interaccién con el endéfito que
modifican su interaccion con patdgenos; 2) Cambios en las condiciones ambientales (estrés
abiotico) que modulan la interaccion de la simbiosis con el patdgeno; 3)Efectos negativos de
la simbiosis sobre el patdgeno que impacta en otras especies que no forman simbiosis con
enddfitos de la comunidad; 4) cambios producidos por la simbiosis en la comunidad de
vectores de patdgenos que impactan en su ecologia y su relacién con la planta hospedante; 5)
Efectos de la simbiosis en la comunidad microorganismos del suelo e impactan en su
supervivencia modificando ecologia y su relacién con la planta hospedante. Las lineas
punteadas representan el efecto generado por la interaccion entre la planta y el enddfito.
Modificada de Burdon (1987)

Los resultados del Meta-analisis realizado en el Capitulo 2 sefialan que la
simbiosis con enddfitos tiene un efecto negativo sobre la infeccion por patogenos. Este
se encuentra influenciado en gran parte por el resultado negativo de los ensayos
realizados in vitro (Siegel y Latch 1991, Clay y Schardl 2002, Popay y Bonos 2008,
Rodriguez et al. 2009b), y por el grupo funcional de patdégenos con los que se realizaron
los ensayos, en particular asesinos y debilitadores (Fig. 6.2). Los mecanismos
propuestos para explicar este resultado son, principalmente la produccion de
compuestos con actividad antifungica y la mayor produccién de antioxidantes en plantas
simbidticas (White Jr y Torres 2010, Hamilton et al. 2012). Sin embargo, y tal como se
observa en los resultados de este meta-analisis, estos mecanismos no son herramientas
suficientes para predecir de qué manera ocurriria la interaccion en sistemas naturales
(Cook y Baker 1983).
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Figura 6. 2. Ciclo de vida de un pasto anual (linea continua), su hongo endéfito de transmisién
exclusivamente vertical (linea interrumpida) y dos grupos de hongos podrian causar distintos impactos en
la demografia de cada integrante de la asociacidon. (C). Castradores como es C. purpurea y, (K) Asesinos,
como lo son Pythium sp y Rhizoctonia sp.

A pesar de este claro efecto existen varias fuentes de heterogeneidad que fueron
incorporados al momento de llevar a cabo los ensayos que se muestran en los capitulos
experimentales. En particular se observo una gran heterogeneidad asociada al tipo de
experimento qué nos sefiala el efecto que tienen las condiciones ambientales sobre la
triple interaccion y el bajo grado de correspondencia entre lo observado en los ensayos
realizados en laboratorio e indica que la extrapolacion de estos resultados a sistemas
naturales podria llevar a la tergiversacion de lo que realmente ocurre en estos sistemas.
A la vez, estas diferencias resaltan el rol que el ambiente y otros miembros de la
comunidad, tienen sobre la interaccion entre las plantas, los enddfitos y el ambiente
(Pérez et al. 2013, Rua et al. 2013). Por otro lado, existe un sesgo de los ensayos
realizados en laboratorio que podrian estar inclinando la balanza de la interaccion. Los
ensayos in vitro solo pueden ser realizados utilizando aquellos patégenos que no
realizan una explotacion exclusivamente del hospedante vivo. Otra limitacion de los
ensayos realizados en condiciones de laboratorio no nos permiten detectar los cambios
gue ocurren como consecuencia de la interaccion entre plantas y endofitos (Rodriguez et
al. 2009a) (Christensen, Com. Pers.) . Se observaron asimismo diferencias asociadas al
grupo funcional de patégenos utilizados. En particular, el efecto de las simbiosis sobre
los castradores no mostré diferencias significativas, sin embargo este grupo se
diferencié significativamente de los demas. Esto resulta llamativo, ya que estos
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patdgenos tienen un vinculo més estrecho con el endofito que los debilitadores o los
asesinos, ya que deben competir con el endofito por el ovario. El endofito es transmitido
exclusivamente de manera vertical, por lo que el resultado de la interaccion entre este, la
planta hospedante, y los castradores pareceria ser un punto critico para asegurar la
persistencia de la simbiosis dentro de las poblaciones del hospedante. Por dltimo, se
observd gran heterogeneidad asociada con la identidad de las especies tanto de
hospedante y endofito como de patdgeno. En el caso particular de esta triple interaccion,
y a causa del bajo numero de experimentos, resulté imposible separar el efecto de la
identidad de las especies, de las aproximaciones metodoldgicas adoptadas por cada
grupo de trabajo. Otras fuentes de heterogeneidad fueron el grupo funcional de
patdgenos y el tipo de aproximacion utilizada.

El balance de esta triple interaccion es el resultado de la relacion entre los
organismos y el ambiente. En particular en la infeccion por patégenos castradores,
nuestros resultados sugieren que el ambiente abiotico modula los efectos del endofito
sobre la infeccidn de la planta hospedante (Capitulo 3, Perez et al. 2013). Los resultados
de este primer capitulo experimental nos indican que el ambiente abidtico puede tener
efectos sobre la incidencia y severidad del patdégeno. En condiciones control, la
incidencia y severidad de C. purpurea fue considerablemente menor cuando las plantas
se encontraban asociadas a hongos enddfitos. Sin embargo, al someter el sistema a
condiciones de estrés, este efecto se borrd, igualando los valores para plantas
simbidticas y no simbioticas. Esto se asociaria a la hipétesis que propone que el balance
de la interaccion depende de las condiciones ambientales (Garcia Parisi et al. 2012,
Pérez et al. 2013). Por un lado, mutualismo podria romperse al someter a la planta
hospedante a condiciones de estrés (Katan y Eshel 1973, Altman y Campbell 1977,
Kiers et al. 2010, Gundel et al. 2012b). Por el otro lado, muchos patégenos dependen de
elementos del ambiente tanto bidtico como abidtico para su dispersién e infeccion. Si
las diferencias entre las plantas simbioticas y no simbiéticas se encuentran asociadas a
un efecto del enddfito sobre estos, un cambio en estos elementos pueden llevar a que
uno no detecte diferencias debidas a la asociacion con el endofito (Pérez et al. 2013,
Rda et al. 2013).

En el capitulo 4 sefialamos que la asociacién entre L. multiflorum y hongos
enddfitos tiene efectos sobre la capacidad de los patdgenos de infectar a esta especie y a
otras especies de la comunidad. Se realizaron experimentos incluyendo distintos niveles
de organizacion. En primer lugar se observo que el enddfito tendria, para algunos
patogenos, efecto a nivel poblacional aumentando la emergencia de plantas simbidticas
de L. multiflorum en suelo inoculado con respecto a aquellas no asociadas a endofitos.
De este experimento derivé la hipotesis de que la interaccion entre plantas y endofitos
tendria, durante la germinacion, un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del patégeno.
Al poner a prueba los mecanismos que podrian llegar a estar involucrados mediante un
ensayo en condiciones de laboratorio, se concluy6 que estos efectos podrian extenderse
a niveles superiores, modificando asi la estructura y el funcionamiento de la comunidad.
Finalmente, con el tercer ensayo realizado en invernaculo incluyendo otras especies de
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la comunidad como son B. catharticus, B. minor y S. neesiana se puso a prueba dicha
hipotesis, observandose algunas de las predicciones propuestas.

Patogenos generalistas como los causantes de muerte pre-emergencia utilizados
en el capitulo 4, generalmente estan asociados a interacciones de competencia aparente
especies vegetales dentro de la comunidad vegetal (Hudson et al. 2006). Al comparar
con situaciones control, la presencia de patdgenos, cambia la emergencia de las especies
de la comunidad. Una observacion superficial de estas situaciones nos podrian llevar a
pensar que existen interacciones de competencia aparente entre las dos especies de
mayor dominancia dentro de la comunidad: L. multiflorum y B. catharticus (Tognetti y
Chaneton 2012). Al introducir al endofito al sistema, se observaron cambios en la
relacion entre estas dos especies, lo que podria llevar a cambios en la estructura de la
comunidad vegetal. Probablemente, el éxito de las especies dentro de la comunidad pase
a estar determinado por la habilidad competitiva de cada una. En este aspecto,
numerosos autores han sugerido que la asociacion con endoéfitos podria otorgarle
ventajas competitivas a la planta hospedante (Malinowski et al. 1997, Omacini et al.
2006, Vézquez-de-Aldana et al. 2013). Aunque no se ha puesto a prueba, este
mecanismo se corresponde con los patrones observados en los pastizales de la pampa
ondulada donde L. multiflorum se encuentra naturalizada y domina junto a B.
catharticus (Tognetti y Chaneton 2012).

El efecto del endofito sobre la interaccion del pasto hospedante con patégenos que
causan muerte pre-emergencia en plantulas se ha estudiado a nivel poblacional (Chu-
Chou et al. 1992, Bacon et al. 1997, Panka et al. 2013) y méas brevemente a nivel de
comunidad (Rudgers y Orr 2009). En esta tesis (Capitulo 4) hemos analizado la
interaccién a través de distintos niveles de organizacion. Pusimos a prueba los
mecanismos que podrian estar involucrados, y establecimos nuevas hipétesis acerca de
cémo podria impactar finalmente la simbiosis sobre la estructura y el funcionamiento de
la comunidad.

Numerosos patégenos tienen una interaccion estrecha con el ambiente,
dependiendo de este para su supervivencia y dispersién (Burdon 1987, Sabatini y
Innocenti 2000b, 2001, Kluth et al. 2002, Purcell y Almeida 2005), lo que permitiria
pensar que los cambios producidos por la simbiosis con endofitos sobre el ambiente
podrian impactar en la biologia del patdgeno reduciendo la infeccién en la planta
hospedante. A lo largo del capitulo 5 nos dedicamos a estudiar de qué manera los
cambios en el ambiente, tanto bidtico como abidtico, podrian impactar sobre la
dindmica de la infeccion por C. purpurea. Esto lo realice a traves de dos
aproximaciones, por un lado, estudié la interaccion entre la simbiosis planta-endofito y
los insectos que podrian transportar esporas de este patdégeno. Por otro lado, estudié el
impacto de los cambios generados por la simbiosis con endéfitos sobre la comunidad de
microorganismos del suelo sobre la persistencia y germinacion de esclerocios de C.
purpurea.

El tratamiento de exclusion de vectores no mostro diferencias en la infeccion de
las plantas simbioticas, sin embargo en las plantas no simbioticas, las plantas no
embolsadas tuvieron valores de incidencia y severidad que duplicaron a las simbidticas
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y a las no simbiéticas embolsadas. Estos resultados podrian estar asociados a las
diferencias observadas en la emision de compuestos volatiles entre plantas simbioticas y
no simbidticas. En estudios anteriores realizados con C. purpurea tanto Krauss et al.
(2007) como Gundel et al. (2012a) encontraron gque en poblaciones de la incidencia del
patdgeno fue mayor en plantas simbidticas. Estos resultados podrian ser atribuidos al
hecho de que en ambos experimentos estos resultados fueron observados en cultivares
comerciales y condiciones experimentales en las que probablemente no se hubieran
seleccionado interacciones entre el patdgeno y sus vectores. En nuestro caso el
experimento fue instalado dentro de poblaciones de L. multiflorum asociadas a endofitos
con més de 10 afios de antigliedad en el sitio. Para la instalacién de las parcelas se
utilizaron semillas provenientes de las mismas poblaciones, a las que se le removio6 el
endofito, siempre permitiendo el flujo génico entre plantas simbidticas y no simbioticas.
De esta manera se intentd reducir el efecto que podria tener el genotipo sobre las
interacciones.

En cuanto al efecto de los cambios generados sobre la comunidad del suelo y su
efecto en la supervivencia de C. purpurea, nuestros experimentos no nos permitieron
detectar diferencias. De la comparacion de nuestros resultados con aquellos obtenidos
por otros investigadores (Omacini et al. 2004, Casas et al. 2011, Casas 2012) podemos
concluir que esta falta de efecto sobre C. purpurea pudieron haber sido, en parte una
consecuencia de las bajas tasas de descomposicion del material vegetal y la diversidad
de microorganismos . Las diferencias entre los valores obtenidos y los descriptos por
otros autores podrian llegar a estar asociados con los pre-tratamientos aplicados para
reducir la entrada de semillas de L. multiflorum al banco (Gill y McSorley 2010).

6.2 Conclusion

A través del desarrollo de la tesis he demostrado que la simbiosis modifica a
través de diversas vias y distintos niveles de organizacion la interaccién de la planta
hospedante con los patdgenos. Los resultados de esta tesis demuestran que el endoéfito
puede tener un efecto negativo sobre la infeccion por patdgenos que afectan el éxito del
pasto hospedante en diversos estadios fenolégicos. Sin embargo, el analisis de la
bibliografia revel6 que existen numerosas fuentes de heterogeneidad entre los ensayos,
atribuible entre otras cosas a la aproximacion experimental, y el grupo funcional
utilizado para poner a prueba esta hipétesis (Capitulo 2). El pasaje de la escala de
laboratorio a una escala de campo viene acompariado por un mayor efecto de las
condiciones ambientales sobre la simbiosis y también de la simbiosis sobre el ambiente.
El balance de la simbiosis sobre la infeccion por patdgenos se encuentra fuertemente
influenciado por las condiciones ambientales. En condiciones normales, la simbiosis
con endofitos redujo significativamente la infeccion por el patdgeno castrador Claviceps
purpurea, sin embargo este efecto protector se borré al someter a la planta a
condiciones estresantes (Capitulo 3). También a escala poblacional, la simbiosis redujo
la mortalidad pre-emergencia de plantulas de L. multiflorum. EI mecanismo aparente
por detras de este efecto fue una inhibicion del patégeno causado por las semillas
simbidticas en germinacion. Esta reduccion provocd una reduccién en algunas especies



75

vecinas que pudieron utilizar ese periodo “ventana” para escapar a la infeccion
(Capitulo 4). Finalmente, al investigar los mecanismos que redujeron la infeccion por C.
purpurea en las plantas simbidticas encontramos que la simbiosis tiene efectos
negativos sobre insectos que podrian estar transportando esporas del patdgeno.

Esta tesis no solo aporta al conocimiento de la simbiosis entre pastos y endofitos,
y entre plantas y microorganismos en general, sino que brinda nuevos elementos para la
comprension de la complejidad de las interacciones dentro de las comunidades de
pastizal. Por otro lado, esta tesis nos muestra como, con relativamente poco tiempo
desde su invasion, la simbiosis con enddfitos establecio numerosas interacciones con
otros miembros de la comunidad. Finalmente, algunas de estas interacciones podrian ser
aprovechadas agrondmicamente al momento de establecer pasturas (monofiticas o
polifiticas con alta resistencia a los patégenos como asi también para reducir los efectos
negativos que tiene la infeccion por C. purpurea sobre el ganado debido a la baja
infeccion de este hongo en las plantas simbioticas.
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