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ABREVIATURAS 

DSE: Dark Septate Endophytes
MA: micorrícico arbusculares
E+: con endofito
E-: sin endofito
HSE: hifas septadas hialinas
HM: hifas micorrícicas
A: arbúsculos
C: Coils
M: microesclerocios
MT: micorrización total
AEM: Agar Extracto Malta
CEM: Caldo Extracto de Malta
PDA: Papa Dextrosa Agar 
N: Nitrógeno 
P: Fósforo
C: Carbono
F: Fusarium 
B: Morfotipos de cultivos blancos
AT: Aislamientos totales
CZ: Colonización
AS: Aislamiento
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Aislamiento e identificación de endofitos 
septados asociados a las raíces de 
Bromus auleticus en simbiosis con endofitos 
de vástago Epichloë

Las plantas pueden establecer de manera simultánea múltiples asociaciones simbióticas con di-
ferentes microorganismos; entre ellos los hongos endofitos, en los que se centra esta tesina. El 
objetivo general fue estudiar la asociación a campo entre la gramínea nativa perenne Bromus au-
leticus asociada o no al endofito foliar Epichloë, con los endofitos radiculares DSE (dark septate 
endophytes) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA). 
Se evaluó el porcentaje de colonización de hongos DSE y hongos MA teniendo en cuenta el esta-
tus de las plantas infectadas con Epichloë (E+) y no infectadas (E-). Se aislaron hongos endofitos 
a partir de las raíces de B. auleticus. Se realizó una clasificación en morfotipos a partir de las 
características cualitativas de las colonias. También se llevó a cabo la identificación morfológica 
y molecular de los potenciales DSE.
Para la colonización de hongos DSE y micorrización total no se observaron diferencias significa-
tivas, debido al estatus endofítico, además se registró una correlación negativa significativa entre 
micorrización total y colonización por DSE. Sin embargo, se observó un mayor grado de coloniza-
ción para arbúsculos en las plantas E+. En relación a los aislamientos, se obtuvieron un total de 82, 
de los cuales 48 eran posibles hongos DSE. Fueron identificados 7 organismos, tanto morfológica 
como molecularmente; y se obtuvieron 34 morfotipos. Los hongos aislados corresponden a los 
géneros Cylindrocarpon, Drechslera, Microdochium y Phoma. También se identificaron a nivel 
de especie Cylindrocarpon destructans y Fusarium oxysporum. Los géneros Drechslera y Phoma, 
fueron exclusivos de plantas E-, mientras que Cylindrocarpon destructans y Microdochium, ex-
clusivos de plantas E+. Fusarium oxysporum se aisló de ambas plantas. La abundacia y diversidad 
de las comunidades asociadas fue mayor en plantas E+, respecto a las E-. 
Los resultados obtenidos sugieren que no habría una asociación directa entre la infección con Epi-
chloë y el porcentaje de colonización por DSE. El mayor porcentaje de arbúsculos observado en 
las plantas E+ podría ser el reflejo de una mayor actividad por parte de los HMA en dichas plan-
tas. Por otro lado, la correlación negativa entre DSE y HMA podría evidenciar una competencia 
entre estos dos simbiontes de raíz. Se necesitan más estudios para determinar la naturaleza de esta 

RESUMEN
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competencia. Si bien no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de colonización 
por DSE entre plantas E+ y E-, se obtuvo un mayor número de aislamientos a partir de las E+ y 
también se observaron diferencias en las comunidades aisladas de ambos tipos de plantas. Esto 
podría indicar que la asociación con Epichloë modula de alguna manera la comunidad de hongos 
DSE que se asocia a las raíces de su hospedante.
Los resultados obtenidos en esta tesina, reflejan la complejidad que presentan los estudios en in-
teracciones múltiples. Los hongos endofitos aislados presentan diferentes respuestas dependiendo 
del hospedante, y entorno, por lo que es necesario realizar ensayos que reflejen el comportamiento 
de la asociación planta-hongo.



Natalia L. Terlizzi año 2018

07

INTRODUCCIÓN

Asociación planta-hongo

Se conoce como simbiosis a la íntima relación que establecen organismos de dos especies dife-
rentes. Este tipo de asociación se establece entre las plantas y microorganismos (Bacon y White 
2000), pudiendo encontrarse dentro de un rango desde mutualistas hasta patogénicas (Smith y 
Read 1997; Johnson et al. 1997; Jumpponen 2001; Barrow 2003). En la simbiosis mutualista, el 
microorganismo simbionte se beneficia al obtener compuestos carbonados del hospedante, quien 
a su vez obtiene un incremento en la disponibilidad de nutrientes, así como mejoras en el creci-
miento. Las asociaciones mutualistas son comunes en la naturaleza y los organismos suelen estar 
involucrados en más de una interacción en forma simultánea (Omacini et al. 2001). Un ejemplo de 
interacción multitrófica, se establece entre gramíneas, hongos endofitos foliares, hongos endofitos 
radiculares y hongos formadores de micorrizas arbusculares.

Endofitos 

El término endofito es una definición funcional, que hace referencia a aquellos microorganismos 
que colonizan inter y/o intracelularmente tejido vegetal sano, en cualquiera de sus órganos, per-
sistiendo por todo o parte del ciclo de vida de la planta, sin causarle síntomas de enfermedad (Wi-
lson 1995). Rodríguez et al. (2009) proponen la agrupación de los endofitos fúngicos en 4 clases, 
basándose en el patrón de colonización, mecanismo de transmisión entre generaciones, grado de 
biodiversidad, especificidad del tejido colonizado y roles ecológicos (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracterización de endofitos fúngicos según Rodríguez et al. (2009). No adaptados al hábitat (NAH), hace 
referencia a beneficios como tolerancia a la sequía, incrementos en el crecimiento de la planta y producción de com-
puestos tóxicos que disminuyen la herbivoría. Adaptados al hábitat (AH) beneficios que producen tolerancia al estrés 
abiótico (pH, temperatura y salinidad) como resultado de presiones selectivas del hábitat.

Endofitos de pastos

Los endofitos de pastos son un grupo particular de endofitos conformado por las especies del gé-
nero Epichloë (Clavicipictaceae, Hypocreales, Ascomycota). Estos establecen una simbiosis mu-
tualista con gramíneas C3 de la subfamilia Pooideae, típicas de estaciones frías (Iannone 2011), 
colonizando el tejido aéreo del hospedante y transmitiéndose verticalmente a través de las semi-
llas. Este grupo es monofilético y es considerado como Clase 1 según la clasificación de Rodrí-
guez et al. (2009) (Tabla 1).

Ciclo de vida. 

Los endofitos de pastos crecen de manera asintomática en el parénquima del tejido aéreo de la 
planta hospedante. Las especies asexuales del género, colonizan el ovario de las flores en desarro-
llo permaneciendo en la semilla junto con la cual son diseminadas y son transmitidas a las plantas 
hijas, en lo que se conoce como transmisión vertical (Schardl et al. 2004). Las especies asexuales 
no suprimen la reproducción de su hospedante, sino que colonizan el ovario sin alterar el desarro-
llo de la semilla, permaneciendo generalmente asociados a la capa de aleurona. De esta manera, el 
endofito obtiene como ventaja de la interacción, una forma de dispersión, protección del medio y 
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suministro de hidratos de carbono (Figura 1). En contraste, las especies del género Epichloë que 
presentan fase sexual, producen un estroma con peritecios en estructuras reproductivas, evitando 
el desarrollo de flores y causando esterilidad parcial o total en las plantas hospedantes. Las ascos-
poras producidas en los peritecios son descargadas con fuerza y son las responsables de nuevas 
infecciones, en lo que se conoce como transmisión horizontal (Schardl et al. 2004). 

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Epichloë. Modificado de Afkhami y Rudgers (2008)
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Distribución y estudios de Epichloë en Argentina. 

La mayoría de los estudios realizados sobre los endofitos Epichloë se centran en Europa y Norte 
América (Leuchtmann 1992; Saikkonen et al. 2000). En los últimos años se reportaron algunos 
estudios en Asia (Li et al. 2004; Wei et al. 2006), mientras que en África y América del Sur los 
estudios son escasos. En América del Sur, la mayoría de los estudios se concentran en la Argentina, 
donde se han registrado al menos 38 especies de gramíneas nativas infectadas por Epichloë (Figura 
2). Las especies de gramíneas han sido identificadas dentro de los géneros: Briza, Bromus, Festu-
ca, Melica, Phelum y Poa (Iannone et al. 2011), siendo las especies más recientemente detectadas 
Hordeum comosum (Gundel et al. 2010) y Poa calchaquiensis (Iannone et al. 2012b).

Si bien el ciclo de vida de Epichloë consta de un estadio asexual y otro sexual, en los estudios 
realizados en Argentina no se encontraron evidencias del estadio sexual del endofito (Iannone et 
al. 2011). 

En diversos trabajos sobre la incidencia de los endofitos en poblaciones naturales se determinó 
que la distribución de las mismas está asociada a las condiciones climáticas (Iannone et al. 2011). 
Un ejemplo de ello son las poblaciones de Bromus setifolius y Phelum alpinum en la Patagonia 
Argentina, que presentan una asociación positiva y negativa respectivamente, dependiendo del 
nivel de lluvia (Novas et al. 2007).
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Figura 2. Distribución de los hospedantes asociados a Epichloë en Argentina. Modificado de Iannone et al (2011). 
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Efectos de Epichloë sobre el hospedante 
El hongo puede proporcionar varios beneficios al hospedante, entre los que se pueden mencionar:

Promoción del crecimiento, reproducción y rebrote. Promueven el crecimien-
to vegetativo de las plantas (Schardl 2004; Malinowski y Belesky 2006; Iannone y Cabral 
2006), aumentan el porcentaje y velocidad de la emergencia (Iannone y Cabral 2006), así 
como también la producción de semillas (Gundel et al. 2011).

Resistencia a factores bióticos y abióticos. Uno de los beneficios más importan-
tes que puede obtener la planta, aunque negativo desde el punto de vista agronómico, es la 
protección contra la herbivoría. Estos simbiontes producen diferentes tipos de alcaloides, 
como alcaloides del ergot y lolitremos que afectan principalmente al ganado por su toxi-
cidad (Schardl et al. 2007; Iannone et al. 2012), pero también pueden producir lolinas y 
peraminas que resultan tóxicas contra insectos. Por otro lado, Epichloë, puede ofrecer al 
hospedante, resistencia a la sequía (Iannone y Cabral 2006).

Cambios en el entorno del hospedante. Si bien los metabolitos de origen fúngico, 
son producidos en el interior de la planta, existen evidencias que indican que son excre-
tados a través de las raíces a la rizósfera (Huang et al. 2014) y se dispersan en el suelo 
circundante, afectando la microflora, la microfauna o comunidades microbianas del suelo 
(Omacini et al. 2004; Casas et al. 2011). 

Endofitos septados oscuros (DSE)

Otros hongos endofitos, son aquellos que colonizan las raíces de la mayoría de las plantas vas-
culares, mediante hifas septadas que se desarrollan asintomáticamente. En particular, aquellos 
con hifas melanizadas y paredes gruesas, conocidos como endofitos septados oscuros (DSE, dark 
septate endophytes), constituyen un grupo heterogéneo cuyo grado de asociación con la planta 
hospedante resulta poco conocido (Newsham 2011; Mandyam y Jumpponen 2015). Estos hongos 
se caracterizan por presentar hifas y estructuras melanizadas como microesclerocios y clamidos-
poras que se observan al microscopio óptico. El estudio sobre la diversidad y rol ecológico de los 
hongos DSE es muy escaso, lo que podría deberse a criterios muy amplios y ambiguos para su cla-
sificación (Rodriguez et al. 2009). Debido a la ausencia de estructuras reproductivas en la mayoría 
de los medios de cultivos, la clasificación en base a caracteres morfológicos es difícil (Jumpponen 
y Trappe 1998; Sieber 2007), por lo que se apela al empleo de técnicas moleculares (Grunig y 
Sieber 2006; Walker et al. 2011; Knapp et al. 2012). Éstas han permitido establecer tanto su origen 
polifilético como el hecho de que la mayoría pertenecen al Phylum Ascomycota (Vandenkoorn-
huyse et al. 2002). La mayoría de los hongos DSE identificados hasta el momento están incluidos 
en los órdenes: Capnodiales, Chaetosphaeriales, Chaetothyriales, Helotiales, Leotiales, Pezizales, 
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Pleosporales y Sordariales (Jumpponen 2001; Newsham 2011; Knapp et al. 2012).
Otra herramienta para la caracterización de los hongos DSE, es la clasificación a partir de mor-
fotipos. Estas agrupaciones presentan una alta correlación entre las secuencias de ADN de los 
aislamientos incluídos en un mismo morfotipo (Lacap et al. 2003). La clasificación de Rodríguez 
et al. (2009) antes mencionada, describe a los hongos DSE como endofitos no clavicipitaceos, 
pertenecientes a la clase 4. Por lo tanto los considera un grupo funcional con estrategia de vida 
endofítica y la presencia de hifas septadas oscuras con colonización sistémica, que se restringen a 
las raíces de las plantas. De acuerdo a esta clasificación poseen un rango de hospedantes amplio 
y transmisión horizontal con dispersión mediante conidios y fragmentación de micelio (Tabla 1).

Distribución y estudios de DSE en Argentina 
La distribución de estos hongos es mundial, desde regiones templadas, subtropicales hasta las 
regiones antárticas y árticas (Mandyam y Jumpponen 2005). Se han detectado en una gran varie-
dad de plantas, cerca de 600 especies que representan alrededor de 320 géneros y 114 familias, 
incluyendo entre éstas, especies reconocidas por establecer micorrizas ericoides, orquídeoides y 
ecto- y endo-micorrizas, particularmente micorrizas arbusculares y están presentes, inclusive, en 
familias que no suelen formar asociaciones simbióticas (Jummpponen y Trappe 1998; Mandyam y 
Jumpponen 2005). El amplio rango de hospedantes junto con el hecho de que se han observado en 
familias de plantas con estrategias de vida muy diferentes, sugiere poca o ninguna especificidad 
en la interacción (Jumpponen y Trappe 1998). Se han encontrado particularmente en condiciones 
extremas como ambientes áridos y alpinos (Kovács y Szigetván 2002; Barrow 2003), salinos a áci-
dos (Zhao et al. 2015) y en suelos contaminados por metales pesados (Regvar et al. 2010; Zhang 
et al. 2013; Wang et al. 2015; Xu et al. 2016). Muchos autores han considerado que la presencia 
de melanina les confiere diversos beneficios que les permiten vivir en ambientes diversos (Li et 
al. 2011; Ban et al. 2012).
En Argentina, los hongos DSE se han encontrado en más de 48 familias de plantas de diversos 
hábitats de las provincias de Córdoba (Menoyo et al. 2007; Fracchia et al. 2009), Tucumán (Albor-
noz et al. 2014; Lizarraga et al. 2015), Buenos Aires (Rothen et al. 2017), sitios salinos de Salta 
y Jujuy (Cofré et al. 2012) y bosques patagónicos (Fernández et al. 2008; 2010; Salgado Salomón 
et al. 2013). En muchos de dichos estudios han observado que co-existen con los hongos MA en 
las raíces de las plantas. La mayoría de los trabajos realizados en nuestro país, se han centrado 
en la observación y cuantificación de la abundancia en las raíces de distintos hospedantes natu-
rales, incluyendo en sus análisis a los hongos micorrícico-arbusculares (MA). Nuestro grupo de 
trabajo ha comenzado con el aislamiento de cepas autóctonas (Cisneros 2011; Rothen et al. 2017) 
y se han realizado estudios in vitro de la interacción de una cepa de hongo DSE con hongos MA 
(Rhizophagus intraradices) co-inoculando en hospedantes como Triticum aestivum, Glycine max 
y Solanum lycopersicum, los resultados mostraron que los exudados del hongo DSE, identificado 
como Drechslera sp., tuvieron efectos promotores sobre el desarrollo de la simbiosis en tomate, 
favoreciendo el establecimiento de la micorrización, mientras que no mostraron efecto sobre los 
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diferentes parámetros de crecimiento de las plantas (Navarro 2008). Cuando esta misma cepa se 
co-inoculó con R.intraradices en plantas de Hordeum vulgare, Lolium perenne y Triticum aes-
tivum, en algunos casos la presencia del hongo DSE, redujo la colonización del hongo MA (Lo 
2013) por lo que podría existir algún tipo de competencia entre ambos en ciertas condiciones.

Proceso de colonización. Se cree que los hongos endofitos de raíz interactúan con las células 
del hospedante de varias maneras, dependiendo de las especies de plantas y del ambiente en el cual 
ocurre la colonización (Peterson et al. 2008). La mayoría de los estudios estructurales de hongos 
DSE se han realizado con dos especies, Phialocephala fortinii, debido a su amplia distribución 
geográfica, presencia en varios ecosistemas y amplia gama de hospedantes (Mandyam y Jumppo-
nen 2005; Peterson et al. 2008) y Heteroconium chaetospira, cuya interacción ha sido estudiada 
en forma exahaustiva (Usuki y Narisawa 2007). Se ha observado que la colonización aparece 
frecuentemente en los sectores más diferenciados de las raíces, sugiriendo que los hongos DSE 
reciclan los nutrientes de la zona senescente o de células muertas de las raíces y los devuelven a 
las zonas activas (Jumpponen y Trappe 1998). También se ha observado en cultivos in vitro que 
el endofito P. fortinii coloniza el meristema apical, en plántulas de Rhododendron brachyarpum, 
y luego emerge en las raíces laterales (Peterson et al. 2008).

El proceso de colonización se caracteriza por dos fases, una extrarradical y otra intrarradical, 
que presenta estructuras típicas de este grupo de hongos endofitos.

	Fase extrarradical. La colonización de P. fortinii se caracteriza por la presencia de 
hifas superficiales, que se conocen como “runner hyphae”. Se ha observado en distintos 
hospedantes, que el micelio superficial presenta hifas hialinas (Haselwandter y Read 1982; 
Newsham 1999; Väre et al. 1992), indicando que los hongos DSE son polimórficos y pro-
ducen tanto hifas melanizadas como hialinas (Barrow y Aaltonen 2001). Las hifas superfi-
ciales entran en contacto con la raíz, y sobre las células epidérmicas y particularmente en 
los pelos radiculares, forman coils (C) y penetran la pared tangencial externa de las células 
epidérmicas sin dañar la pared celular, lo que sugiere un proceso enzimático localizado (Yu 
et al. 2001a; Peterson et al. 2008) (Figura 3). En un trabajo realizado con Heteroconium 
chaetospira se describió la formación de apresorios, sin aparente degradación de la pared 
(Yonezawa et al. 2004).
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Figura 3. A- Raíz de Phragmites australis colonizada por el endofito Stagonospora sp. (in vitro) Bar 20 μm. B- 
Hifas del endofito, creciendo a lo largo de las paredes anticlinales de las células epidérmicas. Las flechas muestran 
hifopodios. Bar 20 μm. C- Hifa penetrando la epidermis, sin signos de degradación de la cutícula. Bar 1 μm. D- 
Ejemplo de penetración intercelular como resultado de una hifa empujando celulas espidérmicas (e). Bar 1 μm. 
Microscopía electrónica de barrido (de Gao y Mendgen 2006)

	Fase intrarradical. Una vez en la capa epidérmica, las hifas pueden crecer parale-
las al eje principal de la raíz del hospedante y de célula a célula dentro de la epidermis. 
Aunque no está descripto en forma exhaustiva, se ha observado que las hifas pasan desde 
las células epidérmicas a las células de la corteza mediante estrechamientos de las hifas 
que ocasionalmente dan origen a estructuras hinchadas que los autores describieron como 
apresorios (Currah et al. 1993; Yonezawa et al. 2004). Diversos estudios han mostrado 
que las hifas pueden estar rodeadas de material fibrilar de naturaleza desconocida, pero en 
ningún caso se observó una membrana perifúngica (Yu et al. 2001a; Yonezawa et al. 2004). 
Durante la colonización intrarradical las hifas pueden formar grupos de células con pare-
des celulares gruesas y melanizadas dentro de las células corticales, que se conocen como 
microesclerocios (Jumpponen y Trape 1998) (Figura 4). No siempre se ha descripto su 
función ni la naturaleza de las sustancias que acumulan. En ciertos casos como en P. forti-

A B

C D
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Figura 4. Estructuras características de un endofito septado oscuro: A- Microesclerocios (M) e hifas septadas (Hy) 
melanizadas o hialinas . Las flechas corresponden a hifas explorando la raíz. B- Detalle de hifas (flechas). Ambas 
imágenes corresponden a la hipodermis radicular de Posidonia oceanica. Bar 20 μm. Microscopía de Contraste 
Interdiferencial (de Vohník et al. 2015)
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nii se ha descripto la presencia de polisacáridos, proteínas y polifosfatos (Yu et al. 2001a). 
Una hipótesis sobre su función es que permiten que el hongo sobreviva en las raíces más 
antiguas del suelo y actúe como propágulo (Yu et al. 2001b; Peterson et al. 2008). Otra 
estructura típica que se observa en la colonización de raíces por DSE, son las clamidospo-
ras: esporas de paredes gruesas, que les permiten sobrevivir en condiciones desfavorables.

Efectos de DSE sobre el hospedante. En el estudio de las funciones de hon-
gos DSE, hacer generalizaciones es complicado, debido a su diversidad taxonómica (Addy et al. 
2005). Sin embargo, trabajos realizados en algunos géneros de DSE sugieren efectos que se men-
cionan a continuación, en algunos casos evidenciando roles contradictorios.

Promoción del crecimiento, reproducción y rebrote. Pocos trabajos se han 
realizado en nuestro país. Incrementos en la biomasa, en el número de frutos y adelanta-
miento en la floración fueron observados en soja y trigo al inocular una cepa de hongo 
DSE nativa (Navarro 2008; Lo et al. 2014). Muchos trabajos han empleado cepas origina-
rias del hemisferio norte, particularmente distintos aislamientos de P. fortinii, con efectos 
promotores del crecimiento y utilización del N y el P (Haselwandter y Read 1982; Jum-
pponen et al. 1998; Newsham 1999; Upson et al. 2009; Surono y Narisawa 2017)
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Mejoramiento en la absorción de nutrientes minerales, nutrientes orgá-
nicos y agua. Muchos de los efectos sobre el crecimiento han sido atribuidos al hecho 
de que los hongos DSE facilitarían la absorción de nutrientes y agua, especialmente en 
ambientes desfavorables para el hospedante (Jumpponen y Trappe 1998; Mandyam y Jum-
pponem 2015). Es probable que la colonización por hifas permita el acceso a fuentes de 
nutrientes solubles e insolubles, que no estarían disponibles para el hospedante (Mandyam 
y Jumpponem 2005). Diversos trabajos han demostrado incrementos en la biomasa y en los 
contenidos de N y P (Haselwandler y Read 1982; Upson et al. 2009; Mandyam et al. 2010). 
Una propiedad que se ha relacionado con estos efectos es la capacidad de los hongos DSE 
para producir diversas enzimas hidrolíticas, a través de cuya actividad pueden acceder a 
fuentes de C, N y P, que luego podrían facilitarlas a la planta hospedante (Caldwell y Jum-
pponen 2003, Mandyam y Jumpponen 2005; Newsham 2011). La utilización de fuentes de 
N orgánico, ha sido una de las más analizadas. Un ejemplo lo constituyen el empleo de 
guanina y ácido úrico, productos de excreción de ácaros y otros invertebrados del suelo, 
como única fuente de N en cultivo puro (Caldwell y Jumpponen 2003). Distintas especies 
también fueron capaces de promover el crecimiento de las plantas mediante el aprovecha-
miento de fuentes de N orgánico (Usuki y Narisawa 2007; Upson et al. 2009; Mahmoud y 
Narisawa 2013). Sin embargo, en otro casos, se observó que ciertas especies, como Hel-
minthosporium velutinum, Leptodontidium orchidicola, Pseudocercospora abelmoschi y 
Pseudosigmoidea sp., son incapaces de promover el crecimiento del hospedante utilizando 
una fuente de N orgánica (Diene y Narisawa 2009).

Se han reportado actividades enzimáticas como amilasa, celulasa, pectinasa, lipasa, pro-
teasa, xilanasa y polifenol oxidasa (Mandyam y Jumpponen 2005, Mandyam et al. 2010; 
Surono y Nariwasa 2017). Estudios in vitro realizados en organismos pertenecientes a los 
géneros Microdochium y Periconia mostraron que estos endofitos son capaces de hidro-
lizar almidón, celulosa y metabolizar sustancias complejas, sugiriendo que efectivamente 
poseen gran capacidad como saprobios (Mandyam et al. 2010). 

Resistencia a factores bióticos y abióticos. Se han observado efectos de protec-
ción tanto frente a fitopatógenos como a herbívoros (Mandyam y Jumpponen 2005). Dicha 
actividad ha sido atribuida a los efectos sobre el estado general de la planta, particularmen-
te sobre la absorción de agua y nutrientes y efectos sobre la fotosíntesis (Diene y Narisawa 
2009; Mandyam y Jumpponen 2015), a la producción de metabolitos bioactivos (Bartholdy 
et al. 2001; Tellenbach et al. 2013) y la inducción de respuestas de defensa (Tellenbach y 
Sieber 2012). Algunos ejemplos de este efecto son el caso de la enfermedad hernia de las 
coles “clubroot”, causada por Plasmodiophora brassicae, en las plantas pertenecientes a 
la familia de las Brassicaceae (Lahlali et al. 2014) y verticilosis  causadas por Verticillium 
dahliae en Brassica campestris (Narisawa et al. 2000). Aquellas plantas tratadas con Hete-
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roconium chaetospira mostraron mayor resistencia, aumentando la síntesis de hormonas in-
volucradas en la defensa, tales como ácido jasmónico, etileno y auxina (Lahlali et al. 2014).

Los hongos DSE también serían capaces de aumentar la tolerancia en ambientes con 
metales pesados. La colonización de Exophiala pisciphila en Zea mays disminuyó los 
efectos nocivos de los metales pesados, promoviendo el crecimiento de raíz y vástago y 
restringiendo la translocación de iones de las raíces a los brotes (Li et al. 2011).

Hongos micorrícicos arbusculares 

La asociación de los hongos MA con las raíces de la mayoría de las angiospermas, se considera una 
simbiosis mutualista, que favorece al hospedante, incrementando la absorción de nutrientes inor-
gánicos desde el suelo, particularmente fósforo (P) y nitrógeno (N) (Smith y Read 2008). También 
están involucrados en la tolerancia a la sequía, protección ante patógenos de raíz (Smith y Read 
1997), mejoramiento en la absorción de agua (Marulanda et al. 2003), la tasa de fotosíntesis (Black 
et al. 2000) y el metabolismo de carbohidratos del hospedante (Smith y Read 1997). Los hongos 
MA obtienen carbohidratos de las plantas, se calcula que hasta el 20% de los productos de fotosín-
tesis de las plantas terrestres son consumidos por estos hongos (Bago et al. 2000; Parniske 2008). 

Una clasificación reciente, ha incluído a los hongos MA, en el Phylum Mucoromycota, com-
prendido por los subphylum Glomeromycotina, Mortierellomycotina y Mucoromycotina (Spata-
fora et al. 2017). Glomeromycotina, es el subphylum que agrupa a los hongos MA, formado por 
cuatro órdenes Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales y Paraglomerales. Los hongos MA 
se asocian con las raíces de la mayoría de las plantas terrestres, aproximadamente entre un 70% y 
90% de familias de plantas (Smith y Read 2008). 

Proceso de colonización. Se distinguen dos fases en la colonización, una extrarradical y otra 
intrarradical con estructuras características

Fase extrarradical. Las hifas de los hongos MA son cenocíticas y se ramifican, ex-
plorando el suelo en busca de P, N y micronutrientes que luego son transferidos a la planta 
hospedante (Finlay 2008).

Fase Intrarradical. La colonización primaria se lleva a cabo luego del reconocimien-
to de la planta, las hifas entran en contacto con la raíz y forman un apresorio, que se 
desarrolla a partir de la hifa madura. Las células de las plantas desarrollan un aparato de 
pre-penetración que guía a las hifas hasta las células de la corteza donde se desarrollan las 
estructuras típicas de los hongos MA (Parniske 2008). Se reconocen tres estructuras: 
1) los arbúsculos: su formación se desencadena cuando una hifa intercelular penetra las
paredes de la célula vegetal sin romper la membrana plasmática, la cual se invagina y crece 
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acompañando el desarrollo de esta estructura. De esta manera, el hongo nunca penetra 
dentro del citoplasma y restringe su crecimiento al apoplasto de las células del parénquima 
cortical (Figura 5). Son considerados esenciales para clasificar a la simbiosis micorrícica 
como funcional (Bécard y Piché 1989). 2) Las vesículas, estructuras intrarradicales con 
paredes gruesas que pueden tener forma variable, contienen una alta proporción de lípidos 
y numerosos núcleos (Smith y Read 2008). Se originan a partir del ensanchamiento de 
una hifa y pueden ser terminales o intercalares (Peterson et al. 2004). 3) Los coils, hifas 
enruladas intracelularmente que se dirigen de célula a célula de la corteza sin romper la 
membrana plasmática (Figura 5). Se supone que, al igual que los arbúsculos, están invo-
lucrados en el transporte de fósforo (Smith et al. 2004).

Figura 5. Raíces de Bromus aulecticus teñidas con Trypan blue: A- Foto de arbúsculo. B- Foto de coils. A: 400X. 
De Vignale (2016)

Los hongos MA presentan numerosas morfologías de colonización entre dos tipos morfoflógicos: 
tipo-Arum que se define por el crecimiento hifal intercelular en la corteza de la raíz, y tipo-Paris 
que se caracteriza por el crecimiento hifal intracelular célula a célula (Gallaud 1905).  

A

B
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Interacciones multitróficas

En la naturaleza las plantas están involucradas en forma simultánea en más de una interacción 
con microorganismos (Larimer et al. 2010). Una clase de interacción multitrófica que ha recibido 
poca atención es la que se establece entre las plantas, los endofitos fúngicos foliares, y los hongos 
micorrícicos arbusculares (MA).

Hasta el momento, los estudios realizados en dicha interacción, han mostrado resultados con-
tradictorios. Si bien todavía no se ha encontrado a qué factores se deben dichas diferencias, se ha 
observado una tendencia asociada al tipo de hospedante en estudio.

En Argentina se estudió la micorrización en 3 especies de gramíneas nativas silvestres (Bromus 
auleticus, B. setifolius y Poa bonariensis) asociadas a Epichloë (E+). En los tres casos, las plantas 
E+ mostraron una mayor frecuencia de colonización por hongos MA que en aquellas plantas libres 
de endofito (E-) (Novas et al. 2005, 2009; Arrieta et al. 2015; Vignale et al. 2016, 2017). Sumado 
a esto, los resultados mostraron que las raíces de plantas provenientes de una población E-, que 
coexistieron con las E+ presentaron una micorrización semejante a las E+, mientras que cuando 
no se encontraban en contacto con las E+, su tasa de micorrización fue significativamente menor 
(Novas et al. 2005, 2009). Estudios realizados in vitro mostraron que los exudados de endofitos y 
los exudados de las raíces de plantas infectadas por endofitos, promueven el desarrollo pre-infec-
tivo (Novas et al. 2011) y la tasa de germinación de esporas y desarrollo del micelio extrarradical 
de los hongos MA (Vignale et al. 2016).

Por el contrario, en el caso de gramíneas agronómicamente seleccionadas se ha detectado una 
reducción de la micorrización y esporulación cuando las plantas estaban colonizadas por endofi-
tos Epichloë (Chu-Chou et al. 1992; Guo et al. 1992; Müller 2003; Omacini et al. 2006; Liu et al. 
2011).

En relación con la simbiosis entre endofitos Epichloë y endofitos DSE, hay dos trabajos pre-
vios, que estudian está asociación (Vandegrift et al. 2015; Slaughter 2016). Vandegrift et al. (2015) 
evaluaron la interacción múltiple en la gramínea Agrostis capillaris, en el noroeste de Estados 
Unidos (Figura 6). En dicho trabajo, estudiaron plantas asociadas al endofito foliar Epichloë y 
determinaron el porcentaje de raíz colonizada por hongos MA y hongos DSE. Trabajaron en tres 
sitios experimentales, en los cuales se manipularon las condiciones climáticas, hipotetizando que 
los simbiontes podrían competir por los recursos del hospedante y que esa competencia cambiaba 
con las condiciones ambientales de manera de maximizar el fitness del hospedante. Los resultados 
mostraron que plantas asociadas a endofitos Epichloë (E+) no afectaron la colonización de hongos 
MA u hongos DSE; sin embargo, se observó un efecto negativo en la colonización de hongos DSE 
cuando las plantas eran libres de endofitos (E-). La colonización por hongos DSE decrecía cuando 
la disponibilidad de agua para las plantas era mayor. Sin embargo los resultados fueron opuestos 
cuando trabajaron con la gramínea anual Bromus hordeaceus L., en un sitio con variación climá-
tica extrema, mayor disponibilidad de nutrientes y precipitaciones totales. En ese estudio no se 
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observó correlación entre hongos MA y hongos DSE, mientras que la infección por Epichloë mo-
dulaba la colonización por hongos DSE, siendo positiva en plantas E- (Vandegrift et al. 2015). Por 
lo que se postula que las interacciones múltiples, en las asociaciones planta-hongos, se basarán en 
la fisiología del hospedante, la disponibilidad del inóculo, la interacción de los simbiontes y los 
factores abióticos del entorno (Vandegrift et al. 2015).

Figura 6. Localización de los simbiontes en el hospedante Agrostis capillaris. A- Endofitos del género Epichloë 
creciendo entre células. B- Hongos MA colonizando las raíces de sus hospedantes, formando arbúsculos (Arb) y 
vesículas (Ves). C- Hongos DSE con hifas melanizadas y haustorio (Hst), en asociación con los hongos MA, se 
observan arbúsculos (Arb). Foto (400 ×). (de Vandegrift et al. 2015)
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Slaughter (2016) realizó un trabajo a campo en Lexington, Kentucky (Estados Unidos), con el 
fin de estudiar cómo, la presencia/ausencia del endofito Epichloë coenophiala y distintas com-
binaciones genéticas simbiontes/hospedante, afectan las interacciones planta-endofito, en la gra-
mínea invernal Schedonorus arundinaceus. Al analizar la colonización de hongos MA y hongos 
DSE, no encontró diferencias significativas debido a E. coenophiala. Sin embargo, encontró que 
la variación genotípica de Schedonorus arundinaceus y la presencia de endofitos altera la capa-
cidad funcional de los hongos MA, induciendo las estructuras de almacenamiento (vesículas) 
y aumentando la formación de arbúsculos e hifas extrarradicales en el suelo. Slaughter (2016) 
concluye que estos cambios están asociados a las condiciones climáticas, como el aumento de la 
temperatura y de las precipitaciones. A diferencia de lo observado con los hongos MA, el grado 
de colonización por hongos DSE no presentó diferencias significativas debido a variaciones ge-
néticas del hospedante. En cambio, observó una reducción de la simbiosis por parte de los hongos 
DSE, entre distintas cepas de E. coenophiala, tóxicas y no tóxicas y sugiere que la colonización 
de los endofitos radiculares podría está relacionada con las reservas de carbono de la planta, los 
efectos de endofitos foliares u otros endofitos asociados. Además, observó que el aumento de 
temperatura, duplicó la colonización de los hongos DSE, por lo que Slaughter (2016) infiere que 
las comunidades fúngicas presentes en el suelo pueden sufrir cambios en su composición debido a 
las condiciones climáticas, tal como se observó en el trabajo de Vandegrift et al. (2015).

Forrajera Bromus auleticus 

Bromus auleticus Trin. ex Nees (Pooideae) es una gramínea C3 perenne invernal nativa de Argen-
tina, sur de Brasil y Uruguay. Dentro de Argentina, donde es vulgarmente denominada cebadilla 
chaqueña, su área de distribución abarca las provincias de La Pampa, Buenos Aires, Córdoba, 
Santa Fe, San Luis, Entre Ríos y Corrientes (Gutiérrez y Pensiero 1998; Millot 2001). Se la puede 
encontrar tanto en pastizales de la región pampeana como en las sierras cordobesas y puntanas, 
sur de la región chaqueña y en la Mesopotamia hasta la mitad sur de Corrientes. Habita en suelos 
arenosos o arenosos-humíferos pero en las áreas de gran explotación agroganadera es más difícil 
de encontrar por efecto del laboreo continuado (Gutiérrez y Pensiero 1998).

Debido a su alta productividad, palatabilidad, riqueza en proteínas, persistencia a campo y 
resistencia a la sequía (Moraes y Oliveira 1990; Millot 1999; Gasser et al. 2005), es una de las 
forrajeras más valiosas en el Cono Sur (Millot 1999; Traverso 2001; Ayala et al. 2010; Bustamante 
et al. 2012).

Los antecedentes mencionados muestran que es de intéres estudiar el efecto de los endofitos 
Epichloë sobre la colonización y diversidad de hongos DSE asociados a las raíces, junto con la 
presencia de hongos MA. Esto permitirá adquirir un mejor entendimiento sobre el rol ecológico 
de diferentes asociaciones simbióticas en simultáneo en un mismo hospedante. A su vez Bromus 
aulecticus es un buen modelo de hospedante, debido a las características que presenta, que la ha-
cen una potencial forrajera. 



Natalia L. Terlizzi año 2018

23

HIPÓTESIS GENERALES

• La simbiosis entre plantas de Bromus auleticus y endofitos Epichloë favorece la coloniza-
ción de las raíces por parte de los endofitos DSE en relación a las plantas de B. auleticus
no asociadas a Epichloë.

• Las plantas de Bromus auleticus con diferente estatus endofítico se asocian a diferentes
especies de hongos DSE.

• Existe una correlación entre la colonización simultánea de raíz por DSE y hongos MA en
plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë.
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OBJETIVOS

• Evaluar la asociación entre la simbiosis Bromus auleticus-Epichloë tembladerae y el    
porcentaje de colonización de raíz por endofitos septados oscuros y hongos micorríci-
co-arbusculares.

• 	Evaluar la asociación de la simbiosis Bromus auleticus-Epichloë tembladerae sobre la di-
versidad de hongos DSE asociados a las raíces.



Natalia L. Terlizzi año 2018

25

MATERIALES Y MÉTODOS

Se muestrearon plantas de Bromus auleticus Trin. ex Nees, cultivadas a campo. En las que se 
determinó la colonización de hongos MA y hongos DSE. Se realizaron aislamientos de hongos 
DSE y se identificaron morfológica y molecularmente. Asimismo se realizaron cálculos de fre-
cuencias e índices ecológicos.

Sitio y condiciones de muestreo
Se realizó un muestreo en el mes de Mayo de 2016, en la Estación Experimental INTA Concepción 
del Uruguay, ubicada en la región Sureste de la provincia de Entre Ríos (Figura 7). Allí se cuenta 
con parcelas con plantas de Bromus auleticus Trinius, infectadas con endofitos Epichloë tembla-
derae (E+) y libres de endofitos (E-). Las plantas E- fueron obtenidas a partir de las E+ como 
consecuencia de la pérdida de viabilidad del endofito en almacenamiento a 24°C durante 6 meses. 
De esta manera las plantas E+ y E- provienen de las mismas semillas recolectadas originalmente, 
minimizando así diferencias genotípicas entre las plantas con diferente estatus endofítico.

Figura 7.  Imagen satelital de la ubicación geográfica de la estación experimental INTA Concepción del Uruguay, 
Entre Ríos, Argentina. En detalle, parcela con las plantas de Bromus auleticus.
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Bromus auleticus es una especie caracterizada por plantas cespitosas, con rizomas breves que 
forman matas cuyas cañas pueden alcanzar hasta 1 m de altura. Las panojas son erectas y pueden 
medir hasta 20 cm de longitud. Las espiguillas son grandes (2 a 3 cm) y portan entre 6 y 9 flores 
(Burkart 1969).

El clima predominante de la zona de muestreo corresponde al templado húmedo de llanura, sin 
situaciones extremas, favorable para los cultivos. Presenta dos ambientes diferenciados, el “conti-
nental” ocupando la mayor superficie y el “predelta” en la región sur. En la zona continental pre-
domina un paquete sedimentario pampeano, dando lugar a una peniplanicie, con suelos profundos 
y bien drenados (http://inta.gob.ar). Los suelos de la zona de muestreo son de origen continental, 
se los denomina Vertisoles, se caracterizan por ser muy oscuros difíciles de trabajar, con un ele-
vado porcentaje de arcilla expansiva (http://inta.gob.ar).

Las condiciones climáticas en el año 2016, se caracterizaron por presentar la temperatura pro-
medio anual (17,6 ºC) muy similar a la temperatura promedio histórica (17,8 ºC), mientras que el 
promedio anual de precipitaciones fue 1230,9 mm. En particular en el mes de mayo, la tempera-
tura y precipitaciones medias fueron de 12,5 ºC y 14,4 mm, respectivamente. Cabe destacar que 
el mes de Abril del 2016 presentó un record en precipitaciones (407,2 mm) (http://inta.gob.ar). 

Las plantas son cultivadas en una parcela de 10m x 10m, y la distancia entre ellas permite 
identificar las raíces de los individuos muestreados. Se tomaron muestras de raíces de 8 plantas E+ 
y 8 plantas E-, con un barreno de 6 cm de diámetro. Junto con las muestras de suelo y raíces, de 
cada planta se tomó una porción de tejido aéreo para corroborar el estatus endofítico de la planta.

Las muestras recolectadas fueron embolsadas en forma individual y luego rotuladas adecuada-
mente para su transporte. Se mantuvieron en heladera a 4ºC hasta su procesamiento, que no superó 
las 48 hs.

Estatus endofítico de Bromus auleticus 
Se chequeó el estatus endofítico del tejido aéreo en cada planta de B. auleticus, utilizando técnicas 
histológicas. En las hojas de B. auleticus se realizó un peeling, y con bisturí se obtuvo un raspado 
de la zona expuesta. El tejido parenquimático obtenido se montó en un portaobjetos para su tin-
ción con azul de anilina, luego de 5 minutos se observó al microscopio óptico (Clark et al. 1993). 
Como criterio se estableció que una planta es considerada infectada por endofitos Epichloë (E+), 
si se visualizan las hifas intercelulares creciendo en el parénquima cortical. 

Lavado de raíces de B. auleticus
En el laboratorio, las muestras de raíces se lavaron con abundante agua corriente y utilizando 
diferentes tamices, de manera de remover el suelo adherido y obtener las raíces de B. auleticus 
limpias. El total del sistema radicular de cada planta, fue separado en dos sub-muestras, una para 
proceder a la tinción y cuantificación de la colonización por hongos DSE y MA y la mitad restante, 
para el aislamiento de hongos DSE.
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Cuantificación de colonización de raíces de B. auleticus por hongos DSE
Para determinar el grado de colonización de las raíces por DSE, las raíces fueron teñidas con Try-
pan Blue siguiendo la metodología propuesta por Phillips y Hayman (1970).

Tinción de las raíces
Las raíces se clarificaron sumergiéndolas en una solución de KOH 10 % y se dejaron por una hora 
a 90 °C. Se enjuagaron con agua de la canilla y luego se sumergieron en una solución de HCl 0.2 
N durante 3 minutos para neutralizar los restos de KOH. Posteriormente fueron sumergidas en una 
solución de Trypan Blue (0,02 %) por 15 minutos a 90 °C. Finalmente fueron guardadas en ácido 
láctico para su posterior observación al microscopio óptico (Figura 8).

Cuantificación de las raíces
La cuantificación se llevó a cabo utilizando el método propuesto por McGonigle (1990). Se cuan-
tificaron todas las hifas septadas melanizadas o no; y microesclerocios que se observaron al mi-
croscopio en 150 campos/planta, así como también la presencia de hifas micorrícicas, arbúsculos 
y coils.

Figura 8. Esquema para tinción de hongos en raíces de Bromus auleticus.

E+
Planta

E-
Planta

Lavado de raíces Baño maría KOH 10% 
90ºC 60 min

Tinción con Trypan Blue 0.02%
90ºC 15 min

Enjuague 

Neutralización con
HCL 0.2N 3min

Preservación 
en ácido láctico

HCL 0.2N
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Aislamiento de endofitos septados oscuros (DSE)

Esterilización superficial
Una vez obtenidas las raíces correspondientes a cada planta, se llevó a cabo la esterilización su-
perficial, lavando con agua destilada estéril y agitación durante 30 segundos, seguido de una solu-
ción de NaOCl 10% durante 5 minutos y una solución de antibióticos (0,05% de Penicilina, 0,05% 
de Ampicilina, 0,05% de Estreptomicina y 0,05% de Tetraciclina) por 30 segundos. Finalmente se 
enjuagó con agua destilada estéril durante 30 segundos. Los tiempos de exposición se ajustaron 
mediante un ensayo preliminar en el cual se realizaron tres tratamientos distintos de esterilización, 
modificando el tiempo de exposición a la solución de NaOCl 10% siendo de 3 minutos, 5 minutos 
o 10 minutos. Cada 24 horas durante 3 días, se chequeó el crecimiento de hifas en cada tratamien-
to. Siendo el tratamiento de 5 minutos el óptimo, debido al crecimiento de hifas.

Sembrado de las raíces en gotas de Gel-Gro®. De cada una de las muestras esterilizadas 
se cortaron al azar, 30 fragmentos de raíces, de aproximadamente 5 mm, descartándose la zona de 
los extremos. Se sembraron en gotas de Gel-Gro® (0,35 % p/v y 0,03% MgSO4, pH 6) con cloran-
fenicol (0.01%) en placas de Petri de 15 cm de diámetro (Silvani et al. 2008) que fueron incubadas 
a 25 ºC (Figura 9). Los fragmentos se revisaron periódicamente con el fin de detectar la presencia 
de hifas en desarrollo a partir del interior de cada trozo de raíz. En caso de observar crecimiento 
de hifas, estas se transfirieron a placas de Petri de 5 cm de diámetro con agar extracto de malta 
(AEM) y se incubaron a 25ºC. En forma periódica se controló el crecimiento de las colonias, y 
se realizaron los repiques necesarios para conseguir cultivos puros en caso de contaminación o 
presencia de más de una colonia.

Los cultivos puros se conservaron en tubos pico de flauta con AEM, a 4ºC. 
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E+
Planta

E-
Planta

Lavado de raíces Esterilización superficial

Obtención de 30 fragmentos
de raíces por planta

Siembra de raíces
 en gotas Gel-Gro

Agua destilada

Agua destiladaAntibiótico

NaClO 10%

1 2

3 4

Figura 9. Esquema para el aislamiento de hongos a partir de raíces de Bromus auleticus.

Clasificación de morfotipos
En base al aspecto de las colonias y la velocidad de crecimiento de los cultivos fúngicos, los ais-
lamientos con colonias melanizadas en cultivo, fueron agrupados en diferentes morfotipos (Lacap 
et al. 2003). Se sembraron dos réplicas de cada aislamiento en cajas de Petri de 5 cm de diámetro 
con AEM. La velocidad de crecimiento se determinó midiendo el diámetro de la colonia en cm 
durante 30 días, se midieron dos diámetros perpendiculares por colonia. Otras características que 
se tuvieron en cuenta fueron el color de la colonia, anverso y reverso, de acuerdo a la tabla de 
color Munsell (1954), elevación (plana, cóncava o convexa), textura (algodonosa, aterciopelada, 
pulverulenta, con escaso micelio aéreo), tipo de micelio (aéreo o inmerso), forma del margen (en-
tero o crenado) y densidad (baja, media o alta).

Identificación

Morfológica. A partir de características morfológicas y del desarrollo de estructuras reproducti-
vas, tales como conidios y conidióforos, observados en los aislamientos tanto con colonias oscuras 
como aquellos con colonias claras en AEM, se llevó a cabo la identificación a nivel de género, 
utilizando bibliografía específica (Ellis 1971; Domsch et al. 1980). En el caso particular de los 
aislamientos del género Fusarium, fueron identificados a nivel de género en AEM y posteriormen-
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te a especie, empleando, por un lado, agar dextrosa papa (PDA), de utilidad para observaciones 
cualitativas tales como el color de la colonia y por otro lado, mediante la utilización de hojas de 
Clavel que favorece la esporulación del hongo, de acuerdo a lo propuesto por Nelson et al. (1983). 
Para ello se utilizaron hojas jóvenes de clavel, las cuales se cortaron en fragmentos de 0,5 cm x 
0,5 cm, se colocaron en un erlenmeyer con agua destilada, y se esterilizaron en autoclave. Luego, 
los fragmentos de hojas fueron colocados en cajas de Petri de 9 cm que contenían agar (15% g/L), 
empleándose 4 trozos por caja.  Fragmentos de 5 cm de diámetro de los cultivos de Fusarium sp. 
en medio AEM, fueron tomados del borde de las colonias en activo crecimiento, y repicados en las 
cajas de Petri con hojas de clavel y se incubaron a 25°C.

Molecular. En aquellos casos donde no pudo llevarse a cabo la identificación morfológica, se 
realizó la identificación molecular. 

	Extracción de ADN genómico
Los hongos se cultivaron en cajas de Petri de 5 cm de diámetro con Caldo Extracto de 
Malta (CEM) a 25ºC en oscuridad. Una vez que el hongo creció lo suficiente, se tomó todo 
el micelio, con ayuda de una espátula estéril, se colocó en papel aluminio y se mantuvo en 
freezer. La extracción de ADN genómico a partir del micelio obtenido se realizó siguiendo 
el protocolo correspondiente al kit UltraClean® Microbial DNA isolation kit (Mo BioLa-
boratories INC., Carlsbad, CA, USA). Para corroborar si la extracción de DNA genómico 
resultó exitosa, se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y revelado 
mediante GelRed™.

	Amplificación de ADN genómico
En cada una de las muestras obtenidas de ADN genómico, se realizó una amplificación de 
la región ITS del ADNr por PCR, utilizando los primers ITS4 e ITS5 (White y col. 1990). 
La mezcla de reacción con 50 μl de volumen final, estuvo compuesta de 3 μl de ADN ge-
nómico, 37 μl de agua Milli-Q y 10 μl de MIX. La MIX contuvo 1 μl de 10 mM dNTP, 5 μl 
de 10x FastStart High Fidelity Reaction Buffer con 18 mM MgCl2, 2.5 μl de DMSO, 0.5 
μl de 100 μM primers ITS4, 0.5 μl de 100 μM primers ITS5 y 0.5 μl de 5 U/μl TAQ DNA 
PolymeraseFastStart High Fidelity Enzyme Blend (ROCHE).

Antes de la reacción de amplificación se procedió a someter el ADN genómico en agua 
Milli-Q a un ciclo de desnaturalización a 98 ºC por 3 minutos, con el fin de evitar posibles 
interferencias ocasionadas por las melaninas que contienen estos hongos. Posteriormente 
se colocaron todos los reactivos y se procedió a la reacción de amplificación según las 
siguientes condiciones: 35 ciclos de desnaturalización a 98 ºC por 10 segundos, aparea-
miento a 54 ºC por 30 segundos, extensión a 72 ºC por 20 segundos, y una extensión final 
a 72 ºC por 10 min.
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Purificación de los productos de PCR
Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit UltraCleanTM PCR Clean-up 
DNA Purification Kit (MO BIO) y enviados a Corea, con los primers ITS4 e ITS5, para su 
secuenciación en Macrogen Inc. (Seul, South Korea).

Análisis filogenéticos

Las secuencias fueron editadas con el programa BioEdit 7.0 y comparadas con secuencias de 
la base de datos GenBank del Centro para la Información Biotecnológica (NCBI) utilizando el 
algoritmo BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias fueron alineadas usando el 
programa Clustal W del Mega 6.0, y el análisis filogenético mediante el criterio de máxima par-
simonia (Tamura el at. 2013). Con las secuencias proporcionadas del resultado del BLAST y las 
secuencias obtenidas se generó una matriz de distancias y finalmente, los nodos del respectivo 
árbol fueron evaluados a través de bootstrap con 1000 réplicas (Felsenstein 1985). Los parámetros 
fueron estimados con Modeltest 3.7, y los árboles fueron visualizados y editados con Tree Explo-
rer y CorelDraw 11.

Análisis estadísticos

Colonización. Las diferencias en la colonización de raíces por hongos MA y hongos 
DSE, fueron evaluadas considerando como factor principal el estatus endofítico con Epi-
chloë de las plantas. Las diferencias en la colonización se analizaron para cada estructura 
por separado (hifas septadas hialinas y melanizadas, hifas cenocíticas de hongos MA, coils 
y arbúsculos). Estas diferencias fueron analizadas utilizando modelos lineales generali-
zados, considerando que las variables presentan una distribución Binomial, que tiene en 
cuenta el número de éxitos en n ensayos. Cuando los datos presentaron sobredispersión 
se aplicó una distribución Binomial negativa. Se trabajó con el paquete lme4 del software 
estadístico R (R Core Team 2016). En todos los casos los supuestos de los análisis fueron 
chequeados.

Correlación. Para evaluar la relación entre las variables, hifas septadas melanizadas, 
micorrización total, coils y arbúsculos, se realizó un análisis de correlación. También se 
evaluó la relación entre el número de aislamientos de hongos DSE obtenidos y la coloniza-
ción por parte de estos hongos, según el estatus endofítico. Para ambos casos se realizó un 
análisis de Correlación de Pearson, utilizando el paquete Hmisc de R (R Core Team 2016). 
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Aislamiento. Se realizó un análisis de los aislamientos obtenidos según el estatus en-
dofítico de las plantas. Se trabajó con el paquete lme4 del software estadístico R (R Core 
Team 2016). 

Diversidad. Para comparar la riqueza y abundancia de especies entre las plantas en sim-
biosis con Epichloë y las plantas libres de Epichloë se trabajó con los índices de Shan-
non-Wiener (S) y Simpson (D). El primero, tiene en cuenta la riqueza y equitatividad, dan-
do información independientemente del tamaño de la muestra considerada (Poole 1974), 
el segundo índice es sensible a la abundancia de una o dos de las especies más comunes 
de una comunidad (Simpson 1949). Su valor oscila entre 0 y 1, valores cercanos a cero 
indican que la comunidad es diversa, es decir, las especies presentes se encuentran igual-
mente representadas, en tanto que valores cercanos a 1 indican la existencia de especies 
dominantes y diversidad baja.
A continuación, las fórmulas correspondientes a cada uno de los índices considerados:

Shannon – Wiener S= -Σj(pj lnpj)
Simpson inverso 1/D= 1/Σj(pj2)
pj= N°de aislamientos de la especie j/N° de aislamientos totales
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PLANTA DSE HSE HM A CM

1

3

2

4

6

5

7

0,250

0,761

0,107

0,012

0,100

0,302

0,097

01

0,017

0,198

0,157

0,532

0,175

0,335

0,420

0,067

0,435

0,664

0,492

0,267

0,378

0,019

0,547

0,581

0,333

0,411

0,598

0,572

0,181

0,110

0,242

0,227

0,229

0,233

0,233

0,694

0,205

0,102

0,304

0

0,111

0,024

0,096

0,012

0,129

0,042

0,078

0,107

0,223

0,286

0,060

0,018

0,128

0,006

0,015

0,005

0,051

0

0,026

0

0,056

0,039

0,014

0

0,145

0,053

0,038

0,019

0,063

0,014

0

0,049

0,059

0,054

0,044

0,051

0,053

0

0,025

0,048

0,038

0,031

0,037

0,048

STATUS

E+

E-

2

3

5

4

6

7

RESULTADOS

Cuantificación de la colonización por hongos DSE y hongos MA en raí-
ces de B. auleticus 

En todas las plantas se observaron estructuras de hongos DSE como microesclerocios e hifas sep-
tadas melanizadas; y estructuras de hongos formadores de micorrizas arbusculares (Figura 10)
(Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias observadas para cada tipo de estructura cuantificada. Hongos septados oscuros (DSE), hifas 
septadas hialinas (HSE), hifas micorrícicas (HM), arbúsculos (A), coils (C), microesclerocios (M) para cada esta-
tus endofítico, plantas con endofito (E+) y plantas sin endofitos (E-). 

M
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Figura 10. Imágenes correspondendientes a raíces de Bromus auleticus teñidas con Trypan Blue. Las imágenes 
A, B, C y D, corresponden a raíces de plantas E+; las imágenes E; F; G; H; I; J; K y L corresponden a raíces de 
plantas E-. A- Hifas septadas melanizadas (flecha amarilla) y hialinas (flecha blanca). B- Hifas septadas melaniza-
das. C- Hifa septada hialina en un pelo radicular. D- Coil (C). E. Arbúsculos (A). F- Hifa micorrícica y arbúsculos 
(A). G- Microesclerocio (M) e hifas septadas melanizadas (flecha). H- Microesclerocio (M). I- Hifa septada mela-
nizada (flecha). J- Coil (C). K- Coil (C), microesclerocio (M) e hifa septada melanizada (flecha). L- Hifa septada 
hialina (flecha blanca) y melanizada (flecha amarilla).
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La simbiosis, medida como la extensión total de la colonización por hongos DSE (DSE), mico-
rrización total (MT), arbúsculos (A) y coils (C) fue mayor en plantas E+, sin embargo, no mos-
tró diferencias significativas debido al estatus endofítico de Epichloë (ZDSE=-0.376 p=0.707; 
ZMT=0.426 p=0.67). 
Al analizar la colonización micorrícica, no se observaron diferencias significativas para coils (C) 
(ZC=-0.705 p=0.481) debido al estatus endofítico, las diferencias sólo fueron significativas en 
el caso de los arbúsculos, siendo mayor el grado de colonización en las plantas E+ (ZA =3,559 
p=0.00037) (Figura 11)

Figura 11. Porcentaje de colonización de hongos DSE, micorrización total (MT), arbúsculos (A) y coils (C) para 
cada estatus endofítico. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Correlación de las variables estudiadas en B. auleticus

Entre las variables DSE, arbúsculos y coils, la correlación fue negativa (P DSE-A= -0.42 p=0.13; P 
DSE-C= -0.28 p=0.34; PA-C= -0.20 p=0.48). Mientras que fue significativamente negativa entre mi-
corrización total y DSE (PDSE-MT= -0.54 p=0.04). Asimismo, entre las variables micorrización to-
tal y arbúsculos, la correlación fue significativamente positiva (PA-MT= 0.93 p<0,0001)(Figura 12)

Figura 12. Correlación entre las variables, hongos DSE, arbúsculos (A), coils (C) y micorrización total (MT).

Aislamiento de hongos endofitos 
Se obtuvo un total de 82 aislamientos que fueron identificados a 15 especies y 7 géneros. Los 
aislamientos se dividieron en tres grupos, hongos DSE, Fusarium spp. y cultivos blancos, depen-
diendo de las características de las colonias (Tabla 3). 

Tabla 3. Aislamientos totales de plantas E+ y E-.

Aislamientos 
caracterizados 
como morfotipos de:

PLANTAS E+ PLANTAS E-

Hongos DSE

Fusarium

Cultivos blancos

31

11

7

17

11

7
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Los organismos agrupados como posibles Fusarium spp., aislados tanto de plantas E+ como E-, 
fueron identificados como Fusarium oxysporum. Se observaron tanto macroconidios, como mi-
croconidios característicos (Figura 13). 

Los aislamientos caracterizados como cultivos blancos, no fueron identificados en esta instancia.

Figura 13. Aspecto general de la colonia y estructuras reproductivas de Fusarium oxysporum A. Anverso y rever-
so de la colonia en PDA. B y C. Detalle de microscopio A: 400X. B. Microconidios (flechas amarillas) y macro-
nidios (flechas blancas). C. Monofialide (flechas blancas).
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Análisis de aislamientos
Se analizó el número de aislamientos obtenidos según el estatus endofítico y, la correlación entre 
colonización y aislamientos de hongos DSE obtenidos. No se observaron diferencias significati-
vas para DSE (ZDSE= -1,599 p=0,11), Fusarium sp. (ZF=0,113 p=0,91) y morfotipos de cultivos 
blancos (ZB= 0,143 p=0,887), según el estatus endofítico. Asimismo se analizaron los aislamien-
tos totales, y no mostraron diferencias significativas (ZAT= -1,143 p=0,253).
La correlación entre colonización y aislamientos de DSE, obtenidos a partir de plantas E+ y plan-
tas E-, no mostró correlación entre las variables (PCZ-AS= 0.11 p=0.72) (Figura 14).

Figura 14. Correlación entre las variables, colonización y aislamiento de hongos DSE .

Clasificación de hongos DSE en morfotipos
Del total de los aislamientos de hongos obtenidos a partir de las raíces de B. auleticus, se decidió 
trabajar con 48 aislamientos, debido a sus características cualitativas como la coloración oscura 
de la colonia en AEM, siendo esta característica afín a los hongos DSE. Se llevó a cabo la clasifi-
cación y agrupamiento en morfotipos, en función de las características de las colonias y velocidad 
de crecimiento, como se indicó en materiales y métodos. En la tabla 4 se describen los morfotipos 
correspondientes a cultivos de 30 días en AEM a 25ºC. Se identificaron 34 morfotipos, de los 
cuales el morfotipo 1 y el morfotipo 13 están presentes tanto en plantas E+, como en plantas E-. 
De los morfotipos restantes, 20 pertenecen exclusivamente a plantas E+ y 11 son exclusivos de 
plantas E-. Se observaron diferencias en la velocidad de crecimiento, lo que permitió agrupar los 
morfotipos en 5 grupos, que se aprecian en la tabla 4.
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Tabla 4. Morfotipos de hongos aislados de raíces de plantas de Bromus auleticus caracterizados según velocidad 
de crecimiento y características macroscópicas de las colonias. La velocidad de crecimiento, medida como el 
diámetro de la colonia a los 10 días, está indicada con diferente color: gris <2,5 cm; amarillo 2,55-3,55 cm; verde 
claro 3,6-4 cm; verde oscuro 4-4,25 cm y salmón 5 cm.
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Identificación

De los 48 aislamientos, 7 pudieron ser identificados a nivel género, 5 mediante caracteres morfo-
lógicos y 2 por caracteres moleculares. Los 41 aislamientos restantes, no llegaron a identificarse 
morfológicamente, debido a la ausencia de estructuras reproductivas que permitieran su identifi-
cación. En la Tabla 5, se presenta la lista de especies y/o géneros identificados. 

Tabla 5. Diversidad de los aislamientos de hongos dematiáceos identificados por caracteres morfológicos y/o 
moleculares y del género Fusarium. Se presenta su agrupación según su clasificación taxonómica y estatus de 
aislamiento.

Morfológica
Los aislamientos que pudieron ser identificados morfológicamente correspondieron a los siguien-
tes géneros Cylindrocarpon, Drechslera, Microdochium y Phoma. También se identificó a nivel 
de especie Cylindrocarpon destructans. Los hongos aislados exclusivamente de plantas E+ co-
rrespondieron a los géneros Cylindrocarpon, Microdochium y la especie Cylindrocarpon des-
tructans (Figua 15.), mientras que los aislados exclusivamente de plantas E- corresponden a los 
géneros Drechslera y Phoma (Figura 16). 

40



Natalia L. Terlizzi año 2018

Figura 15.  Colonias de hongos aislados e identificados a partir de plantas con Epichloë. A- Cylindrocarpon sp., 
las flechas muestran macro y microconidios. B- Cylindrocarpon destructans, con conidioforo (flecha). C- Micro-
dochium sp. se observan clamidosporas (C) y conidios (flechas). A: 400X.
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Figura 16: Colonias de organismos aislados e identificados de plantas sin Epichloë. A- Phoma sp. con clamidos-
poras (C). B- Drechslera sp. se observa conidióforo (flecha)

BB

Molecular
Fueron identificados únicamente por caracteres moleculares dos aislamientos, uno de ellos con 
secuencias altamente similares a Microdochium sp., mientras que el otro aislamiento, presentó 
resultados ambiguos al realizar los ánalisis filogenéticos. Cabe destacar que se realizaron tanto las 
extracciones como las reacciones de amplificación del ADN en todos los hongos aislados como 
potenciales DSE, pero los resultados fueron positivos sólo en los dos casos mencionados. 

Análisis filogenéticos
Se amplificó la región que codifica para la subunidad menor del ribosoma (5.8S), la que incluye 
los espacios intergénicos ITS4 e ITS5, para 2 de los aislamientos. La secuencia amplificada com-
parada en el BLAST arrojó un alto porcentaje de cobertura (92%) y similitud (94%) en uno de los 
casos con Microdochium sp, este resultado fue corroborado mediante un árbol filogenético (Figu-
ra 17). Al comparar la secuencia de la otra cepa en el BLAST, mostró una similitud del 98-97% y 
una cobertura del 99% con especies de los géneros Thielaviopsis y Setophoma y aislamientos de 
Pleosporales. Los análisis filogenéticos realizados hasta el momento no permitieron resolver en 
forma consistente la ubicación de la secuencia de esta cepa (Tabla 6). Se continuará trabajando 
en el análisis de esta secuencia.
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 GU566298 Microdochium bolleyi

 23a2

 KT270267 Microdochium sp.

 KT268490 Microdochium sp.

 KX067817 Microdochium bolleyi

 AF455402 Microdochium sp

 AJ279454 Microdochium bolleyi

 EF187912 Microdochium nivale

 AF067642 Microdochium nivale

 FJ196306 Alternaria alternata

100

99
95

81

84

56

80

1

Figura 17. Árbol filogénetico construído con el método de Máxima Parsimonia, a partir de aislamientos de endo-
fitos dematiáceos, de las raíces de B. auleticus, basado en secuencias de los ITS ADNr. Modelo evolutivo: Tamura 
3-parámetros. En cada nodo se muestran los soportes de bootstrap. Grupo externo: Alternaria alternata.

Tabla 6.  Lista de géneros y especies, con alto porcentaje de cobertura e identidad, obtenidos en el GenBank, a 
partir de una de las secuencias amplificadas. 
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Análisis ecológicos

Para comparar la comunidad de hongos endofitos en plantas E+ y plantas E-, se calculó el índice 
de Shannon-Wiener y Simpson, cuyos valores correspondientes pueden observarse en la Tabla 7. 

Tabla 7. Índices de Shannon-Wiener y Simpson inverso correspondientes a las comunidades de hongos DSE ais-
lados de las raíces de Bromus auleticus.

Shannon – Wiener (H)

Simpson Inverso (1/D)

2,77

20

2,39

14,3

PLANTAS E+ PLANTAS E-

Los valores de ambos índices fueron mayores, para las plantas E+ (H=2,77 y 1/D=20), respecto a 
los valores observados para plantas E- (H=2,39 y 1/D=14,3).

44



Natalia L. Terlizzi año 2018

DISCUSIÓN

Uno de los requisitos para el manejo sustentable del suelo, que conduzca a un incremento de la 
productividad, es el reconocimiento de las causas, y la evaluación de los cambios bióticos (estruc-
tura y dinámica de las microcomunidades) y abióticos en este medio. 

La rizósfera es una zona muy delgada de suelo íntimamente asociada a las raíces (Dobbelaere 
et al. 2003). Esta zona es rica en nutrientes en comparación con el resto del suelo debido a la 
acumulación de exudados de las plantas, que proveen de una importante fuente de energía a los 
microorganismos. Esto se ve reflejado en la abundancia y diversidad de organismos alrededor de 
las raíces que supera en varios órdenes el resto del suelo (Weller y Thomashow 1994). Las raíces 
de las plantas son frecuentemente colonizadas por numerosos tipos de organismos presentes en la 
rizósfera en forma simultánea.

Los endofitos de pastos (Epichloë spp.) se asocian de manera mutualista con gramíneas C3 y 
además de brindarle a sus hospedantes diversos beneficios, se sabe que puede modular la comuni-
dad de organismos con los que la planta interactúa (Omacini et al. 2004). Estos hongos han sido 
estudiados en el campo de las interacciones múltiples en relación con los hongos que se asocian 
a las raíces como los hongos MA, con resultados antagónicos. Por un lado se ha observado, que 
las gramíneas seleccionadas agronómicamente asociadas a Epichloë, inhiben la micorrización 
del hospedante (Chu-Chou et al. 1992; Guo et al. 1992; Müller 2003; Omacini et al. 2006; Mack 
& Rudgers 2008; Liu et al. 2011), mientras que en las gramíneas silvestres se ha observado una 
asociación positiva entre ambos simbiontes (Novas et al. 2005, 2009; Arrieta et al. 2015; Vignale 
et al. 2016, 2017). Otros hongos endofitos, que se han incorporado al estudio de las interacciones 
múltiples, han sido los hongos DSE.  

En este trabajo se estudió por primera vez la asociación entre endofitos foliares Epichloë y endo-
fitos de raíz DSE en Bromus auleticus. 

La hipótesis del trabajo, se centró en la relación entre dos simbiontes fúngicos asociados a 
diferentes tejidos del mismo hospedante. Se esperaba que el endofito foliar Epichloë favoreciera 
la colonización de los hongos DSE. Los resultados mostraron que la colonización de endofitos 
de raíz fue mayor en plantas E+, sin embargo, las diferencias observadas entre plantas asociadas 
a Epichloë y plantas libres, no fueron significativas, por lo que nuestra hipótesis no fue susten-
tada por los resultados obtenidos. Los estudios sobre esta interacción son prácticamente nulos. 
A nuestro conocimiento, sólo hay dos trabajos previos que estudian las interacciones múltiples 
gramínea-Epichloë-hongos DSE. Vandegrift et al. (2015) no observaron diferencias significativas 
en la colonización de los hongos DSE, en Agrostis capillaris. Resultados similares se observaron 
en el trabajo a campo de Slaughter (2016) con la gramínea Schedonorus arundinaceus, donde no 
se observaron diferencias significativas en la colonización de hongos DSE, debido a la presencia 
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o ausencia de Epichloë. Ambos resultados coinciden con lo observado en esta Tesis.
A partir de estudios previos, se postula que los endofitos Epichloë asociados a Bromus auleticus, 
aumentan la micorrización en la planta hospedante (Vignale et al. 2016; 2017). En este trabajo la 
colonización micorrícica total no presentó diferencias significativas en plantas E+ y E-, lo mismo 
que observaron Vandegrift et al. (2015) y Slaughter (2016). Sin embargo, al analizar las estruc-
turas por separado, se observó un número significativamente mayor de arbúsculos en las plantas 
E+, que podría estar asociado a una mayor actividad de los hongos MA. Slaughter (2016) observó 
en su trabajo, que la presencia del endofito foliar Epichloë y la variación genética de la gramínea 
Schedonorus arundinaceus, alteran la formación de estructuras involucradas en la transferencia de 
nutrientes como los arbúsculos.

Los efectos observados en el desarrollo de gramíneas asociadas a endofitos Epichloë son me-
diados por la producción de metabolitos primarios y secundarios del hongo o como resultado 
de la asociación simbiótica. Se demostró que los exudados de plantas infectadas con Epichloë, 
incrementan la longitud y ramificación de las hifas pre-infectivas de hongos MA, respecto de 
plantas no infectadas (Novas et al. 2011). Vignale et al. (2017) demostraron que exudados de 
Epichloë incrementaron la germinación de esporas del hongo MA, Gigaspora rosea in vitro. A 
su vez exudados de las raíces de B. auleticus asociadas a Epichloë promovieron la colonización, 
longitud hifal y esporulación de Rhizophagus intraradices. Estos compuestos serían incorporados 
al suelo a través de los exudados radiculares, siendo responsables de modular la comunidad de 
los microorganismos rizosféricos, quienes, a su vez, tienen un rol central en la utilización de los 
nutrientes y, por lo tanto, en promover el desarrollo del hospedante y de plantas vecinas. Otros 
estudios sugieren que los alcaloides pueden ser responsables de la reducción en la colonización 
micorrícica en plantas E+ (Antunes et al. 2008; Mack y Rudgers 2008). 

Larimer et al. (2010) realizaron un meta-ánalisis entre tres tipos de simbiontes, entre ellos, los 
hongos MA y endofitos foliares, como Epichloë. Evaluaron las tendencias entre simbiosis simul-
táneas y la relación simbionte-planta. La mayoría de los trabajos basados en interacciones, entre 
hongos MA y hongos endofitos, mostraron una relación negativa entre los simbiontes. Las inte-
racciones entre endofitos foliares-planta pueden variar, entre beneficiosas y antagónicas (Ahlholm 
et al. 2002; Cheplick 2007). Al analizar la relación entre endofitos foliares, con distinta respuesta 
de interacción, y hongos MA, los resultados fueron diferentes, a lo observado cuando el endofito 
foliar se encontraba solo. En estos casos, se observó que los efectos negativos de los endofitos, 
tienden a disminuir en la asociación simultánea con hongos MA, mientras que el efecto de los 
endofitos beneficiosos no se vio afectado por la interacción simultánea (Larimer et al. 2010).

Con estos antecedentes y los resultados obtenidos en los que se observó que la presencia de 
Epichloë  incrementaba la presencia de arbúsculos, se concluyó que estos endofitos podrían estar 
favoreciendo la actividad de los hongos MA. También es importante destacar, que los factores 
abióticos pueden jugar un importante papel y si bien no se realizaron ensayos manipulativos, el 
mes anterior al muestreo registró un récord en precipitaciones.
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Tanto la colonización por hongos DSE como por hongos MA, no presentaron diferencias sig-
nificativas en plantas con Epichloë y plantas libres del endofito foliar. Sin embargo, al analizar 
la correlación entre ambos endofitos fúngicos, se encontró una correlación negativa. Esto podría 
indicar algún tipo de antagonismo entre estos dos simbiontes de raíz. Los estudios sobre este 
tipo de interacción, entre dos simbiontes de raíces, son escasos y con resultados contradictorios 
(Kandalepas et al. 2010; Urcelay et al. 2011; Lingfei, Anna y Zhiwei 2015). Vandegrift et al. 
(2015) reportaron, en su trabajo a campo, una correlación positiva entre hongos DSE y hongos 
MA, en la gramínea Agrostis capillaris, sin embargo los resultados fueron opuestos al evaluar la 
colonización por estos hongos, en Bromus hordeaceus L., bajo condiciones climáticas extremas. 
Asimismo, se observó mayor colonización por hongos DSE, en plantas libres de Epichloë. Estu-
dios previos mostraron que los exudados de Dreschlera sp, hongo endofito aislado de Lolium mul-
tiflorum, estimularon la longitud y ramificación de las hifas de hongos MA in vitro, demostrando 
que los hongos DSE pueden afectar el desarrollo de los hongos MA (Scervino et al. 2009). Estos 
efectos son similares a los producidos por Epichloë (Novas et al. 2011). Sin embargo estudios 
realizados en invernadero, mostraron que tanto Dreschlera sp., hongo DSE, como Cylindrocarpon 
sp., también endofito, no incrementaron el porcentaje de colonización por hongos MA en sorgo 
(Vaz et al. 2012).  

Por otro lado, aunque la colonización por hongos DSE en plantas E+ y E- no mostró dife-
rencias significativas, en contraste con este resultado, se obtuvo casi el doble de aislamientos a 
partir de plantas con endofito aéreo. Estos resultados se reflejaron en la ausencia de correlación 
entre ambas variables, corroborada en los análisis de correlación de Pearson. La existencia de 
microorganismos viables, e inclusive metabólicamente activos, asociados a plantas, que no son 
cultivables en medios y condiciones de laboratorio, ha sido comprobada y ha promovido el desa-
rrollo de métodos de detección independientes del cultivo (Wilson y Lindow, 2000). En nuestro 
caso, los resultados estarían indicando que algunos de los endofitos de raíz presentes en plantas 
E- presentarían la imposibilidad de ser aislados y de crecer en las condiciones empleadas. Esto nos 
lleva a pensar, en principio, que las condiciones distarían de las presentes en su entorno natural 
y puede ser el caso de hongos con un mayor grado de dependencia por el hospedante y/o por la 
comunidad de microorganismos asociados, y ocurre, por ejemplo con ciertos simbiontes obliga-
dos (Ritz, 2007). La aplicación de nuevas tecnologías en relación con estudios de diversidad de la 
comunidad de microorganismos asociados a plantas, tal como la metagenómica, permite detectar 
organismos extremadamente difíciles de cultivar (Price et al. 2009) y han  revelado una gran bio-
diversidad microbiana desconocida en comparación con los métodos convencionales (Ritz, 2007). 
Análisis de esta índole y la existencia o no de mayor dependencia por el hospedante o su entorno 
natural, son aspectos que excenden los límites de este trabajo, pero constituyen cuestiones a con-
siderar en futuros estudios.
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La identificación de los organismos fúngicos aislados, es de importancia en el estudio de las 
interacciones multitróficas. El aislamiento a partir de raíces de Bromus auleticus permitió obtener 
hongos dematiáceos que crecieron desde el interior de las raíces, de los cuales, sólo una minoría 
(15%) pudo ser identificada taxonómicamente utilizando caracteres morfológicos y/o molecula-
res. Estos hongos fueron identificados como especies pertenecientes a los géneros Cylindrocar-
pon, Drechslera, Microdochium y Phoma. 

El género Cylindrocarpon, tiene distribución mundial, encontrándose en ambientes de condi-
ciones diversas, las especies de este género son conocidas como saprobios de suelo, y patógenos 
de plantas, infectando raíces y tallos (Brayford 1993). Especies de este género han sido estudiadas 
como patógenos del manzano en Sudáfrica (Tewoldemedhin et al. 2010), pero también existen 
estudios donde se aisló como endofito a partir de las raíces de Myrtus communis, y al inocular 
en sorgo, se observó un aumento significativo del peso seco en vástago (Vaz et al.2012). En este 
trabajo se ha llegado a identificar un aislamiento como Cylindrocarpon destructans,  debido a las 
características cualitativas de la colonia y a la presencia de microconidios no septados, obtenido 
a partir de una planta E+. 

Especies del género Drechslera han sido aisladas como DSE, en nuestro país, a partir de dis-
tintos hospedantes como Lolium multiflorum y Triticum aestivum (Scervino et al. 2009; Rothen 
2010; Cisneros 2011). Asimismo, se co-inoculó una de las cepas en especies vegetales de impor-
tancia económica como cebada (Hordeum vulgare), trigo (Triticum aestivum), tomate (Solanum 
lycopersicum) y soja (Glycine max), y en ninguno de los casos se observaron efectos deletéreos o 
síntomas de enfermedad, indicando que la asociación en este caso es benéfica o neutral (Navarro 
2008; Lo 2013). Estos resultados coinciden con Vaz et al. (2012), quienes aislaron endofitos del 
género Drechslera, a partir de raíces de Myrtus communis, en la zona mediterránea de Europa, y 
observaron que, si bien al inocular en sorgo, colonizó con éxito las raíces, se mostró neutral ante la 
asociación. En nuestro trabajo se aislaron dos cepas pertenecientes a este género, ambas asociadas 
a plantas E-.

Especies del género Microdochium han sido descriptas por Mandyam et al. (2010) como hon-
gos DSE. En ese estudio, los endofitos de raíz se aislaron de pastos nativos de Kansas, Estados 
Unidos, asimismo, se realizaron ensayos de re-síntesis, en puerro y Andropogon gerardi, y los 
resultados mostraron que Microdochium sp. formó clamidosporas melanizadas en células corti-
cales, pero no se observó la formación de hifas melanizadas. Por otro lado, la asociación de estos 
hongos tuvo una respuesta positiva para A. gerardi y neutral en puerro. El género Microdochium 
ha sido poco estudiado y las especies del género no han sido descriptas con claridad (Kwasna y 
Bateman 2007). En nuestro trabajo dos cepas aisladas de plantas E+ han sido identificadas, como 
especies pertenecientes a este género, una de ellas mediante técnicas moleculares. En ese caso al 
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alinear las secuencias en el BLAST, los resultados mostraron alto porcentaje de similitud y cober-
tura (94%) con la especie Microdochium bolleyi. Esta especie ha sido aislada como hongo DSE en 
nuestro país, a partir de raíces de trigo, hospedante en el que mostró escasa melanización de las 
hifas pero notables microesclerocios melanizados, además de no mostrar efectos deletéreos en la 
planta hospedante (Rothen, 2010).

Especies del género Phoma han sido descriptas como endofitos DSE, debido a sus hifas sep-
tadas oscuras, característica afín a ese grupo (Girlanda et al. 2002; Aveskamp et al. 2009). Re-
cientemente el género ha sido dividido en nueve secciones en base a caracteres morfológicos y 
análisis moleculares, lo que ha llevado a concluir que este género tiene un origen polifilético (De 
Gruyter et al. 2013). Especies de este género han sido identificadas como patógenos de gramíneas 
(Skadsen y Holn, 2004) y otras plantas (Chen et al. 2015), asimismo, como patógenos oportunis-
tas y saprobios en un amplio rango de sustratos (Aveskamp et al. 2010). Silva et al. (2007) han 
aislado hongos del género Phoma, a partir de semillas de B. auleticus, previo al desgrane natural, 
sin embargo, no se observó la presencia de Phoma cuando las semillas se recolectaron del suelo. 
Vaz et al. (2012) también aislaron endofitos septados oscuros, de las raíces de Myrtus communis, 
pertenecientes al género Phoma. En este trabajo se obtuvo un aislamiento a partir de una planta E-.

En esta tesis también se han identificado organismos fúngicos como Fusarium oxysporum, 
aislados en igual propoción de plantas E+ y plantas E-. La presencia de esta especie ha sido 
descripta ya por Arrieta (2014), quien previamente aisló F. oxysporum, a partir de muestras de 
suelo, en presencia de Bromus auleticus asociada a Epichloë pampeana. El género Fusarium es 
conocido por su capacidad patogénica. Particularmente F. oxysporum ha sido citada como cau-
sante de damping-off (caída o vuelco de los almácigos) en Festuca arizonica Vasey infectada con 
Epichloë (Reddy y Faeth. 2010). Sin embargo, se ha postulado que los hongos endofitos como 
Epichloë protegen a las plantas, incrementando la resistencia a patógenos fúngicos (Bonos et al. 
2005). Ejemplos de este comportamiento son el efecto protector del endofito Epichloë, asociado 
a B. auleticus, ante un patógeno sistémico como Ustilago bullata (Vignale et. al 2013) y frente a 
fitopatógenos del phylum Chytridiomycota (Arrieta 2014). En este trabajo, se muestrearon plantas 
sanas y sin ningún tipo de síntoma de enfermedad, por lo que los aislamientos obtenidos pueden 
ser avirulentos o puede tratarse de patógenos en estado latente. Este aspecto deberá ser evaluado 
en ensayos adicionales para analizar el grado de patogenicidad correspondiente, lo mismo para los 
aislamientos de los géneros Phoma y Drechslera, ya mencionados.  

En cuanto a la diversidad y abundancia de los hongos endofitos, estos parámetros fueron mayo-
res en las plantas E+ respecto a las plantas E-. Arrieta (2014) realizó un análisis de la diversidad 
de hongos de suelo en presencia de B. auleticus infectada o no con Epichloë pampeana. Si bien 
en su trabajo, utilizó diferentes tipos de suelo, uno sometido a prácticas agronómicas y otro no, 
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en ambos casos observó, que la diversidad fue mayor en suelos en presencia de la asociación B. 
auleticus-E. pampeana. 

En este trabajo, hasta el momento, se han identificado, hongos pertenecientes a los géneros 
Phoma y Drechslera, exclusivamente de plantas E-. Estos hongos no sólo han sido descriptos 
como endofitos septados oscuros, sino también como potenciales patógenos. Mientras que los 
géneros Microdochium, hongo DSE, y Cylindrocarpon, citado como saprobio y patógeno, sólo se 
aislaron de plantas E+. Tal como se mencionó anteriormente, los endofitos foliares, protegen a las 
plantas, incrementando la resistencia a patógenos fúngicos (Bonos et al. 2005), sin embargo, en 
este caso se han aislado posibles patógenos tanto de plantas con Epichloë como de plantas libres 
de este endofito. La evaluación de la virulencia de los aislamientos obtenidos permitirá contar con 
más elementos para sacar conclusiones acerca de la relación entre la comunidad de hongos endo-
fitos con potencial patogénico y la presencia de E. tembladerae en B. auleticus.

Los antecedentes mencionados, dejan entrever, lo difícil que es generalizar al estudiar las inte-
racciones múltiples en un modelo planta-hongo. Por un lado, debido a la identidad de los distintos 
simbiontes involucrados y su amplio rango de roles ecológicos y por otro, a la influencia de los 
factores abióticos, en la composición y actividad de la comunidad de hongos presentes en la raíces, 
tanto DSE como MA. Todos estos aspectos reflejan la complejidad de nuestro modelo de estudio.
Por lo tanto, es necesario encarar estudios adicionales para poder entender el tipo de interacción 
entre las especies de endofitos aisladas y el hospedante en asociación o no con E. tembladerae. 
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CONCLUSIONES

• No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de colonización de hongos MA 
y hongos DSE, entre plantas asociadas a Epichloë y plantas libres de Epichloë.

• Se observó un mayor número de arbúsculos en plantas E+, lo que podría estar relacionado
a una mayor actividad de los hongos MA.

• Se encontró una mayor diversidad y abundancia de endofitos DSE en las plantas asociadas
a Epichloë, quien podría modular la comunidad fúngica asociada.

• Hasta el momento se han identificado hongos DSE, pertenecientes a los géneros Drechsle-
ra, Microdochium y Phoma. Otros hongos aislados han sido Cylindrocarpon destructans,
Cylindrocarpon sp.y Fusarium oxysporum. Todos han sido citados como endofitos pero
también como potenciales patógenos.
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ANEXO

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Extracto de Malta (AEM)

Malta……………..20 g
Glucosa…………...20g
Peptona…………….2g
Agar……………....15 g
Agua destilada..1000 ml

Agar Extracto de Malta con cloranfenicol (AEMc)

Malta……………..20 g
Glucosa…………...20g
Peptona…………….2g
Agar……………....15 g
Cloranfenicol…100 mg
Agua destilada..1000 ml

Caldo Extracto de Malta (CEM)

Glucosa………….20 g
Malta…………….20 g
Peptona…………….2g
Agua destilada..1000 ml

Agar-Clavel

Agar……………….15g
Agua destilada……..1000ml
4 trozos (0,5mm2)de hojas jóvenes de Dianthus caryophyllus
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