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INTRODUCCION

El términc endofito, originalmente definido por de
Fary (1846) incluye cualquier tipo de hongo cuyas hifas
invaden tejidoe o celulas de organismos auntdtrofos. Segun
Petrini (1986) esta categoria es muy amplia y abarca desde
patdgencs foliares hasta simbiontes micorvricices, vy sdlo

contrasta entre hongos internos y epifitos.

Actualmente el términc se ha restringido y ce
consideran patdgencs aguellos hongos gue causan sintomas
visibles de enfermedad, aunque también penetren dentro de la
planta y existan endafiticamente (Carrcll, 1986). Hongos que
existen tanta dentro comoe fuera de 1la planta, como las
micerrizas, también son  excluidos de la cateqoria de

endaofitos.

Los endofitos, entonces, comprenden a aguellos
henges que soan interncs a los tejidos vegetales vy causan
infecciocnes asintamaticas en las estructuras aéreas de las
plantas, sospechandoase Que establecen una relacidn

mutualista con el hospedante (Stone, 1987).



Los endofites fTungicos se hallan distribuidos en
una amplia gama de hospedantes . En plantas infericres tales
come  Psilotum_ _nudum (L) Griseb (Feterson et al.1981),
hepaticas (Schuster, 19663 Pocock vy  Duckett, 1984)
helechos (Roullard, 1951, 1957)3 coniferas (Carrcll et al
1977, Carrcll vy Carruvll, 19783 Fetrini vy Carroll, 1981 ;
Petrini v Mualler, 1979); ericdéceas (Fetrini et al, 1982,
Widler vy Muller, 1984; Fetrini, 1984); Citrus spp. {(Tokunaga
y Ohira, 1973); Araceae, Bromeliacear, Orchidaceae (Fetrini
y Dreyfuss, 19813 Dreyfuss vy Fetrini, 1984); numeroscs
pastoe (Sampson 1933, 193%; Neill, 19403 Diehl, 19%50; Siegel
et al 1984, Riesen, 19853 Clay, 1986) y un grupco variado de

atras angicspermas {Cabral, 1985; Hepperly et al. 1985;

Kulick, 19843 Nathaniels y Taylor, 1983).

A

Loes endofitos mas  frecuentes pertenecen a las
clases de hongoes Ascomycetes Y Deuteromycetes. Los
Basidiomycetes, Zygomycetes vy Oomycetes sdlo se encuentran
espuoréddicamente. Sin embargoe en las hepdaticas cov fronde,
los endofitos encontrados pertenecen principalmente a la
clase Bacsidicmycetes, mientras que en las hepaticas talosas,

a los Phycomycetes (Pocock y Duckett, 1984).

Las familias de plantas vasculares mas
intensamente estudiadas : Finaceae, Ericaceae, Cupressaceae
Y poseen una fTlora endofitica relativamente
constante. En general se presentan una o dos especies con

alta frecuencia vy especificas para el hospedante, v otro



gran ntmera de especies incidentales, con baja frecuencia, vy

comunes a varios hospedantes.

LungibOhl vy M3ller (17280) clasifican =a los

endofitos segun esta vrelacidn con el hospedante en @

a) rarovs, que se aislan sdlc por casualidad, y no

se concce bien su relacidn con el hospedante

b) ublcucs, gque estan presentes en variocs

hospedantes pertenecientes a diferentes familias de plantas

c) ecspecificos, que sdlo se los encuentra en un

determinada hospedante o« Tamilia de hospedantes.

Los endofitos ubicuce mas coimunes son

eniculisporium,  Phyllosticta, Phemopsis, Cryptocline,

Lophodermiun (Petrini, 1986). En tantoe que los especificos

pertenecen al géneroc Acremeniun en loas pastos ( Acocremonium

coencphialum en Festuca arundinacea vy A.lolii en Lolium

perenmne, Clay, 1986), vy a las especies Cloroscypha
chloremella Phill y Hork. en Segucia__sempervirens vy
Chloroscypha_seaveri (Rehm) Seaver en Thuja_ _plicata Y

La hipdtesis actual, es que los endofitos son
especificos sdle a nivel de Tamilia de hospedantes, por ej:
un endofitoc especifico para la familia Finaceae, nunca serad
hallado en TfTamilias no relacionadas taxondmicamente como

Ericaceae o Graminae, pera si podria cer aislado de



hospedantes pertenecientes a familias relacionadas
taxondmicamente, ej: Colecphoma_empetri {(Roostr.) Fetrak, y

Fhyllesticta__pviolae, se lcse encuentra en Ericaceae v

Fyrolaceae, dos familias de la subclase Evricales

(Petrini,1985).

La comparacidn de poblacicnes endofiticas entre
los hospedantes, puede en algunes cases, ser Util como
informacidn taxondmica complementaria (Petrini, 19864), sdlc
cuanda los hongos son  abundantes y  de distribucidn amplia

(Carvroll y Carrecll, 1978).

En cuantce & la distribucidn gecgrafica de los
endofitos especificos, estaria relacionada con la dis-
tribucidn de sus hospedantes. Carrcll vy Carroll (1278)
aislaron un numeroe de endofitos de Pseudotsuga _menziesii
{abeto de Douglas) de la regidn de Oregon (USA), que vya

habian sida hallados para el mismo hospedante en Europa

(Carrcll et al, 1977).

Se reconoccen dos modos de repoduccidn vy dispersidn

&) donde el endofitce no produce ningdn tipa de
estructuwras de reproduccidn y es totalmente intervnc al
hospedante (ej. endofitos en pastos, 1lam.I). El endofito e

de origen sistémico alojandese en el dvulo en desarrvrollo .



Lamina I

a) ciclo de vida de un endofito en pastos (ej.A.coenophialum)

b) trdsmisién de endofitos via esporas, desde plantas infec-

tadas a plantas sanas



Lamina 1

Dispersién y reproduccidon de los endofitos

micelio en semilla —infeccidn sistemica
—mutualismo constitutivo

Gicelio en dvulo )
(celio en plantula
pedinculo floral )

/endofto intercelular
micel io en meristemas \
1
y vainas "

b)
~infeccion lateral
—-mutualismo irnducible

Hospedant e infectado Hospedante sano

-endofito
intercelular
O intracelular
E:espoas

micelio en
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Al producirse la semilla esta también se encuentra
internamente infectada vy por lo tantoc actla como agente de
dispersidn del hongoe. E1 endofite es asi  trasmitido de
generacidn  en generacidn (Funk et al.19833; Siegel et
al.1984).A este tipo de relacidn hospedante-endofito Carracll

(19867 lo dencomina mutualismo constitutive.

b) donde el endafitc infecta tejidas sancs de un
nueve hospedante a partir de fructificaciones en tejido
sengscente  o© muerte de un hospedante infectado. Esta
infeccidn es lateral u horizontal, vy el mutualismec
resultante es del tipo inducible (Carroll, 1986).E1 hongo se
instala en tejidos senescenwtes o metabdlicamente inactivos
tales comee xilema, cortera vy epidermis. En las hojas, la
infeccidn puede sev intracelular o intercelular, de poca
extensidn no afectande el funcicnamiente general del dygane

(Stone, 1986).

Un caso especial occurre cuandoe el hongo produce
tejido estromdticoe en el tejide vive del hospedante, e
inhibe la iniciacidn floral, causanda la esterilidad del
mismco. Los endofitos Epichloe typhina, Atkinsonella

bypoxylen, Balansia _cbtecta y Balansia cyperis provocan el

aborto de inflorescencias en sus hospedantes.

En estos cascs el coasto energético de la planta es
alte. Sin  embargo la pérdida de la reproduccidn sexual esta
caempensada pocr  un mayor vigor vegetative de la planta

infectada (Clay, 1984).



Deteccidn de endofitos

a) cultivo e identificacidn

Los endofitos pueden ser aislades a partir del
tejida vegetal vivo previa esterilizacidn superficial del
v postericor siembra sobre medics sintéticos o

semisintéticos.

Algunos presentan problemas para su identificacidn
porque fructifican en el hospedante y en cultivoe
mantienen la condicidn vegetativa. Otres pueden sev
inducidnes a espoarular cultivéandoelos scbhre distinteos medios
natuwrales ("corn meal agar", agar papa gluccsada) ,
sintéticos (agar Czapek) o en trozos esterilizades del

material vegetal coriginal, en medic de agar agua al 2%.

También el tratamiento con luz ultravialeta
cercana, en ciclos de 12 hs de luz vy 12 he de cscuridad
puede dar buencs resultados. Un factor importante es el
tiempo de cultive. Muchos endofitas crecen muy lentamente vy
s¢le fructifican al caboe de 1-2 meses de incoculados. En
estos cascs el riesgo de contaminacidn por otros hongos vy

bacterias es mayor.

b) Observacidn directa

Freviamente se trata el tejido vegetal o semilla

para clarificacidn (Her ing Y Nicholson, 19264) o



ablandamienta, v 1luege se tife con  trypan blue-lactofenal
(Phillips y Hayman, 1970 ); verde de malaguita-fuceina Acida

(Alexander, 1980)3 chlorazel Black E (Brundett et al.1984).

El tratamiento vy tincidn de 1las semillas para
detectar la presencia o ausencia de endoefitos es un test
corvriente que permite conccer la contaminacidn de las
semillas y prevenir la infeccidn postericrr de 1la planta

(Clark et al.1983).

c) serologia

La preparacién de antisuercs a partir de cultivos
de endofitos (en particular de A.coencphialum y A.leolii) ,
utilizados en inmunoensayo ELISA, permite detectar antigencs
de los endofitoes en las plantas analizadas. Es un método
extremadamente sensible, aun cuandeo puedan existir
variaciones estacionales del endofite, ya gue el antigenc
estd siempre presente <(Reddick, 19688). Esta técnica es
particularmente dtil para determinar 1la localizacidn vy
cantidad de wmicelic en las plantas infectadas, vy para

detectar micelioc endofitico en semilla (Johnson et al.1983).

Lecalizacidn

En las semillas se encuentran endofitacs sistémicos
del tipo Acremonium SppR. ascciados a la capa de alewrona.

Duwrante la germinacidn de la semilla, el hongo invade el



endaosperma  amildceoe y se detecta en plantulas de 3-5
semanas. La mayoria del micelico se halla en la vaina, poco
en el talle v casi nada en la vaiz. Durante el crecimiento
de la planta, el hongo crece intercelularmente, sin penetrar
¢ dafar las células del hospedante. Frobablemente entre al
primovrdic fleral antes que desarrolle la inflorescencia

(Siegel, Latch y Johnson, 1985).

En el caso de los endafitos no sistémicos, que
infectan nuevas plantas mediante esporas, su  penetracidn
hifal puede ser por estomas (0'Donnell vy Dickinson, 1980)
desarrcllandoe micelic intercelular entre las células del
mesdfilo, por heridas o intracelularmente en células de la
epidermics. Estas son  infecciones localizadas, de poca

extensidn.

Fisher y Petrini (1987) vy Fisher et al.(1287)
se instalan en tejlidoes interncs (tejido silemdatico) del
hospedante. Otros, pueden ser inuy superficiales, ubicdandose
subcuticularmente (Petrini v Muller, 1979). Estous autocres
consideran que en este ultimo casc, el términce endofito debe

considerarse en sentido amplio.

Interaccicn haongo-hospedante

Carrocll vy Carrall (1978) postulan  que los

endofitus podrian comportarse come simbiontes mutualistas.
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Evidencias posteriores dan cuenta de la existencia de este
mutualisme tantce en plantas lefiosas (Carrall, 1986) como en

pastcs (Clay, 1986; Siegel et al. 1984 y 1987a,b).

El mutualismo puede definivrse come una ascciacidn
wotioohia entre miembros de especies diferentes que se

benefician mutuamente (Cococke y Rayner, 1984).

Cocke (1977) scostiene que "un hongo puede ser
considerades un simbiconte neutral si es halladoe en un
hospedante del cual no es absclutamente dependiente, perc
sobre el cual ne tiene efectos deletérecs (<}
beneficicsos....Algunce hengos endofitos posiblemente caen
dentro de este grupoe de simbiontes neutrales sdlo a causa de
la falta de evidencias experimentales del posible efecto

antagonista o mutualista scbre el hospedante"

En la eveolucidn y desarvrollo de los eccosistemas,
la interaccidn antagonista esta minimizada en pro de la
supervivencia de las especies interactuantes, Yy el
antagonismo estd siendo reemplazado por  algan tipoe de
cooperacidn (Odum, 1969 vy 19271). En 1los hongoes esta

cooperacidn puede ser el mutualismoe (Cooke vy Rayner, 1984).

Gausse (1934) scestiene que el mutualisme no es
parte de la lucha por la existencia, perco si una posible

consecuencia de la misma.

flue una asocciacidn simbidtica especifica sea

parasitica o mutualista, sélo puede determinarse por
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comparacidn de 1las aptitudes de hospedante y hongo cuando
viven soles, con la de ellos mismes cuandoe  viven en

asociacidn (Lewis, 1974).

Segun Carvrcoll (1988) lag caracteristicas que

sefnalan la presencia de mutualismo entre los endofitos son:

1Y el endofite es ubicuo en un hospedante dado

scbre un rango geocgrafice amplic

2) causa csintamas minimos de enfermedad en la

planta hospedante.

3) la trasmieidn del hongoe ccwre a través de la
semilla del hospedante ¢ de propagules vegetativoes. 5i no
ccurrvre la trasmisidn por semilla, la trasmisidn horizontal o

lateral debe ser eficiente.

4) el hongo crece & través de los tejidos del
hospedante. Si las unidades de infeccidn estan dispersas,
entonces deben ser numercsas. Si estan confinadas a un
drganc  determinadco, una alta propoircidn debe estar

infectada.

5) el hengo  produce metaboclitos secundarios

probablemente de naturaleza antibidtica o tdxica.

6) el hongo muestra un patrdén similar a conoccidos

endofitos mutualistas.

1) Beneficic para_el _endofitcoc
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Desde la perspectiva del endofito, la planta le
provee de nutrientes y un lugar bien aisladeo. Su trasmisidn
por semilla (en el caso de 1las pastos) le hace mencos
dependiente de las condiciones ambientales PAara la
dispersidn de las esporas. Dentra del hospedante tiene
asegurada  suw alimentac’ supervivencia vy diseminacidn

{Johnson et al.128%5).

Los carganismos desarrollan preferencias
alimenticias como mecanismo para evitar la superpoasicidn de
niches v la competencia entre aquellos que occupan el mismo
habitat fisicoe (McNaughton y Woelf, 1979). En el caso de los
endofites, Carvroll vy Fetyrini (1783) plantean la existencia

de dos grupoes ecoldgices:

1) aquellos ascciadose al pecicla de la hoja,
poseen amplio rango de utilizacidn del sustratco,
especialmente la celulosa. Fueden ser patdgencs latentes
capaces de penetrar las células vivas o descomponedores

después de la muerte de la hoja.

2) aquellos con utilizacidn restringida del
sustrate, con alguna actividad sobre xilancs y pectinas, vy
peca celuleolitica. Por le tantoe estos endefitos serian
capaces de penetrar la hoja viva, vy requeririan carbonos

simples para su crecimiento.

Las zonas de la planta donde existen endofitos

pueden actuar comc destines para la acumulacidn de N soluble
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y carbohidrates (Bacon et al, 1986). Aquéllas sustancias
pueden saliv de la célula hacia el espacic intercelular
donde serian tomadas por los endoefitous. Esteos utilizarian
los desechos del metabolisme celular y asumirian funciones
semejantes a las vacuclas excretoras (Widler y Muller,
1984). No se sabe si el endcofitoe puede producir exudacidn de
los productos vegetales o posee mecanismos para la

trasloccacidn de los mismos (Siegel et al.1987b).

1) Crecimienta

Evidencias experimentales Y de cbservacidn
sugieren que la infeccidn por endofitos incrementa 1la
adaptabilidad de algunas especies vegetales. Unco esperaria
que las plantas infectadas vean reducidoe su crecimiento a
causa del costo enevgetico de scoportar un simbicnte
heterctrdfice, perc el crecimiento de las plantas infectadas
indica que el beneficio es sustancial. Inclusc plantas
infectadas, donde el endofite causa esterilidad de la planta
(casco de infeccicn con miembros de la tribu ERalansiae)
pueden ser vigorosas vegetativamente Y expandirse
clonalmente aun en pablaciones mixtas (Clay, 1984 v 1988:

Kelley y Clay, 1987).

En el casc de Lelium__ perenne Y Festuca

arundinacea, se encontrd que la producccidn de semillas de

plantas infectadas fue el doble gue en el casc de las no
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intectadas, v lag csemillas exhibian mayor poder de

germinacidin {(Clay, 1987).

En Festuca  _

arundinacea, las plantes infectadas
tienen mayor produccidn de retofios vy exhiben

resistencia a la sequla (Head y Camp, 1984), que las no
intfectadas. Esto puede representar una ventaja adaptativa
sobre las no infectadas o© scobre especies competitivas en
ambientes con bajoe contenidoe en agua y nutrientes (Belesky

et al.1987b v Clay, 1967).

Hasta &1 muoemento, se desconcce la base guimio
para los cambics ficioldgicoes v de cirecimiente de las
plantas infectadas. ke posible qgque los hongoes produzcan en
la planta reguladores del crecimiento semejante a auxinas
(Petrini y HMuller, 1979) o sean capaces de alterar el
metabolisme hormonal del hospedante {(Siegel et al.l987b vy

Belesky et al. 1987b).

La utilizacidn poyv los endofitos de los mutrientes
sobrantes, eliminados pov las  ceélulas, no perjudica a Lo
planta e incluse pudria contribuir a inhibir en el inteyio
de la misma, la penetracién de hongos patdgencs, yva que los
nutrientes necesarios para su crecimiente ya han sido
consumidos {Widler v Muller, 1984). Esto seria andlogo a lue
saprobics del Tfiloplanoe que utilizan los exudades de la
superficie feliar impidiendoe asi  gque éstos sean utilizados

poy patégencs foliares (Folkkema, 1981).
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Muchcoe trabajos sobre endoafitos postulan que la
ascciacidn entre endofito-hospedante influye sobre el
comportamiente y fisicleogia de 1los herbivorocs tanta en
csistemas donde el hospedante es un paste o un &rbeol (Clay,

1987 y Carrcll, 1988).

Una posible vrazdn de esta alteracidn en los
herbivoros estaria basada en el cambio de la palatabilidad
del vegetal. Las plantas que poseen endofitos pueden estar
disminvidas en nutrientes comparadas con  las plantas
infectadas (Smith et al.1985). También la infeccidn puede
producir cambios fisicos en los tejidos vegetales
haciéndolos menos atractives para los herbivorocs (Webber,
1981). En otras casos, los endofites producen toxinas con
efectos drasticos sobre leos herbivoroes, perc minimas scbre
las plantas (Mantle 19693 Cheplick y Clay, 1988; Siegel et

al,1987b).

Cubit (1974) cobservd que el talcoc del alga marina
Enteromorpha vexata, gque crece a lo large de las costas de

Oregon, era consumida por un molusca marino durante el

verano , a mencs gque el alga estuviese infectada con el

En 1975 y 1977 Bacoan et al, registraron una

asociacion estrecha entre un endofito (Acremonium

coencophialum Morgan—-Jones vy Gams) en Festuca arundinacea v

la incidencia de festucosis en ganado.
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Fletcher y Harvey (198l1) hallaron una asccliacidn
similar entre un endoefite (A.lolii en Lolium perenne. y la
enfermedad de temblequec en el ganado (ryegrass stagger). El
nivel de infeccidn de 1la planta con el endofito estaba en
relacidn directa con la intensidad de la enfermedad. Estos

dos ejemplos muestran el antagoniemoe hacia hevbivoros,

mediado poer toxinas.

de HMuewva Zelandia, Listroncotus _ bonariensis (gorgajo
argentinc del tallo) depeosita sus hueves en o cerca de la

base de las plantas vy luego hace un tdnel en el retofo,

destruyéndola. Estoc causa un gran perjuicico en las pasturas.

Prestidge et &l (1982) vy Barker et al (1983)
cbservaron gue las plantas aumentaban su recsistencia al
atague del gorgojo si estaban infectadas por los endofitos

A.lolil v A.coencphialum, respectivamente.

En el caso de Loliun_pevenne, Funk et al (1983)

demastraron que la planta infectada con el endofito

respectivae resiste el atague de Crambus spp. ( sod webworms)

En el caso de F.arundinacea, la presencia de

f-coencphialun disuade  al afide  Rhepalesipbum _padi a
alimentarse de ella y por lo tanto no se instala el virus

enanc de la cebada,que es llevado por el a&fido (Latch et al.

198%5).
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En el casc de los &rboles existen dos sistemas muy

estudiados de relacidn hospedante-endocfitoe-herbivoros

2alolmo—Fhomopsis _cocblonga-Scolyptus spp.tcoledpte—

o)

Loe clmos sanos son atacados por Scolyptus. que se
alimenta de las ramitas v construye galerias en la corteza
del a&rbal. Este coledpterco 1lleva ascciado a él, esporas de

Ceratocystis ulmi, agente causal de la enfermedad del olmo.

Forr otra parte, F.oblonga &abuwwda en las capas

internas de la corteza del olmo, donde existe como micelio
latente (Webber v Gibbs, 1284). Desde alli puede invadir
tejidos ma&s internos y llegar hasta el floema, antes que la

corteza sea invadida por Scolyptus (Webber y Hedger, 1986).

y C.ulmi es introducide en ella, el crecimiente de este

Gltime se ve restringide por la competencia por nutrientes
con P.ocblonga (Webber y Hedger, 1986). P.oblonga actua asi
come contirel bicldgica natural de la enfermedad del olmoe, ne
sole porque excluye a C.ulmi, sino también porgque causa

reduccidn sustancial de la cria vy poblacidn de Scalyptu

jin

SPpP
(Webber, 1981).

El clme que contiene el endofitoe F.oblonga, no

estd protegicdoe del atague del coledptero, ni de la infeccidn

con C.ulmi. E1 beneficio de la ascciacidn es para la

paeblacidn del hospedante, pues comoe la poblacidn de
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estd disminuida, con ella también disminuye la

posibilidad de infeccidn con C.ulmi {(Carroll, 1986).

El dipterc provoca grandes dafios sobre plantulas vy
arboles jévenes del abeto. Deposita sus huevos entre las
hajas idvenes de la yema, vy las larvas mdviles que emergen
de ellos, hacen un agujerc pequenc en el tej)ido hospedante y
se meten dentro del mismo. Fasan un pericdo aliméntandose

del tejidce vy formande una agalla, provocando caida de las

haojas.

Los abetos pueden, ademds estar infectados con
R.parkeri, que es dispersade por la lluvia, y cuyos conidios
caen scbhre 1las hojas de abeto, vy una vez gue germinan e
instalan en las células epidérmicas. Las larvas en  las
agallas tienen altos niveles de mortalidad en presencia de
E.parkeri. Experimentos que comparan la mortalidad larval en
agallas infectadas con el endofite y en las no infectadas,
muestran un porcentaje muy alto para las primeras (Carroll,
19286). Coma el endefito no invade el cuerpo de la larva, se

supane gque las responsables de la mortalidad serian toxinas

producidas por el hongoe (Millev, 1986).

En la naturaleza , el arbol adulto infectade con

el endafite sirve como fuente de indcule para los &rboles
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Javernes cercancs. El beneficico, también en este caswe, es

para la poblacidn y no para el individua.

3) Resistencia a patdgencs

Un ejemplo de este tipe de antagonisme lo
canistituyen las especies del género Lophodermiuwn sp, que

habitan en las hojas de Finus _sylvestris (pino Scot)

(Minter, 1981).

Una de las especies, L.sediticsum, es patdgence de
loe arboles jdvenes, y causa caida prematuwra de la hoja.
Otra especie, L.conigenum fructifica sdlo después de que las

hoias han muerto por la edad o por alguna otra causa.

El patdgenc fructifTica scbre las hojas en ramas
caidas, si L.conigenum estid ausente del bosgque; pero si1 estd
presente, el patdgenc queda excluido del habitat. La pre-
sencia de L.cenigenuwn, reduce la fructificacidn y disemi-—

nacidn de L.sediticsum, y la infeccidn por éste de los

arboales de pinc.

4) Rases quimicas de la resistencia a herbivoros

Les hongos vy las plantas han desarrcllade una
variedad ., de metabolitos secundarios (producidos durante el
crecimientco M balanceado) que contribuyen & la
supervivencia del organismc, defendieéndoclc de competidores o

predadores (Miller, 1984).
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Loes meétodos de controel bicldgico de ciertos
patdgencs vegetales, han involucrado a hongos toricogénicos
que producen sus toxinas en el fileplanc del &rbol (Cullen y

Andyrews, 1984) .

Hay ejemplos de loxinas fTdngicas producidas  por

endofitos:

4a) Toxinas en Festuca arundinacea .

Esta planta, conocida come festuca alta, es muy
uwtilizada en pastizales de Estadoes Unidos, Canadéa, Nueva
Zelandia vy Australia. La primera rvreferencia socbre =su
toxicidad para el ganadoe, provieng de Cunningham (1949) en

Nueva Zelandia.

Numerosos trabajoes 1indican la relacidn entre la
presencia de endofitocs en festuca alta y la toxicidad de la

planta (Eacon et al.1977; Fletcher y Harvey, 1981).

lLas festucas infectadas con el endofito Acremonium

coeenophialum, producen en el ganado bovine una enfermedad
conocida comae  festucosis, gue causa en los animales pérdida
de pese, disminucidn de la ingesta vy de 1la produccidn de
leche, excesiva salivacidn, incremento del ritmao
respivratoric y altas temperaturas rectales. Este es el
sindrome de wverano. Ferc también la enfermedad puede causar
gangrena en las extremidades, pérdida de las pezuihas, etc.,

y es recoviccida  como pie de festuca ccurriendo

generalmente en los meses de invierno,
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La similitud entre el pie de festuca vy el
ergatisme, es la base para postular gque sustancias vaso
constrictoras tales como ergoalcaloides, sintetizadas por la
planta y/o el endofite, serian las responsables de este tipo

de descrden.

Gran nuamere de investigaciones dan cuenta de la
erxistencia de diversos tipos de alcaloides en festuca alta
{Davis et al. 1983; Lyons et al, 172863 FRoubbins et &l.,

1972).

Bush y FBEurrus (1988) rednen la informacidn sobre

los alcaleides hallados y los clasifican en tres grupos:

1) grupc diazafenantrenc, con alcaloide

predominante: la perlaolina

2) grupc pirrelizidinicao, con les alcaloides

lolina y sus derivados N-acetil y N-formil lolina

3) ergoealcaleoides con chanoclavina y evgopeptidos

(ergavalina, el mas importante).

La perlolina es  uno de 1los alcaloides mas
abundantes en 5 variedades de Festuca sp., pero su contenido
varia muchoe con las condiciones ambientales (Bush et al.,
1979) y existen dudas con respecte a su relacidn con el

endofito. Buckner et al. (1973) indican gque esta sustancia

estaria bajo el control genético de la planta.
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Strabhan et al. (1987) vy Bush vy Burrus (1988) no
encuentran diferencias en el contenido de perlolina entre

plantas infectadas y no infectadas (tabla 1).

En cambic los niveles de N-acetil vy N-focrmil
loelinas muestran diferencias entre plantas con endofitos vy
aquellas que no los poseen (Jones et al., 1983). Esta
relacidn entre presencia del endoefitc vy existencia de las
taxinas se halld tambieén en semillas (Jackson et al., 1984;

Neal y Schmidt, 1985).

Estas sustancias se encuentran en sistemas
endofito-Festuca sp. pera se desconace cual de los
crganismoes las produce, o si es el resultado de una

actividad sinégrgica (Jones et al., 1983).

For ultima, 1los evrgoalcaloides (ergovalina) se
encuentran en plantas infectadas y estéan ausentes en plantas
no infectadas (Yates et al., 19853 Lyons et al.,1984).
También este alcaloide se halla en cultives del endofito

(tabla 1) indicando que serian productocs Tdngicos.

Resultadcs experimentales suglieren ue la
concentracidn de ergoalcalcides puede incrementarse
significativamente cuande las condiciones del hospedante
favorecen la sintesis poy el hongo de estos compuestos

{(Lycns &t al.. 1986).

For lo ague ze concce hasta ahora, la biosintesis

de ergoalcaloides estd restringida a los honges con la



Tablai .Compuestos producidos por A.coenophialum

en cultivo y/o por las plantas infectadas

Ergovalina PI + cult.H
Ergovalinina PI + cult.H
Ergosina PI + cult.H
Ergonina PI + cult.H
Chanoclavina PI + cult.H
Agroclavina PI + cult.H
Penniclavina PI + cult.H
Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3 PI + cult.H
Elimoclavina cult.H
Secoagroclavina cult.H
Festuclavina cult.H
Lolina PI

N-acetil lolina PI

N-formil lolina RI

N-acetil norlolina PI
Perlolidina PI
Perlolina PI + PNI

PI: plantas infectadas

PNI: plantas no infectadas
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excepcidn de dos géneros de Convelwvulaceae, y el endofito de
Testuca alta, es distinto a catros hongos pur la

particularidad de sintetizar preferentemente ergovalina.

Existen muchos trabajes scbre 1la toxicidad de
festuca alta, perc la conclusidn general de toedos ellos, es
qQue aun no se  conoce qué o chdme, causa la tox osis. Las
sustancias tdxicas aisladas reproducen uno o alguncs de los
sintomas de la enfermedad, perce ninguna de ellas los
reproduce  en su  totalidad. Se sabe que el endofito
A.ccencphialum estd directamente relacionado, estimulando a

la planta a produciry la toxina o produciendoe el mismo con la

planta la susteancia (Bush y Buwrrus, 1988).

4b) Toxinas en Lolium perenne (railgras)

El "tembleqguec del vraigras" es un desorden
newoldgice en animales, mas comunmente cvelas, pero tambien
en vacas, caballos y cierves. Los animales sufren espasmcs
musculares, pérdida de pesc vy, en casos severcoes, caidas y

muertes.

Esta enfermedad se produce principalmente en el
~ 4
verane y el ctofico cuando las pasturas estan en stress por 1la

sequia.

El endofite mas comin es Acremomium__lcolii y el
agente que se  supone causa la enfermedad son las

neurcotoxinas lolitremes & y b , que se hallan en los pastos

y semillas infectados con el endefito. Sin embargo en los
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cultives del horgo aun no se detectaron las newrctoxinas

(Gallagher et al., 1982).

Los cortes histoldgicos de la planta  infTectada,
cbservados al microscopio electrdnico, muestran al endofito
confinade a wuna zona extracelular. Su citoplasma contiene
inclusiones cristalinas vy agregados de tubuleos (Fineran et
al., 1983) mientras gue el citoplasma del endofite en
cultive no  los presenta (Harvey , 19853 Siegel et al., 1987

al.

Fineran et al. (1983) sugieren que estas
inclusiones Y agregados de tubules podrian gstar
relacionados directa o indirectamente con la produccidn de

las newrctoxinas.

For otra parte, el hecho de que la enfermedad
ccurra estacionalmente, sugiere que la produccidn de
lelitremos seria estimulada por condicicnes ambientales que
paedrian afectar la relacidn endofito—-planta (Mecrtimer y di

Menna, 1985).

Algunos investigadores (Gallagher et al., 1982;
Harvey, 19833 Mcortimer, 1983) scstienen que el hongo podria
estimular al hospedante a producir lcolitremos tanto por su
presencia fisica camo  por medic de metabalitos que

despertarian en él una respuesta del tipo fitcalexinas.

Gaynor et al(1983) y mas recientemente Rowan et al

(1928&6) hallaron en raigrias infectadoes con el endofito, una
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sustancia con propiedades quimicas diferentes a los
lolitvemos, peraminas f(alcaloides) que parecen ser las
respoensables  de la resistencia hacia los insectos
herbivaorcos. Esta sugiere que la toxicidad hacila lcos
mam:fercs tiene diferentes origenes gquimicaos qgue la

resicstencia hacia los insectos (Clay, 1988).

Une  de los aspectos de la relacidn hongo-
hospedante, tiene que ver con la regulacidn que ejerce ecte
dltime schyre el crecimiento y desarrolle del endofitoe. Por
ejemple en el casc de R.parkeri, endofite del abeto Douglas,
su infeccidn es de tipo epidérmico, intracelulear, y la hifa
pcupa totalmente la luz de la célula infTectada. Cuando el
hospedante senesce (hojas), las hifTas del endofito comienzan
& colenizar mediante haustorios, las células adyacentes, es
deciv, las celulas guardianas y mesafilicas, pudiendo
formarse unae o mas haustorios a partiv de una misma hifa.
Todo este procesc ccurve dentro de las semanas previas a la
abscisidn de ta hoja. Después de la abscisidn, 1a
colonizacidn vy esporulacidn del endefito ccurre yvapidamente

(Stone, 1987).

En el casc de los endofites algales, la hifa en la
célula algal viva es muy delgada, y se halla limitada entre
las paredes celulares del hospedante, cuando la célula algal
muere, la hifa endofitica se expande hasta un didmetro cinco

veces mayoy- que el inicial (Ferter, 198%5).
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Coma Oltime casoe podemos analizar la pudricidn
causada por Colletotricum gloecsporicides Fenz, en frutes de
palta. El1 examen anatdmico del frutoc muestra que el hongo se
encuentra en forma de apresorics entre la capa cérea y la

cuticula del frute inmaduro, unido al arbol (etapa

endaofitica?)

Durante la maduracidn del frute fuera del arbeol,
el apresoric desarrvrclla un tubo de infeccidn gque penetra la
cuticula vy epidermis. Mas tarde, las hifas invaden la piel
vy la pulpa, causandae la pudricidn del frutc (Binyamini et

al., 1972).

51 analizamcs esteos tres ejemplos, observamos que
cuandoe el hongo esta en relacidn con les tejidos vives del
hospedante, =su  crecimiente es limitado, perco cuando el
tejido hospedante muere, el endofitoc se expande y es capax
de aumentar su bicomasa {(Miller,1986). Este control puede
resultar de insuficiente produccidn de enzimas por el hongo
para invadir el fruto inmadwo  (Schulz, 1978); de
requerimientas nutritives del patdgenc que sdlo SN
suministrados en la maduracidn del frute (Verhceff, 1974); o
de la presencia de compuestes antifdngices en el fruto
inmadurco que inhiben el desarrclle fungico. En este sentido
Prusky et al., (1982) hallarcn un compuesto antiflungico en
la piel de los frutes inmaduwircs de palta que inhibe in vitro

el crecimiento de C.gloecsporicides.
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Incculacidn artificial

Muchos pastos vy ciperaceas estéan infectados por
hongos sistémices de la tribu Ralansiae. Las infecciones de
estous hongos estén ascciadas con cambics scorprendentes en el
crecimiento del vegetal, reproduccidn, toxicidad a insectoes
v mamiferos herbivoros. Aungue la mayoria de los hongos
causan esterilidad en sus hospedantes y  producen cuerpos
fructifercs durante la flovracidn, cotro grupo similar causa
infec iones sin aquellces sintomas y es  trasmitido por
crecimiente vegetative de la hifa en las semillas. Estes

tltimes son endofitos anamdrficoes clasificados dentro  del

Se han realizado numeiroscs intentos para inocular
artificialmente hongos de la tribu Ealansiae en pastos, pevo
sdloe unes poecos han resultado exitosos. Diehl (1950) tratd
una variedad de métodos incluyendo suspensidn de esporas
subre tallos, hojas e inflorescencias; inyeccidn de conidicos
y micelios en talles, vy cepillade de conidics scbre
estigmas. Tuve poco éxito, cdlo tres de las 20 plantas de
Cenchrus_echinatus L. nriginadas a partir de semillas de una
planta madre cuyos estigmas fueron ineculados con conidios

cde Balansia, produjeron estromas.

Western vy Cavett (1259) infectaron Dactvylis
glomerata con ascosporas y conidics de ~tvphina sobre
superficies cortadas del rastrojo,y Mihle v Frauvenstein

(19270) inccularoen plantulas de Phleun pratense L. con
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micelico de E.typhina. En ambos cascs las plantas

decearrcllaron estromas al afco siguiente.

Intentose para inccular  otros hospedantes

tuvieron éxito (Rykard et al,1985).

Recientemente Latch Yy Christensen (1985)
realizaron infeccicnes artificiales en Leolium perenne L. vy

Festuca arundinacea Schreb. con cince endofitos, incluyendco

tres anamorfos de BRalansiae. Ellos insertaron micelic con un
escalpelc en la unidn de mesccotile y coleoptile de
plantulas en cultivos gstériles. y comprobaron que es posible
infectar pléantulas de Loelium perenne, Festuca_arundinacea y

F.rubra, con endofitas aislados de otros hospedantes.

Posteriormente Leuchtmarnm vy Clay (1988) lagraron
infectar especies de Danthonia_ spicata, Stipa leucoeotricha v

PR SIS PO - ——— R e - —— b

Cyperus__virens, con cepas de Atkinsonella hvpoxylon vy

Balansia_tcyperi, incculandae micelic y conidios con una aguja
. - 4
en el meristema. El1 hongo crece en las plantulas, vy

pesteriormente produce estromas, completando asi su ciclo de

vida a partir de la infeccidn.

En el casc de A.hypoxylon, hay cepas que pueden
infectar sus hospedantes naturales, vy no otros, sugiriendo

que existen razas del hongo para cada hospedante.

51 las plantas pueden ser infectadas con endofites
y scbre hospedantes distintes de los naturales, esto puade

tener aplicacidn en nuevos cultivares de pastos vy otras
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plantas, y lograr beneficic en el crecimiento de la planta y

en la resistencia a los herbivoros.

Bacon (1938) comprueba que la capacidad de

sintesis de ergoalcalcides por algunos endofites, se plerde
ey b wdedd de les cultivoes, mientras que otras
condiciones Tisicldgicas son mds permanentes. S1  pudiesen
lograrse cultives que noe  produzcan  los alcaloildes y sl
mantuviesen sus mecanismos de resistencia hacia las pestes,

tales aislamientos una vez reinocculades en 1

o

s plantas

padrian mejorar la calidad agrondmica de las mismas.

En la naturaleza las plantas con endofitos pueden
tener una ventaja selectiva scobre aquéllas gue no  los
poseen, perc puede ser una desventaja en el casc de presidn
de seleccidn por el hombre gue favorece a las plantas no
infectadas, sobre las infectadas, cuando esta involucrado el

ganado. (Siegel et al.1984).

Evolucidn

Evidencias guimicas, morfoldgicas y de hospedante
sugieren que los endofitous de pastes han evolucionado a
partir de un antecesocr patdgenc semejante a Claviceps, donde

los cambios evolutivos han implicadco:

1) cambic de pardsitos que se desarvollan scobre

los ovarios (Claviceps) a endoefites sistémicoes (tipo
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Balansiae y Acremcnium sp.) que se presentan en todo el

tejido hospedante.

2) plantas coen honges tipo Claviceps, donde los
alcaloides producidos estdn localizades en una  zona de la
planta, & endofTitos sistémices productores de alcaloides,

que se encuentran distribuides en toda la planta e

intertfieren con los insectos herbiveoros.

3 transicidn desde provecar la esterilidacd del
hospedante (Claviceps) hasta recuperacidn de la fevtilidad,
cuandco el endofite es trasmitide via semillas de las plantas
que florecen normalmente. En general se considera que los
endofitos son especies hermanas de parasitos virulentos que
se hallan scobre el misme hospedante o en hospedantes
taxoendmicamente cercancs. For ej: en pinc, las especies
Lephedermiun_pinastri vy L.conigenum, estan schre el mismo
hospedante que €1 patdgeno L.sediticsum (Minter et al,

19/8) .

También en el abeto Douglas, R.parkeri esta en

relacidn con otros patdgenos R.wilerri v R

(Parker y Reid,1969; Stune, 1984).

Algunos patdgencs pasan a través de una fase de
crecimientce asintomdtico en el hospedante antes de que
aparezcan los sintomas de la enfermedad (Kulik, 1984) vy
también pueden existir endofiticamente en malezas cercanas

de las plantas de las cuales son patdgencs (Hepperly et
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al,1985). En otros  cascos  los endofiteus pueden causar
sintomas patdgenicas solamente <=1 el hospedante esta
estresade (Millar 1980 y Andrews et al, 198%5). Estos casos
representarian estados de la evolucidn entre la forma

patdgenica y la endofitica.

Barrett (1283) ha piresentade uwuna sinvcopsis de la
literatuwra existente que demuestra cascvs de coevolucidn
entre los patdgencs vy las plantas hospedantes. &i  los
endofites han eveluciconade de patcdgencs, es posible suponer

que plantas y endofitos pueden haber cecevoluciconado.

La comparacidn entre la taxonomia del endofito y
del hospedante, sugiere que en los cascos de especificidad
endoefito—hospedante, puede haber existido una ceevolucidn,
perc en los otres casos donde leos endofitos no tienen
preferencia por el hospedante, no se ajustaria a este tipo

de evalucidn.

Con respecto a la evolucidn del mutualismnc
endofitico, podriames preguntarncs si ccurrid una sola vesz,
y preduje entonces lineas endofiticas muy antiguas, o si

hubo varies arigenes diferentes.

Al cbservar leos grupos taxendmicos a los  que
pertenecen los endofitos (Loculcascomycetes, Discomycetes,
Pyrencomycetes) pareceria dificil imaginar uwn Unico origen
del habitat endofitico. Lutrell (1974) sostiene que los

patdgencs de plantas han evolucionado en diferentes
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mementoes, scbre diferentes plantas. S1 esta idea es correcta
y 81 1les endofites derivan de 1lee patdgencs, el habitat
endofitice debe bhaber swrgidca entonces en diferentes

momentos.

En loas cascs de endofitos que se  trasmiten
traves de la semilla y producen una infeccidn de tipoc
siztémicu, dando ovrigen a un mutualismo de tipa
constitutive, 1la seleccidn natural opera sobre los
individucs, y 1la simbiasis tiene beneficicos para los doe

individucos involucrados.

En €l casc de endofitos que se trasmiten por
QSporas, Yy producen  una infeccidn de tipo lateral,
criginando un  mutualismo de tipo inducible, los beneficios
B0 MENOS clarcs. En los ejemples del sistema olmeo-—
F.cblonga-Scelyptus sp. y del abeto Douglas-K.parkeri-
Contarinia sp, el &rbol infectadoe con el endofite y el
coledptero (primer casc), o el endofitce y el dipterc
{segundc casc), noe sobrevive, pero la presencia del endofito
lagra disminuir el numero de la progenie de los insectos, vy
con elle la probabilidad del atague a leos a&rboles jdvenes
vecinoes. Estoe muestra el beneficic para 1la poblacidn y no

paorra los individuos.

La evolucidn de tales ascciaciones puede ser
entendida en términos de "kin selection”, una forma de
seleccidn génica donde los individuos gque comparten una alta

proporcidn  de laes mismes genes, pueden campeyrtarse



34

altruistamente {(Wilson, 1983) respecto de cotros individuos

que resultan beneficiados.
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URJETIVUS

Las 1nvestigaciones tlevadas a caboe hasta el
presente, sugieren que los erdofites fingliceos integrarian
una ascciacitn mutualista con las plantas. En este tivabajio
nuestrae ohjetive  es apuor tey datos que avalen este posible
papcel de  ies endofites fingiceos en la naturalera. En este

sentido, noe planteamcs diferentes objetives pavciales:

1) estudic de la estructura de la comunidad

tste estudio nose permitivd conocey  s1 los
endoetitos fungicos conforman una comunidad cvrganizada o se
trata meramente de crganismes ascciados incidentalmente con
la planta. Fo- otva parte, se tratard de determinar el modo
de infeccién y colonizacidnn de estos orrganismos y  su
localizacidn en les tejidos del hospedante

(hospedante:bucalyptus viminalis)

2) colonizacién por endofitos segdn el ciclo de

vida del hospedante.

Se plantea la hipdtesis de que las plantas
perennes, qgque tienen menor posibilidad para reacciocnar ante
camblics del ambiente, presentarian una mayoyr ascciacidn con
encatitos fluwyicos, que las plantas anuales

{hospedante: Juncus spp.)

3)  participacian de los endaeflitos las

resistencia de las plantas a los patdgencs fidnglcus
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Si los endofitos fungicos c=se comportasen como
simbicntes mutualistas presentarian una interaccidn activa
con  potenciales patégerncs Fangicos de la planta. Los
resultadas de esta ?nteracci&n pedrian ser el factor

organizador de la comunidad (hospedante:E.viminalis)

%) Farticipacidn de los endofitos en la

resistencia de la planta a lus herblvoicos

Lomao sefalamos anterviormente, las plantas
intectadas con endofites presentan resistencia al ataque de
theibivemos, v esta parece estar mediada po- sustancias
téricas. En este csentide, esztudiaremos la presencia de
endofitos  en dos  hospedantes: Baccharis_ _coridifoelia vy
Festuca spp., con el fin de correlaciconar dicha presencia

con la tuxicidad de estas plantas para los herbivoarcos.



Lamina LI

Sintesis de los objetivos

Estructura de la comunidad

(modo de¢ infeccidn y
colonizacion)

E.viminalis

37

planteados

Colonizacion de endofitos

’

wl ¢

[

se

ciclo de vida del hospedante

(modo de infcccion y
colonizacién)

Juncus spp.

Papel

Cono

de los endofitos

simbiontes mutualistas

Resistencia a patégenos

fungicos

(interaccion entre endofitos
y epifitos)

LE.viminalis

Resistencia a herbivoros

(produccidén de metabolitos
téxicos)

B.coridifoli

IFestuca spp.
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CAFITULO I

ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD ENDOFITICA

lLas investigacicnes llevadas a cabo sobre los
endofitcos, han mastradca que estos organismos estdn
ampliamente distribuides en una variedad de plantas. Las
familias de plantas mas estudiadas en cuanto a la presencia
de endofitas scn:  Cupressaceae, Finaceae, Ericaceae vy
Graminae, Yy estos estudios se han realizadc sobre

hospedantes de Eurupa, Estados Unidos y Nueva Zelandia.

El cebjetive del presente trabajo fue analizar Ja
presencia de endofitos en hojas de E.viminalis, en
plantaciones de nuestroe pals, con el fin de conccer 1la
pstructura de la comunidad de estos organismes, su modo de

de infeccidn v trasmisidn, Yy su leccalizacidn en  las

distintas zonas de la hoja.

Materiales y _metodos

localizado en Ramallc, provincia de Buencs Aires,
perteneciente a la firma Fiplastao S.A. (Cabral, 1982). Estcs

arboles crecieron a partir de un stock mixte de semillas. E1
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ensayo preliminar se realizé en mayo de 1982, con el fin de
probarv el método de andlisis y determinar cuwdl es el tiempo
de psrmanencia de las hojas en el a&arbol. De este ensayo

resultd que el tiempo de vida de las hojas, es de 14 meses.

El muestrec definitive se llevd a cabo en agostao
de 1982 vy en mayce de 1983. En cada muestreoc se eligieron al
azar tres arboles y de cada wic de ellos se retivrd una
rama. Las ramas se mantuvieron en boelsas de polietilenc a 6
*C hasta el procesamiento. De cada yama se sacaron  tres
hojas, con pecloclo v con sectores de ramitas vecinas a las
haojas, a la tzquierda vy derecha de la mismas. l.as hojas
fueroen elegidas segin la clase de edad. Consideramos como
holda joven, la primer hoja& cercana a la yema apical de la
presente estacidn 3 la dltima hoja de la misma estacidn se
considerd como madura 1 (M1), v el grupce de hojas de la

estacitnn de crecimiento antericr, como madura 2 (Mg). Las

i}

haojas senescentes y secas no fueron consideradas, pues en
ellas la frecuencia de endocfitcee es baj)a ({(Cabral,198%;

Bertoni y Cabral, 1988).

Las hojas vy las ramas fueron humedecidas (durante
1 min.) en alcohol etilicao 76%4, esterilizadas en HgCle 0,1 %
P/v,{2 min.) vy luegoe lavadas en agua estéril (1 min.), en

tres cambios.

Coen el fin de comprobar la distvribucidn de las
endofitos, una mitad de la hoja, incluyendc la nervadura,

fué cortada en su toatalidad en cuadrados de 3 mm de lado.
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Resultd asi un mapa de la hoja, donde se consideva

separadamente a lamina, nervadura y pecioln.

Las submuestras fueron cultivadas en medic de
Cooke (195%4) con 35 mg\l de Resa de Bengala, vy mantenidas a
temperatura ambiente (2e-27 =C» con lu=z diurna. El
alslamiento de los hongoes se realizé en tubos de ensayoc con

medic de extractoe de malta al 2%.

Anatcmia de la hoja

Con el tin de carrelacionar la infeccidn
endofitica con las caracteristicas mortdlogicas de la hoja,
se vealizaron cortes histaldgicos seriados con micrdtomo de
deslizamiente, de la porcidcnn basal vy apical. También se
calculd el ndmero de estomas por cm® sobre hojas previamente
clariticadas, en la cara adaxial y abaxial de la mismas.
Fara el recuento de los estomas se utilizd un cuadrado de
?4%? ocm sobre el que se superpusce , mediante camara clara, el
campo visual del microscopic vy el material con los estomas.
Se toamaron en cuenta aquellos estomas que aparecian dentro
del cuadrada vy los que intersectaban el borde en dos lados

del misma.

Ubservacidn directa de los endofitos

La lccalizacidn de los endofitocs dentra de 1la
hoja, fue observada mediante la clarificacién de las mismas
y pasterior  tincidn del micelio. Fara ello se tratdéd a la

hojJa fresca con HOK 10%4 en estufa de 60-920 °C duwrante 1 dia--
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lsemana. LLuega fueron lavadas sucesivamente en HOE fresco vy
en agua; acidificadas con CLH diluide, vy tefidas con

chlorazel black E o trypan blue.

Fcr otra parte, hojas fijadas en [FFAA, Tfueron
herbidas durante unes minutos vy luegao cortadas utilizando
micrétoeme de deslizamiento. Los cortes fueron clarificados
con HUOKE 104 , lavados con agua y teMidos con los colorantes

antes indicados.
Andlisis estadistica

Las frecuencias totales de infeccidn se ocbtuvieron
dividiende el nimerco total de segmentos infectados por el
nimero total de segmentos  incubados, por cien. El1 mismo
método se utilizd para calcular la frecuencia de infeccidn
para cada una de las edades consideradas. Se registra la
frecuencia de infeccidn a) de la hoja en su totalidad, b)
del peciclao, ldmina v nervadura separadamente y c) de la
mitad apical vy basal respectivamente. Tambi&n se calculd la
frecusencia de infeccidn para cada especie en los casos a),

b) yv ).

Utilizandc la Fflora endofitica como indicador, se
calculd el coeficiente de e=imilitud entre las diferentes
hojas de acuerdo al coeficliente de Czekanowskil {(1931),. Este

coeficiente se calcula camos:

sidw/atb
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donde s: coeficiente de similitud

&  suma de las frecuencias de las especies

finmgicas scobre l1a hoja 1
b:suma de las frecuencias sabre la hoja &

wisuma de las frecuencias de las especies comunes

a la haja 1 v 2.

Loes resultados  fueron agrupados por el m@todo de

clasificacidén aglamerativa WFGM (Sckal y Sneath, 1963).

Fara comparar las frecuencias de infeccidtn en los

casos a), b) y ), sp usd el test de Chi-cuadrado.

Resul tados

Frecuencia de infeccidn

Las tablas 2 vy 3 muestran 1la frecuencia de
infecciédn en la lamina, nervadwa y peciola, con respecto a
la edad de la hcoja. Las diferencias entre lamina y nervadura

sen significativas, no asl entre nervadura y peciolo.

Si las submuestras son  agrupadas en la mitad
apical y basal de 1la hoja, el test de Chi—-cuadradc muestra
que la zona apical (41,5%4) tiene csignificativamente menos

endcafitos que la zona basal (49%, tabla 4).
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Tabda 2 Nimeros de submuestras infectadas en 1dmina,
nervadura y peciolo, con respecto a la edad
de la hoja

J MI M2
Pr A Pr A Pr A

L 50 268 265 176 267 78
| 158 88 157 8l 106
2 26 6 18 5 18

Total 63 452 389 351 353 197

Pr:presencia

Ppeciolo

Tebla 3
L vs.N
8.24% ()
X2 46* (M)
66.7* (M, )

A:ausencia

L:ldmina N:nervadura

Test de Chi -cuadrado

Nvs. P J vs.M M, vs.M
s 1 2

©0.01(J) 303* 16.8%

1‘.05(M1)

3.9 (Mz)

*significativo (p<0.005)

Tabla 4 Numeros de
zona apical
Pr
Z.apial 307
Z.basal 486
Total 793

submuestnras. infectadas en la

y basal de la hoja
A
431
506 x2:9.25
937 significativo

(p < 0005)



lLa frecuencia de inteccién varia con la edad de la
hoja, significativamente entre My vy Ma, v mas entre J v Fa
(M1 +Ma; tabla 3). Este incremento de infeccidn con la edad
de la hoja coincide con los resultados hallados en otras
especies vegetales {(HRernstein y Carrcocll, 19773 Fetrini vy
Muller, 19793 Lungibthl y HUller, 1980; Fetrini y Carroll,

19281 v Todd, 19843 Stone, 1987).

Frecuencias de infeccidn de las especies vy su

distribucidn

La tabla 9 muestra las frecuencias de infeccidn

de las especies en la lamina, nervadura , peciclo y rama.

lLas siguientes especies tueron halladas en todas las
estructuras mencionadacs: Conicthyrium SP .y Coccaomyces
martiniae, Macrophoma_ _ _smilacina, Micelic estéril GRN,
Alternaria sp., vy Myccsphaerella sp. (esta dltima wne en
ramas); mientras que Zeellneria _eucalypti, Chaetocmiun sp.,
Sporcrmiella _minima, Festalcticpsis _oxyanthi, FElecspora

herbarum y Hormonema sp. se hallaron sdlo en la lamina.

La 1am.III muestra la infeccidn interna en 6 hojas
y ramas adyacentes a las hojas, segiin el meétocdo de mapec
faoliar. En cada una de ellas estan indicadas las submuesti-as
con la‘las especies endofilas halladas v la distribucidan de
las diferentes especies en cada una de las hojas. De 1la

observacidn de estos mapas fuliares surge que la
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distribucidn de las especies fangicas no sigue ningidin patrdmn
veconccible, mads bién ce presenta al azar vy en forma

discentlinua.

Similitud de infeccidn entre hojas

L la tabla 6 cobservamos la frecuevcia de
inteccidn de las especiles en 18 hojas de 6 drboles. 81 apli-—
camos el coeficliente de similitud de Czekanowskil obtenemos
la matriz de coeficientes de la lam. IV. Al agrupar estos
coeficientes segim el método de clasificacidn aglomerativa
WFGHM se obtienen las restantes 16 matrices. De los vesul-
tados de estas matrices se obtiene el dendrograma del
grafice 1, que presenta 3 grupos de similitud: 1) formado
poy las hojas 9, 17 y 18 (clases de edad M, y M=) @)
formadoe por las hojas 2, 6 vy 8 (clases de edad My v Mg)3; 3)
formado por las hojas 4, 7 v 11 (clases de edad J y Mi): 4 )
fermade por las hojas 3, 9, 14 y 15 (clases de edad M, vy
M=a). E1 Sto grupo de baja similitud, estd formado por las
hojas 1, 10 vy 16 (clases de edad J). Las hojas 12 {(clase de
edad Mg) v 13 (clase de edad J) aparecen apartadas del resto

y con un coeficiente de similitud muy bajo.

Al compayar los grupos del dendirograma con  los
datuvs de la tabla 6, vbservames que cada grupoe esta focrmado

poer hojas de diferentes arboles, con la excepcidn del grupao



Lamina I1l. Diagramas de las hojas jévenes (J), maduras Ml y M2
segun el mélodo de mapeo foliar. En cada hoja esLan

indicadas las submuestras con los endofibos aislados.

Rl:rama a la izquierda de la hoja
Rz:rama a la derecha de la hoja
P:peciolo

N:nervadura



Coniothyrium sp.

B Mycosphoere“a SP- Lamina I . Hojas jovenes (J)
C.martiniue

[ s.mGRN

@ M.smilacina

[Il]Alternoricn sp.

E Z.euculypti

@S.minima

[E] Nigrospora sp.

______________________\L-T-

ofef
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Lamina lll (cont.).Hojas maduras (M,)

1
. Coniothyrium sp.
Mycosphaerella sp.
C.mnrtiniae
(] smGRN
@ M.smilacina
[[I]Alternaria sp.
g Z.euculypti
@ Sminima
ENigrosporo sp.
o
.'.l
1
L
.
e
I
l
R
R
P E
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LAmina lll (cont.). Hojas maduras (MZ)

N

s,

ae

ue . Coniothyrium sp.
\\

ae

=e 2] Mycosphaerella sp.
as

N

sa C.martinioe
= ] s.mGRN
2N\

\\ [E] M.smilacina

o HD Alternaria sp.

@ Z.eucalypti
@S.minimo

[E Nigrospora sp.
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Grafico 1
En el dendrograma de la. derecha. de’ observan

5 grupos de similitud (zcnas punteadas):

1) hojas 5, 17 y 18 (M, y M,)
2) "2, 6y (M1 y M2)

3 " 4,7 y11 (JyM)
4) "9, 15, 14y 3 (Ml y Mz)
y con baja similitud

5) hojas 1, 10 y 16 (J)
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4, donde la mdxima similitud ccurre entre dos hojas del

mismc arbol.

Modelo de microcomunidades

Las hojas que integran cada grupo del dendrograma
tienen en comdn 2 & 3 especies que se presentan con
frecuencias diferentes, vy especies na comunes de baja
frecuencia. Las especies camunes pueden estar indicando un
tipe o modelo de microcomunidad (Swift, 1976), donde existen
una a tres especies principales (de alta frecuencia) vy

especies secundarias (de baja frecuencia).

En la tabla 7 bosquejamos 4 modelos posibles de
microcomunidades, donde las especies principales serilan:
Conicthyrium sp., C.martiniae, Mycosphaerella SP., Y

M.smilacina, que pueden aparecer sclas (modele Ps y Py ), de
a pares (Fi1) o agrupadas de a tres (Pe)l. Las especies
secundarias serlan @ MNigrospora sp., Micelio estéril GRN,
Mycesphaerella sp., Yy M.smilacina. Estas AQltimas pueden

ubicarse dentro de la micrccomunidad comee principales o

secundarias.

Anatomia Foliar
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Tabla 7 : Modelos de comunidades-unidades de endofitos
en hojas de E.viminalis

P
Coniothyrium sp. .
C.martiniae dominantes

Nigrospora sp. secundaria

P3
C.martiniae dominante
M.smilacina secundaria

P2
Coniothyrium sp.
C.martiniae dominantes
M.smilacina
Mycospharella sp. secundaria

Pa

Mycosphaerella sp.dominante

Micelio estéril
GRN secundaria
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Las seccicnes histolégicas seriadas de la mitad
apical y basal de la hoja,y 21 nimero de estomas por cm® no

muestran diferencias apreciables entre las zonas.
Observacidn de los endofitos

Los nédduleos subercscs vy los estomas, mostraron
presencia de endoefitos, indicando que la posible via de
entrada de aquellocs a la hoja podria ser a través de esas

estructuras (lam.V , 1-4).

Discusidn

De acuerdoe con Bernstein y Carroll (1977) la
infeccidn foliar interma podiria surgir de la infeccidn
sistémica a través de ramitas y peciolos; por micelic de
hongos residentes scbre la superficie de 1la haoja, que
penetran la cuticula o estoma; por infeccidn mtltiple de

esporas; o por incculacidqn de insectos chupadores.

La presencila de ciertas especies en ramas, peclolo
vy hojas, sugerirla una infeccidn sistémica & partir de la
rama. Ferc 1la discontinua distribucién de las ecspecies
cbtenida por el método del mapec foliar, contradice esta

hip&dtesis.

Seglin Carrocll (1986) podriamos hablar de dos

formas de trasmisiin endoflIticas



Lamina V:

1.Cara superior de una hoja de E.viminalis donde se observa un
nédulo suberoso (A:400 x)

2.Interior del ndédulo suberoso con micelio endofitico (A:1000 x)

3.Corte longitudinal de un nédulo con hifas endofiticas (a9
(A:400 x)

4.Detalle del estadio anterior (A:1000x)
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Lamina V
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a)donde el endofito es llevado a través de 1la
semilla v estd siempre presente en la linea materna del

hospedante que lo lleva (ver introduccién pag.$ ).

b) el endofite se dispersa a partir de tejidao
senescente o muerto hacia la planta sana (ver introduccidn

pag. 6 ).

En E.viminalis ccurriria el casc b)), y 1la
infeccidn se produciria por medic de propagulces que caen
soubre la hoja, germinan y luego penetran al interior de la

misma.

El incremente de la infeccidn con la edad de la
hcoja, poadria ser el resultado de mavor tiempo de exposicidn
de la hoja a los propaguleos o relacionarse con cambiocs en el
estadoe nutricioenal de la hoja y coen la produccién de
exudadas gue Tavorecen la germinacidén y crecimiento de los

prop&guleoes (Miller y Roy, 1982).

Se han formulado varias hipétesis para explicar la
preferencia de los endofitos por las distintas zonas de la
hoja. E1l reocic vy el agua de lluvia que permanecen en
determinadas zonas durante més tiempoe favoreceria que se
acumulen esporas, exudadoes y particulas de polve (Fugh v

Buckley, 1971) propiciando la germinacién de las esporas.

lLa mayor disponibilidad de agua en la zona basal

de la hoja de Juniperus _communis (FPetrini y Muller, 1979) o

la proteccitn qgue ejercen las catatilas en Finus_ _taeda
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(Venedikian, 1984) favevecen la infeccién de esta zona. En
E.viminalis l1la mayor infeccidn de la poarcidédn basal no pusde
ser explicada por diferencias en la disponibilidad de agua o
anatiémicas de 1l1la hoja con respectc a la apical. Suponemos
que en este casc, la adherencia y crecimiento de los
propadgulos serila mencr en la zona apical, ya gue dos tercios
de la hoja estan péndulos y son afectados por el viento, el

drenaje del agua y la incidencia de la luz.

Las diferencias de frecuencia de infeccidn entire
lamina, nervadura vy peciclo, indicaria que la lamina es mas
favarable para el desarrcllc de los endofitos. Esto poadria
explicarse tenienda en cuenta que el micelic sobre la
superficie foliar estd concentrado en las areas de la
lamina, principalmente en la depresidn del estoma (Cabral,
1982 y 1985),vy presuponienda que la entrada en la hojla
podria ser por les estomas o por los néddulos suberoscs, la

lawnina estaria mds infectada gue la nervadura y el peciclo.

La distribucién de especies en la tabla 4 muestra
dos grupos: aguéllas que se hallanm presentes en todos los
tejides foliares, y aquellas restringidas a 1la 1lad&mina,
indicande la existencia de especies con capacidad biocquimica

extensiva o restringida (Carvocll y Petrini, 1983).

frecuencia y fueron registrados come endofitos por Cabral

(1983). En cambic P.cxhyanthi, Nigruspera sp., Alternaria
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Sp., ¥ Cladosporium sp. fueron considerados por  Cabral

(cp.cit.) come hongos del filoaplanco.

De acuerdoe con Riesen (1985) Alternaria sp vy

Cladesporium sp. s&lo se comportan coma endoefitos para
protegerse contra la deshidratacidn e irradiacién, v pueden
permanecer relativamente inactives dentroe de la hoja hasta
que cambics en la fisiclegia del hospedante permita o
estimule el crecimiento. Aguellos hongos penetrarlan la haoja
viva previo a su  senescenclia vy continuarian  luegoe come
sapréfitos cuwandoe la hoja muere. Tal infeccidn podrila

censiderarse coma latente (0°Donnell y Dickinson, 1980).

Las restantes especies de la tabla 4 no  fueron

registradas previamente sobre E.viminalis, perco sl como

endofitos scobre los siguientes hospedantes: Fleospora

scobre Triticum  aestivum (Riesen 198%9)

ldy
[s]
Q
c
=
3
[
0
-
[
a'l
3
iy
a
[
3
bl

scobre Glycine _max (Miller vy Roy, 1982), en Juniperus

Mycosphiaerella sp., sobre GBlycine__max vy sobre Juniperus

communis, Yy Hormonema sp. scbre Juniperus _cccidentalis

(Fetrini y Carrcll, 1981).

De acuerdc con  Bwift (19746), las sustratos
vegetales se presentan comoe una serie de "unidades" (ramas,
raices, frutes vy hojas) de tamafic y origen variable, cada
unce con un conjunto particular de microcorganismoes. Tales

comunidades, deben ser 1llamadas "comunidades—unidades" v
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registradas como teniende una integridad funciconal vy
espacial. Del estudic de estas comunidades—unnidades
resultaria no sélo la lista de especies y su frecuencia de
aparicidén, sino y mas importante, wuna estimacidn de 1la
estructura y funcidn de la comunidad microbiana {Shearev vy

Lane, 1983).

La existencia de estas comunidades—-unidades ha
sido demcstrada para comunidades microblanas de
descomponedares, scbre sustratos tales coamo ramas (Healey vy
Swift, 1271) vy hojas (Shearer vy Lane, 1983). Nuestros
resultados muestran gue tal hipdtesis puede ser extendida a

la comunidad de hongeos interncs en hojas vivas.

Las microcomunidades en E.viminalis pueden

representarse por 4 modelos de comunidad-unidad, que estan

esquematizades en la tabla 7.

Analizando el dendrograma del grafice 1, podemos
cbservar 4 grupcs (principalmente hojas maduras) con alto
porcentaje de similitud, mientras gque en el Sto.grupo,
formade por  hojas  jévenes, la similitud e baja. Esto
indicaria que las microcomunidades se ecstablecen en la edad
madura, cuande se alcanza el equilibric entre las especies

infectantes.

La frecuencia de infeccién, vy 1los modelos de
cemunidad-unidad de M, y M= sugileren que no existen cambics

importantes en la comunidad-unidad dentre de la clase
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madura. La 1inclusién de 1la hoja 4 v 7 de la clase joven,
dentro de un grupc de alta eimilitud, probablemente sea el

resultado de una ervrdnea clasificacidn de la clase de edad.

Fodemos tembiégn concluir que existen comunidades
similares sabre hojas de &rboles diferentes, indicandco que
un patrén dado de infeccidn estad presente en diferentes
individuos y que ne depende del genctipe del Arbeol. Si
poedria ser el resultado de la interaccidn de las especies en
la escala de la comunidad-unidad (Shearer vy Lane, 1983),
caome  esta representadce  en el modelo de la pégJ06de

interaccidén de tres especies.

La variedad de modelos de colonizacidn en las
unidades del mismo recursc (hojas de E.viminalis) sugiere la
existencia de nichas funcionales semejantes coccupadoes por
especies diferentes, llamadas especies equivalentes. For
autra parte, una especie dada, puede formar parte de

diferentes comunidades, caeme  dominante C secundaria,

indicando que puede adaptar roles fisicldgicos diferentes.
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CAFITULO I1

COLONIZACION FOR  EMDOFITUS SEGUN EL CICLO DE YIDA

DEL. HUOSFEDANTE

Les insectos vy las angicspermmas han evolucionado
. . 4 4
interdependientemente una del otro. La presion de seleccion
ha actuadae sobre ambos, a la wvez gque han surgido nuevos

habitats.

Es asi, que las plantas se han visto expuestas a
una variedad de herviborcos, patdgencs vy animales, vy en
consecuencia han desarroclladoe mecanismos de proteccidn, de

natwraleza fisica y quimica, contra ellos.

Las plantas perennes, cuyt genotipo es fijo, y por
lo tanto con pocas poesibilidades de variar sus alelogulmicas
durante un tiempo prolongadoc, no paseen la capacidad de
generar nuevas resistencias como respuestas a la presidn del
medic. En cambic, los insectos que tienen una generacidn por
athce, @ inclusc varias en un  misme afic, pueden en corto

tiempo vencer las barvreras presentes en el hospedante.

La ascciacidn de las plantas de cicle de vida

largue, con hongos endofitos con capacidad de adaptacidn
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similar a los insectos y patégencs, representaria una
respuesta de la planta a los cambics producidos por  las

plagas de ciclo de vida corto.

Seglnn esta hipétesis las plantas perennes deberian
estar estrechamente asscciadas con endoefitos fangicos con
caracteristicas mutualistas activas contra patdgencs e
ineectos, mientras que las plantas anuales no presentarian
esta asociacidn, o esta seria de caracteristicas diferentes,
ya que la presencia de los endofitos no seria necesaria ni
ventajosa. En estas plantas 1la recombinacién durante la
floracidn, proveria de la coportunidad para generar nuevas

defensas.

Fara comprcbar esta hipdtesis estudiamcs el
sigtema Juncus sp-endofitos, a fin de determinar la flora
endofitica, sus trecuencias de aparicién y los patrones de

celonizacidn de estos organismos.

Materiales_ y_métodos

Para este estudico se seleccionaron doee especies

perennes de Juncus @ Juncus imbricatus__var.chamissenis vy

Las muestrecs de la primera especie se realizaron

en agoste de 1986 y abril de 1988, en los alrededores de la
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Ciudad Universitaria. La segunda ecspecie fue coleccionada en
noviembre de 1988 en los alrededores de Derqui (Bs.As), v la
tercera en febrero de 1987, de la costa del rice en los

alrededocres de Martinez.

Alslamientc

Se utilizd un promedic de nueve plantas para cada
especie, las que fueron lavadas en agua carriente previoc a
la esterilizacidn supertficial. Tanto de tallos como de las
hajas de cada planta, cse extrajeron al azar 8 submuestras
que luego fueron esterilizadas segln las técnicas
habituales, con un primer lavado en alcchol S04 durante 1
min., wa esterilizacidn con hipoclorite de scdio (80g/dm=®)-
agua, 2:1 durante 3 min., y un enjuague final en alcochol 350%

durante 1 min.

Las submuestras fueron sembradas en cajas de Fetri
con agar agua al 2%, e incubadas a temperatura ambiente vy
luz diurna. Al cabo de 1520 dias se procedid al aislamiento

e identificacidn de las cepas.

Observacién directa de los endafitacs

Fara conccer la ubicaciédn de los endofitaos y sus
patrones de colonizacidn, realizamos cortes longitudinales,
a mano alzada, de tallo y hoja. Estos cortes, gue abarcaron
la epidermis y el parénquima subvacente, fueron clarificados

mediante ebullicidn en lactofencl-etancol (1:2 v/v) durante
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10-15 min. v reposce posterior durante 12 hs a temperatuwra

ambiente.

Luego fueron tefildos con algunc de los siguientes
colorantes: trypan blue 0.0353% (Phillips y Hayman, 1970y,
fucsina acida-verde de malaquitea {Alexander, 1980) «

chlocrazol black E (Hrundrett et al,1984)

La correspondencia entre los patrones de
calonizacién v el endofitd que lco=s produce, i siempre
resultd evidente. En esos casaos se acudid & cultives de
trocitos de tallo y ho)as en camaras hdmedas, y posterior

cbhservacién microscépica de los mismos.
’ . . .
Analisis estadistico

La Ffrecuencia de infeccidén total, tanto para
talla, hoja o planta entera, se calculd teniendo en cuenta
el nimerc de trozos infectados por el ndmerco de trozos
incubados, v 1la frecuencia de infeccidn por especie, como
el nimero de trozoes infectados por un hongoe dado por el

nimero de segmentos incubados.

Se utilizé una pueba de diferencias de
proporciocnes  (Dixan y Massey, 1965), con el fin de
establecer si1 existian diferencias entre los porcentajes de
infeccién de hcoja vy talle, en cada unoc de los  juncos
analizados, vy la prueba de Page de las alternativas

crdenadas (Daniel, 1978), para comprobar el cocrdenamiento de
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las frecuencias de infeccidén de las especies endofiticas en

les hospedantes perennes.

Resul tados

Aislamiento

En la tabla 8 pueden cobservarse las especies
endofilas halladas en los hoespedantes anual y perennes, y su
frecuencia de infeccidn tantoc en haja come en tallo. En
tados los casce la frecuencia de infeccidn de la haoja fue
maycrr que la del talle: J.bufonius 20,84(H) vy 10%(T):

J.imbricatus var.chamissonis TE,6%(H) Y S9,14(T) Yy

J-micrecephalus 37,3%(H) vy 13,3%(T).

El test de diferencia de proporcicnes muestra que

estas diTerencias son significativas:
Q9,233 < pl-p2 < 1,596
0,07 < pl-p2 < 0,27 pa 0,05
0,135 < pl-p2 < 0,345 , respectivamente

El nimerc de especies endofitas presentes en el
junce anual es notoriamente mayor que en los  dos  juncos
peremes, y sus frecuencias de infeccidn son en todos los

casos inferiores al 3,34%4.

En los dos juncos perennes, por el contrarioc, hay
pocos endafitos, 1-2 con alta frecuencia y los restantes con

frecuencias mencres al 3,1 %.
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La prueba de Fage de las alternativas ordenadas,
muestira que existe en ambos juncos perennes, un ordenamiento
significative de las especies endofilas, sienda las mas
frecuentes P.towocgotiensis (36,8%) vy A.alternata (13,1%)

para Juncus imbricatus var.chamisscnis (valor del

estadistico de prueba:-3,66), vy A.altermata (12,5%4) en

J.micrecephalus (valor del estadistico de prueba :—-2,24).

El hecho de gque algunas especies se presenten con
altas frecuencias de infeccidn, nos estaria indicando una

mayor afinidad de las mismas hacia el hospedante.

En el trabajoe de Cabral vy Carcll {en prensa)
surgieron resultades similares. Las tres especies de juncoes
pevemmes:J.effusus var.pacificus, J.patiens vy J.bolanderi
poseen endafitos con frecuencias entre 70-100%, mientras que
los endoefitos de la especie anual (J.bufonius), presentan
frecuencias infericres al S%. Estas Gdltimas especies san en

general diferentes &a las halladas por nosotros en el junco

anual.

La existencia de diferentes especies fungicas
sabre el mismo hospedante (J.bufenius), juntce wcon la baja

frecuencia con gue se presentan, son indicics del caracter

transitorico u cpartunista de estas especies.

Fatrones de colonizacidn

Las cbservaciones citolégicas se realizaron en los

hospedantes perennes, teniendoe en cuenta que los méds altos
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porcentajes de infecciém por especie endofitica se hallan en
escs hospedantes, vy en consecuencia es mayor la probabilidad

de reconocer e identificar los patrones de colonizacidn.

J.imbricatus var.chamissonis

Se hallaran basicamente tres patrones de

caolonizacion.

tipe A (lam.VI,1-5): el endocfite ccupa la cadmara
subestomatica v de alli crece intercelularmente entre las
células del mesdfilo. Es el patrdn que se presenta con mayor

frecuencia (704 ude las observaciones).

La colonizacidn se 1inicia a partir de 1la
germinacién de una espora ( lam.VIi,l). De la‘las ceélulas de
la espora se origina un tubo germinative que se introduce a
traveés del osticlo del estoma hasta 1la ca&mara subestamdtica
(lam.VI,2). Una vez alcanzada la camara subestomdtica,
desarrclla 3-6 cé&lulas glebosas que wcupan tode el espacico
de la camara (lam.V1,3). De estas células, lacs mas distales
se adelgazan vy crecen intercelularmente en el parénguima

(lam.VI.,4 y S).

2)Tipe B (1am.VI,6-8): el endocfito se restringe a
unas pocas células fangicas en el intericor de uwuna ceélula

fundamental (frecuencia del 10%).

La infeccidn se manifiesta por la presencia de una

primer cé&lula fangica, glocbosa o vesicular, en el interior
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de la ceélula hospedante, conectada con un canal y orificico
de penetracidn en la pared externa de la célula infectada

(lam.VI,.6).

A partir de esta célula vesicular, se desarclla
en una o dos direcciones, una hifa corta de 3-5 células

rectangulares (lam.V1,6,7 y8).

Hay catras células del hospedante que aparecen
necrosadas, con indicies de infecciones ircipientes, pero
sin desarvrollce de endefTite en su interior. En estos cascos se
chserva el orificic de penetracidn y una zona civrcular densa
alrededor de @&l1. Esta zona se dencmina papila y segdn Aist
(1976) s una deposicién de pared nueva alrededor del sitio

de la infeccidn.

3) tipae C: el endofite se ubica en, peroc sin
llenar, la camara subestomatica. Las celulas son
cilindricas, delgadas, vy 1las hifas son poco extensas.
Morfolgicamente, es diferente del endofitc del patrdn A, y

se presenta con mencr frecuencia (lam.VI,9).

Si relacionamnos estos patrones de colonizacidn
con los endofiteos aislados, podemes encontrar una probable
corvespondencia  entre Flecspora_ _aff.towocgatiensis vy el
patrén A de colonizacidn. Esta correspondencia estd basada
primeramente, en la ocbservacitn de esporas de este hongo con

su tubo germinative penetrande el ostlole del estoma y en

segundo lugar/ en que tanta el patrén A CCmo
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P.towcgotiensis son las que aparecen con mayvor frecuencia.

De igual Aforma se puede relacionar el patrdn B de
coloenizacidn con la especie Stagoncspora sp. A pesar de gue
ecste patrén es el segundoe e tfrecuencia de lose hallados
sobre este hospedante, vy Stagonospora sp.,apairece  en  los
alslamientos con baja frecuvencia (3,1%), la ascciacidn pudo
establecerse basdndonos en gue Stagonospora irnmumercsa (fen

J.efussus _var.pacificus, CLabral y Stone,cp.cit.), presenta

un patrdn similar de colenizacidn.

Ne es posible establecer una relacidn entre el
patrén C de colonlzacidn coen &lguno de los endofitos
aisladas, perc dada la similitud en las caracterilsticas
mortoléglcas conn el patrdn de infeccién de A
cbservado por 07 Donnell y Dickinson (1980), es proabable que

se trate de este hongo.

Juncus _microcephalus

En este haospedante encontramos tambien tres

patrones de colonizacidn
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DTipe D (lam.VII,1-7). El endocfito se encuentra

dentro de una célula epidérmica fundamental.

La infeccidn se inicia a partir de un tubo
germinativo (no observamos esporas) gue desarroclla en  su
extremc wn aprescrico (lam.VII,1l). A partir de este aprescrio
se produce una hifa de infeccidén que da origen a uﬁ crificic
y a un canal de penetracién. Este Qltimo atraviesa la pared

epidédrmica superior (lam.VII.,2 vy 3).

Muchas vecese la colonizacidn no progresa vy las
celulas poseen edlc canal de penetracidn vy papila, sin

desarrclloc fingico dentro de la celula hospedante.

Si la infeccidn preogresa, se forma una ceélula
vesicular, que dara origen a una hifa endaefitica
(lam.VII,2). Paralelamente a este desarrcoclle, el citoplasma

de la célula hospedante se colapsa progresivamente.

La hifa endofltica es delgada, tabicada, poco
ramificada y con células cilindricas (lam.VII,4 vy 5). Se
extiende a lo large de la célula hospedante, ccupando 2/3
partes o el total de esta célula. La infeccidn puede
continuar hacia una célula adyacente (fundamental u
vclusival. En estos cases el extremo de la hifa inicial se
ensancha, danda una terminacién globosa o plana sobre 1a
pared de la célula: célula madre haustorial? (CHMH,
lam.VII, 6,7 v 8), y de alll emite un cuellc haustocrial? (CH)

que atraviesa la pared de separacidén e infecta a la célula
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vecina, mediante un haustorio? (H). Este tipo de infeccidn
lateral no progresa mas. allad de dos células y es de baja

frecuencia.

=)

¢ )Tipe E (lam.VII,B8-12). El endofita se ubica en

la clmara subestomdtica .

Se corigina de una espora bicelular gque desarrcolla,
a partir de una de sus cé&lulas, un tubo germinative. Este
se acerca al estoma y forma scbre la abertuwa del misme, un
aprescvic {lam.VII,8 vy 9). A partir de este apresorio se
genera una hifa gque penetra el ostlcloe hacia la cdmara
subestomitica. Desde alli surgen ramificacicnes hifales en
una o] varias direcciones, gue se desarrallan

intercelularmente en el mesdtile (lam.VII,11 y 12).

ITipoe F (lam.VII,13). El endafite se halla dentro
de las células subsidiarias del estoma. Es el mencs
frecuente. La maycria de las células aparece conl su
citoplasma coelapsado, levemente necrosadas. En muy pocas
pudimas cbservar la hifa dentro de la ceélula. Esta consta de
2-3 células hifales, no es ramificada, y se ubica segun el

eje mayor de la célula hospedante.

Nce podemos asegurar que no  sea una derivacidn del
patrén D, vya que si consideramcs la 1am.VI1I,S donde se
gstablece una conexidn entre la célula fundamental vy 1la
oclusiva, el patrén F podria ser en realidad resultado de

una conexidn con células subsidiarias. Stone (1987), observad
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que en el estadic de necrousis de la hoja, la infeccidn de
las c&lulas epidérmicas por R.parckeri se expande a las

células cclusivas o subsidiarias.

En este junco peremme, el endofite aisladoe con mas
frecuencia fue A.alternata (12,5%) Y las restantes
resultaroen coen frecuencias mencres a 3,1%. Los porcentaljecs

de los patrones de colonizacidn fueron 70% para el tipe D,

0% para el E y 3% para el .

En este hoepedante, no pudc  encontrearse  la
correspondencia  entre atslamientos \ los tipos de
colonizacidn. N1 por observacidn directa ni  basandonos en

loe cultivos en camaras hdmedas.

Discueidw

De acuerda a los resultades hallados para loe dos
juncoes perennes, podemcs caracterizar a los patrones  de

colenizacidn @

La infeccidn intevesa al estoma, con crecimiento

en las  camaras subestomaticas. For ej.: F.towogotievnsis vy

endofite del patrén €L (A.alternata?), en J.imbricatus
var.chamissanis; v endotfito E en J.microcephalus.

Lag colovraciones que dieron mejor yesultado paira
ecste patrdn intercelular fuercnn trypan blue vy chlorazcl
black E, con el endofite teMido de azul o negro respectiva-

mente.



79

Fatrdn _de colonizacidn intracelula

Interesa & una célula epidé-mica:

a) fundamental: representade por- los endofitos

Stagongspora en J.imbricatus var.chamisgsonis, v endofito del

b) células subsidiarias : vrepresentada por €l tipo

F en Jd.microcephalus.

l.a coloracién para este patrdn fue fucsina dcida-
verde de malaquita. El endotite aparece de color  verde

clarc.

Segin Carrocll (1984) los endotfitos se comportan
como simbiontes mutualistas S 3 refnen determinadas

caracteristicas (ver pag 11).

En el casoe de J.imbricatus

F.towcgotiensis pavece reunir estos requisitos dado que:

1) su desarrcllo ez intercelular, no habiéndose
abservado células inecrdticas o dafiadas., ni penetvracidn en
las celulas del parenquima; 2 su  trasmision es de tipo
lateral, es decir & través de espovas que se propagan pov el
vientoe o el aguas; 3) apargce con alta frecuencia oon
respecte a los demds endofitos v 4) produce infecciones
localizadas, en gran cantidad vy distribuldas unifurmemente

peyr toda  la planta. También el endefite del tipo E en



80

demicrocephalus se comporta en forma similar pevo con

frecuencia menoy.

Pov otvra parte, A.alternata (patirén C?7) que =c

presenta  con alta frecuencia en J._ __imbricatus wven.
chamissanis vy en J.migrocephalus, es considerada poy

Q" Dovmel vy Dickinson {1980), comoe honge epifito. Nuestras
experiencias en el estudic de lose endefitos en otrog
vegetales, nicse sugiere gque esta especie podria comportarse
came endofito, ublcandose en las camaras subestomdticas,
emitiende cdesde 2111 hifas hacia los espacics intercelulares
del parénguima, vy establecieandoe una intima relacicn con el

hospedante.

Evn loe patvones de colonizacidn intracelalares
fendofites comoe Stagonospora o endofite del tipoe D) la
presencia de papilas indicarla una reaccidn del hospedante a
la presencia del endofitoe, probablemente para evitar gl
progreso de la hifa infectante (Swith, 1900). La presencia
de aprescrics, cé&lulas madres haustoriales? y  haustoricos?

sugliere una relacldn de estos hongos con tormas patogénicas.

Sin embarygo, la presencia de estos endofitos no
provoca dafbics en hospedante, su trasmisidn es lateral y la
infecnidén estd uniformemente distribuida, aungue con baje
frecuencias su patrén de infeccidn es semejante al de

R.par

in
lo—

keri, endofite del abeto  Douglas (Stone, 1947). DLe

acuerdoe a estas caracteristicas, estoes endofitos reunivian

loes vrequisitos de loz simbiontes mutualistas.
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En estos  cascs podemocs considerar gue existeo
rasgos patogénicos, pero restringidos a una Anica célula
hoepedante, con  tormacidn de CHMH, CH vy con necrosis de la
célula infectada. Esto= aspectos de la estrategia endofitica
moestrarian la conexidn de esztos hongos con sus antecesores

patiégenicos.

Los resul tados cbhtenidos indican quie lus
hospedantes  perennes estan esztrechamente asocclados  cuin
endoetitos, cuvas caracteristicas de colonizacidn,

Trecuencias, distribucién de la infeccidn vy formas de
dispersidn, =sugieren un  comportamiente comoe simbiontes

mutualistas.

For el conkraric, en el junce ankal el gran dmero

de especies endcfiticas, = diversidad vy sus  bajas
trecuencias, sugieren que s  trata de g ENlsnes

transitorics w aproetunistas.

La comprobacidn de 1la relacidn entyre les
hospedantes perennes vy =sus  endofites, hace probable 1la
hipdtesis planteada, s deciv, que el hospedante pevevne
participarla de esta ascciracidn con el fin de aumentar su

capacidad de respuesta frente a los cambics del ambiente.

Cudles podyrlan ser estos beneficics?: contribucicn
al meior crecimiento y desarrollo de la planta? antagornisma
hacia patdgence? resistencia al atague de lcos herbivoroe?

Dilucidar estas preguntas requiere un estudio
posterior de las interaccicones hospedante—endofito-

herbivoro.



Lamina VI
Patrdén A
1 Infeccién de un estoma por una espora
t:tubo germinativo (1000x)
2.Células del endofito dentro de la ca-
mara subestomdtica (e)
3.Endofito alojado en la cimara subesto-
matica (1000x)
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Lamina VI (cont.)

Patron A

4 .Desarrollo hifal entre las células del meséfilo
e.células del endofito en la camara subestomitica

h.hifas entre las células del parénquima (1000x)

5.Camara subestomatica con micelio endofitico

h.hifAs entre las células del mesé6filo

Patron B de colonizacidn

6.Endofito dentro de una célula epidérmica
o.orificio de penetracién de forma estrellada
e.hifa endofitica

p.papila
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Lamina VI (cont.)




Lamina VI (coné.)
Patron B
7.célula infectada con el endofito (1000x)
8.Dibujo del estadio anterior
v.vesicula

e.hifa endofitica

Patrén C

9.Hifas en el interior de la camera subestomatica



Lamina VI (cont.)
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Limina VII

Patrén D de colonizacién

. 1.Tubo germinativo con apresorio
a.apresorio
o.orificio de penetracién

2.Endofito en el inbterior de una célula epidérmica
v.vesicula
e.hifa endofitica en desarrollo

3.Endofito ocupando la célula epidérmica
c.canal de penetraciodn
v.vesicula

4 .Foto correspondiente al estadio anterior (600x)
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Lamina VII




Lamina VII (cont.)
Patrén D
§.endofito intracelular
v.vesicula |
c.canal de penetracién
CMil{.Célula madre haustorial
Cll.cuello haustorial
6.Detalle de CMH y CH (1000x)
7.0tro ejemplo donde la conexién se establece

con una célula fundamental

Patrén E
8-9.Espora bicelular en geﬁminacién
a.apresorio sobre el oséiolo del estoma
(1000x)
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Lamina VI1 (cont.)




Lamina VII1 (cont.)

Patrdn E

10.1lifa penetrando el ostiolo del estoma

11.Crecimiento de laé hifas entre las células
mesofilo

12.Dibujo de los estadios 10 y 111.

Patrén F.

13.Endofito en el interior de una célula subsidiaria
c.canal de penetraciodn

e.hifa endofitica



Lamina VII (cont.)
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CAFITULO I11

ENDOFITOS EN LA RESISTENCIA DE LAS FLAMTAS A LOS

FATOGENOS FUNGICOS

(en Evu

it
0
[ Lot

yhtus vimina

i
j—
=
n
-

§
|

Fuede decirse que dos crganismos interactdan
cuando la presencia de unge afecta de alguna mansra la
performance del cotro. Estas interacciones son comunes entre
les hongos & causa de su tipico cuerpo vegetativo y de la
versatilidad gue poseen para crecer y rveproducirse (Rayner v

Webber, 1784).

Las interacciones inter e intraespecificas que
couwrren entre los micelics que colonizan un sustrato
determinado (ramas, madera) permite identificar individuos
dentro de las poblacicones vy conccer la estructura de la
comunidad fdadngilca (BHoddy vy Rayner, 12823 Boddy et al. 1985

Rayner y Todd, 1979).

Tambieén estas interacciones propoocionan
informacidin sobre las caracteristicas fdngicase que permiten
utilizar a las especies come control de pestes en

condiciones natuirales {Skidmore y Dickinson, 1976).
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Los ejemples  inequlvocos de antagonismas entie

endotfitos vy otros microorganismos son poces. Uno de ellos lo

constituyen las especies de Lophodermiun sp.. L.sediticsum
(patégenc) no Tfructifica en presencia de L.conigenum
(endofite), por lee que aguel es contralade en s

reproducecidn v diseminacidn por la presencia del segunde,
que evita asi la infeccitn por el patédgenc de les drboles

jevenes sanvs(Carvoll, 1988).

A.coencphialum, poy otra paorte, es antagovnista de
muchos patdgenos de pastos (White v Cole, 1985). Filtvados
de cultivos de este endofite  inhiben "in vitvoe" el
crecimiento de patdgencs tales como Migrospora _sphaerica,
Fericocnia sorghina y Bhizoctonia cerealis.

Siegel et al. (198%) encuentran lASGS de

antibicsics en cultives de los endoefitos A.lolil

sp.. Fhialephora sp. v E.typhina contyva un  grupe de

patégencs vegetales v hongos saprofiticos. La actividad

antifingica en esce casos dependia del aislamiento.

En este trabajo se ensavard la interaccidn entre

endofitas v hongos del filoplano de E.viminalis

s COME
. . . . 7

patégenos potenciales. A modoe de comparacidn tambien se

estudiardn las interacicnes de los epifites entre si y de

los endofitos entre si (Faifer y Bertoni, 1988).
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Las interaccionez fueron estudiadas " witro".,
sobye media de agar extracto de malta (ME) a temperatua
ambiionte (18-27 <C) v luz continua. Se estudiaron Llas
siguientes poesibilidades: a) endatitos vs. endotfitos, b))
endotitee vae. epifites v ) epifitos vs. epifitos. lodas las
egpacies analizadas tueron alsladas durante el trabajo de la
tilosfera de E.viminalis por  Cabral (1982). e esbe mismo
trabaie swirge  ta clasificactdn de las especies wbilizadas

. . 7
cume epltrtitas o endotitas.

Las especies tueron:  come epifitos, Alterrnarta

alternala (Fr.) kelsser, LCladosporium cladospovicides (Frez)

de Wwies, Epicococuwn puwpwascens  Entnceb. (como  E.nigruwn,

Cabral,1Ydts) vy MNigrospora crvzae {(Herk.&% Er.)Fetch. Como

entdefilos: Cuvccomyces martiniae Hansf., ULcvicothyrium sp.,

Macrophome smilacina (Hevk.) Rerlese & Vogl. v Zoellneria

eucalvplbtl dkeavlil) Demnmoas.

Se whilizareon dos mébtoedos para la  interaccecian:
a)interaccidn de colonias v b) lest de celofan. Cuadrados de
? mw® extraldes de una colonia en crecimiento active, fuer cnr

utilizados coma inédculos.

a) Interacciésn de colonias. El enfrentamiento
entre los micelicos s realizé en cajas de Fetri de % cm de
digdm., donde los indculos se sembraron a una distencia de b
cm =1 el rango de crecimientoe de los mismos era rapido, y
una distancia de 3 cm cuando eran de crecimiento lento. Bi
entre los dos existia diferencia en el tipo de crecimiento,
primero'se sembraba el de crecimientc mas lento hasta que la
calonia tuviese 2-3 cm, vy luegoe el segundo, de crecimiento

répide (Hoddy et al. 198%5).
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Fara cada enfrentamientoe se realizevon tires caljas,
con una  caja control  para cada hongo, v las experiencias se

repitieron tres veces.

La inhibicidn fue evaluada como el porcentaje de

inhibicidn del crecimiento radial.

ICR: (rl1-v2)/ra2 x 100

donde ICF: inhibicidn del crecimientao radial de 1a

colonia

vi: radic en mm de la colonia sobre el lado no

enfrentado.

r2: radic de la misma colonia sobre el ladc
enfrentade (Fukkema,19273; Rai y Singh, 19803

Melgarejce et al., 1985).

El crecimiente fud medidoe & lo large de una Inea
imaginaria que une el centro de los dos indculos (Morvis vy
Dickinsan, 1981), cada dos dlas, y en cada casc se construyd
una curva del crecimiente radial en funcién del tiempo

(Lam.VIIT,1).

También s consideraron los cambios morfoldgicos
de las colonias o tipos de reaccitn: colenia rodeando o
superponiéndose a la cotraj crecimiente entremezcladog
cambios en la forma vy color de las colonias; densidad del

micelic aérec vy formacidn de pigmentes; ancho de la zona de



Lamina VIII

1.Crecimiento de M.smilacina segiun el método de
interaccién de. colonias

2.Crecimiento de M.smilacina como hongo pasivo, segun el

Lést de celofan (E.purpurascens como hongo aclivo)

3-7.Diagramas de crecimiento de los hongos enlrentados

(método de interaccidn de colonias) -



Lamina VILI
cm.
41‘ . TC
I
2
h
20 dias
cm
4] rc
P
2
B
L 4
]
10 dias

92

A.alternata
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Lamina VIII (cont.)

C.martiniae
0 10 20 dias
. I C.martiniae
(o - 0 10 20 dia
N
A
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Z . eucalypti
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., Z.eucalypti 6
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inhibicidn {d) (Forter, 17843 Furkayastha y Bhattacharyva,
19823 Moryvriz vy Dickinson, 1981; FRavner vy Todd, 1979

Skidmore y Dickinson, 1976).

b) Test de celofan. Los efectos de los metabolitos
sobre el crecimiento fue estudiadoe segin el método de Gibbs
{Gibbe, 1967). Se inoccularcn centralmente cajas de Fetri
conteniendo celofan scobre medica de extracto de malta ., con
e de  los hongos a analizar, llamade "active" (3kidmore y
Dickinson, 1976). Una vezr que la colonia ha alcanzado un
didmetroe de 3-4 cm, se marca el limite de crecimiento (zova
) v se retira el celofan con la colonia fdngica. Se siembra
entonces, el segundoe hongo denominadae "pasivae", en el centrao

de la zona A.

Taedos los hongeos analizados fueron estudiados
tante en st condicidn de activos coma de pasivos.
f.alternata., C.cladosporicdes y Conicthyriun sp.  fuevon
incubados por perilocdos cortos, vya que sus hifas penetraban
el celaofan, interfiriendoc en la experiencia (Skidmore
Dickinson, 1976). Se hicieran cajas control para cada uneo de

las especies (Lam.I1X,3-4)

Con el fin de comparar numéricamente la capacidad
antagonista de las diferentes especies, se penséd en ulilizenr
el porcentaje de inhibicidn sobre el celofdn (ICRcf)
utilizandoe la fdrmula de Fokkema (1973) reemplazandce ri por
vYe (rradic de la colonia control) y el radio re por ro (radio

de la colonia pasiva):



ICRefirc—rp/ veo x 100

También se calculd el valor de ICRct en el puntcoc H
(Lam.VIII,2) cuande la inhibicifdn del radic rg era mayor

alli.

Se estableciercn & tipos o grados de reaccidn,
sobre la base de 1la movrfologla vy crecimiente de los
dietintos pares de hongos. En cada case se esquematizé el
crecimientce del radioc enfrentado y el ancho de la zona de
inhibicidén (Lam.VIII,3 & 7 , Movrrie y Dickinson, 1981). Leos=

grados considerados fueron (tabla 9):

D1) crecimientc de las colonias hasta tomar
contacto en una linea recta, v micelico entremezclada en la

llnea de interaccidn (Lam.VIII,3).

D2) crecimientc de una caolonia rodeando a la otra,

con contacto entre las hifas {Lam.VIII,4)

D3) crecimientae de una colonia roadeandoe a 1a atra

sin contacto entre las hifas y d< 2mm (Lam.VIII,5)

D4) inhibicidn matua a uwuna distancia < 2 mm con
una 1inea recta de interaccidn entre las colonias

(Lam.VIII, &)
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DI) inhibicidn unilateral a uwuna distancia > 2 mm

(Lam.VIII,7).

Les hongos epifilos muestran reaccidn de tipo D1 a
D3, mientras que los endoefiles tienen tipoes de reaccidn D3 a

DS .

Fer otra parte, en la tabla 10 se muestran los
resultados de interaccidn para cada especie de acuerda al
mé&tcdo de interaccidn de colonias (ICR), al test de celofan
(ICRcf), a 1la zona de inhibicidn (d) v al grado de reaccidn
(D). Podemous observar 8 juegos de interaccidén, donde en cada
unee se  detalla la lista de hongos analizados vy los valores
correspondientes de ICR, ICRcf, d v D halladose para tcdos

ellos en su controntacidn con el primevo.

Nesotros consideramos que existe antagonismeo
cuandoa se observan altocs wvalores de aguellos indices. El
hongoe que produce la inhibicidn, es considerado antagonista

y &l gque es inhibido,come sensible.

For comparacidn de todos los resultados obtenidos
podemas caracterizar el comportamienta antagoanista (o]

sensible de cada hongo.

A.alternata.

Tiene comportamienta antagonista cantra

c.purpurascens perc no contra  otros hongos del filoplano.
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Tabla 10 :Resultados de la interaccidn segin el test de ce-
lofan (ICRcf) e interaccion de colonias {ICR,D,d)

ICR(%) ICR (%) d(mm) D
cf
1)A.alternata
E.purpurascens 62.5* 18 (27.2) 0 1
C.cladosporioides 30.2 10 (16.6) 0 2
N.oryzae 46.2 27.9 0 2
M.smilacina 30.6 14 0 1
Coniothyrium sp. 13 18.7 1 3
Z.eucalypti 32.1 6.6 1 3
C.martiniae 23.5 20.4 2 3
2)C.cladosporioides
A.alternata 16.6 12.4 0 2
E.purpurascens 46.3 10.8 0 2
N.oryzae 35 37.8 0 2
M.smilacina 42.5 64.9* 0 2
3)E. purpurascens
N.oryzae 38.7 23.1(79.3)* 0.7 3
C.cladosporioides 47.3 8.1(45.5) 0 2
A.alternata 46.2 16.8 0 1
C.martiniae 28 5.2(36.2) 0 2
Z.eucalypti 29.1 21.9 1 3
M.smilacina 50.3* 15.5(73.7)* 0 1
4)N.oryzae
A.alternata 46.4 7.4(25) 0 -
E. purpurascens 55* 14.5 0.7 3
C.cladosporioides 30.7 1.8 0 2
5)M.smilacina .
A.alternata 35.4 15.8 0 1
C.cladosporioides 58.1* 2.9(10.8) 0 2
E.purpurascens 41.3 11.6 0 1
C.martiniae 3.4 3.4 2.7 5
Coniothyrium sp. 23.9 6.6(12.5) 0 2



ICR ICRcf d D
6)C.martiniae
A.alternata 20 30.7(36.5) 2 3
E.purpurascens 53.7* 48.5(71.8)" 0 2
M.smilacina 26.5 41.2 2.7 5
Z.eucalypti 43.3* 24.6 0.7* 3
Coniothyrium sp. 52* 2* 3
7)Confothyrium sp.
A.alternata 48.7* 26.2 1% 3
Z.eucalypti 53.5* 34.7 1.5% 4
M.smilacina 21.7 35.3 2
C.martiniae 35 2 3
8)Z.eucalypti
E.purpurascens 57.1* 4.8(10.1) 1% 3
A.alternata 50 * 10.5 1* 3
C.martiniae 32.4 26.5 0.7 3
Coniothyrium sp. 28.8 1.1(12.1) 1.5 4

* indica alta sensibiliaad
() los nimeros entre paréntesis indican los valores de ICRC
en el punto B (Fig.2).

f
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For obra pavte, resultoe sensitiva ryvespecto a ciertos

endoefitos {(Conicthyriuwm sp..,

.alternata es un hongoe del fileplance, de alta
frecuencia yv exhibe minimas wvariaciones estacionales de su
frecusvicia. Fenetra en la hoja en los estados maduwroas oy

senescentes (Labral, 1%8%).

Coame seta lanos antericormente ver pag.80),
A.alternata poedria comportarse come endofito, ubicéndose en
las camaras subestomaticas, e impidiendc desde alli el

ingresc de patégencs.

toe, o
* e *
L-Cladosporicides .
e .,
No muestira efectos significatives respecto a otvreos °°
hoengos  deel filoplano pere fue antagonista respectoe de
L]

M.emilacing cuandoe =g wbilizd el test de celofdn, pero en el
enfrentamiento con este altime vesultd sensitivao, tal ez

debidoe al rapido crecimiento de I.smil

1]

cina.

C.cladospericides fue registradoe poy Cabral (1983%5)
como hongo epifilo, con frecuencias de infeccidn similaves a
las de A.alternata. €= una especie der otoMo-inviernc vy
similarmente a alternata 1ngiesa en la heoja cuandoe égta

Comienza a secarse.

Ve acuerdo con U'Dommiell v Dickinsomy (1280) ambos

hongos pueden ser caloenialistas inicliales, capaces de
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invadir hojas vivas, previo a la senescencia de las mismas .
Frobablemente ésta sea una estrategia para protegerse de las

caondiciongs ambientales (Riesen, 1985).

E.purpwascens

Fesultd antagonista de N.oryzae,

sensible respecto de A.alternata, C.martiniae v L.eucalypti.

E.purpurascens es un hoange del fileplane vy se

presenta con baja frecuencia, camportandose como una especie

ctoto—invernal (Cabral, 198%5)

M.oryzae

Es antagonista de E.purpurascens, perc sensitiva

(ICFze 79.3) respecto de ésta cuando crece separadamente. No

hubo resultados significatives con respecto a A.alternata v

M.coryzae es wuna especie del filoplanc, tropical

{Hudsoan, 1968) v sobre E.viminalis es esporadica v de baja

frecuencia (Cabral, 1985). For esto dltima, la probabilicdad

de competencia con otros epifiles es baja.

M.smilacina
Tiene efectos antagonistas con respecto a

C.cladesporicides v es sensitiva respecto de C.martiniae v



102

M.smilacina e un hongoe endofitoe, perco también se
algld de filoeplano. Tal vez su alto rangoe de crecimiento ,le
permite crecer en el filoplane vy dentre de la hoja,

independientemente de su sensibilidad & hongos epifilos

(come  E.purpurascens y C.cladosporicides) v endofilos

Es antagonista de A.alternata v E.purpurascenes.

LY RS A S EREAN A s E e —a E — TN

M.smilacina, Conilcthyrium sp.. perc mencs de £

Juntce con Couniathiyriue sp. son las especies

Fesultd antagonista de A.alternata v Z.eucalypti,

y sensitive respecte de C.martiniag.

Coniocthyrium ep. es una ezpecie tlpicamente
estival, mientras que C.martiniae es una especie otofMo-

invernal. Estas diferencias estacionales reducen la

probabilidad de competencia entre ellas (Cabral, 1985).

Z.eucalypti

==

Fue antagonista de hongos epifilos vy sensitiva
respecto de les endaefites. Es un honge endefitoe, de baja
frecuencia y se presenta en otocbo—invierno, cuando  las

condiciones de temperatura le son mas favoerables (Cabral y
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Hertoni, 1984). Su baja frecuencia puede ser 21 resultadcoe de
suw =ensibilidad a ctro endefitos (C.martiniae v Coniothyrium

sSp.).

Fayner vy Todd (1279) consideran que las
interacciones que ocurren en la  naturaleza pueden  ser
interpretadeos satisfactoriamente en términcs de interaccidn
divecta entre diferentes micelios, aungue reconocen que
xxigtken diferencias fisicas entre el micelia fdngico que
crece en la naturaleza y en cultive, donde un crecimientc
densa, mostraria antagonismoe entre hifas, mientras que en la
naturaleza puede ser mads difuse vy el antagonisma mencs
evidente. Por otra, la difusidn de metabolitos soclubles

seria mavor en el agar.

Dickinsen v Skidmore (19760, trabajanda con
Septaryia_nodorum vy otros hongoes del filoplanc, mostraron gue
el resultade de la interaccién era mas marcado sobre celofdn
que sobre hojas. Esto podrla explicarse si el celofan aporta
materiales nutritives (Skidmore y Dickinson, 1976) o =i
previene la difusidn de sustancias a través de &1 (Cercds,

com.per.)

Cuandc el hongo pasive crece pobremente, unco
poedria suponer que el honge active produajo sustancias

antibidéticas. Sin embargeo, tal comportamientoc también puede
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debercse al empobrecimiento de los nutrientes en el medic por

el honge active, o porgque 21 pH se hace desfavorable para el

crecimiente del hongo pasivo (Skidmore y Dickinson, 19760 .

floddy et al (1985) sugieren que existe un bhalance
delicade dentiro de las comunidades donde, si las condiciones
del microambiente cambian, se altera la capacidad

competitiva de un hongo respecto de aotro.

En nuestro  caso, la interaccién entre hongos
superficiales indica deébil antagonisme entre ellas,
coexistiende en el filoeplano sin interferencia pronunciada
entre sus hifas, y tolerandoe el desarrocllc de las especies

adyvacentes (Skidmore y Dickinson, 1976).

Entre lcos endofitos, las especies de alta
Trecusncia tienen efectos antagonistas respecto de las de
baja frecuencia vy, de este modo, transforman el interior de

la heja en un habitat poco adecuadoe para ellas.

Faodemos observar gue lous pares de hongos donde uno
¢ amboe son endofites (tabla %) muestran tipos de reaccidn
D3 a DS, mientras que los pares integradeoes por Mesmilacina
(integrante también del filcoplanc) v hongos epifilos
muestran tipos de reaccidn D1 y D2. Este sugiere que la

exclugitn de los epifilaes del intericr de la hoja puede

deberse al antagonismc de los endofitos.
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Los endofitos pueden ser antagonistas de
patédgencs, retardande o inhibiende =su crecimientoe (White vy
Cole, 198%) o cuande ellos ne presentan antagonisme dirvecto
podrian inducir en el hospedante la praduccién de sustancias
pspecificas que incrementen la resistencia del mismo (Sieqgel
et al., 198%). En este sentidoe Mansfield et al.(197%)
sostiene que la penetracidn flngica en la epidermis es un
prerequisito para la produccién de fitocalexinas, que podrian

restringir el crecimiento fiangico dentro de la hojx.

P.eblonga f{endoafitce del olme) tieng un efecto
sustancial como competidor scbre el patdgeno C.ulmi. v no
ecla excluye a C.ulmi, since que es un deprescr del
desarroulle de 1la poblacidn de Scolyptus sp. (Webber v
Hedger, 1984) vy puede serv considerado comee parte del

’
mecanismno de control biclégice natural para el colecopterc

(Webhber, 1981).

For ctra parte, la interaccidn interespecifica
entre hongos es atil potencialmente para comprender el
desarrolle de la comunidad. Las colonias fingicas que crecen
en proximidad pueden inducir entre ellas cambics tales como,
estimulacidn, alteracicones morfoldgicas Y grado de
inhibicidn, que determinariavn competencia, modelos de
celonizacidn vy estructura de la comunidad (Skidmore vy

Dickinson, 1976).
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Teniendo en cuenta los resultados experimentales, Yy
cansiderandoe que la interaccién en la naturaleza puede =ser
comprendida exxaminando las comunidades unidadese (Cooke vy
Rayner, 1984), podemcs bosquejar un modelo de interaccidn de

tres especies ( Culver, 1981).

Este modelo que se propone estaria ejemplificado

por las especies M.

smilacina (Ms), C.martini

e (Cm) v

Conicthyrium sp.(C), que ceocexisten entre s1 en la hoja, vy

constituyen las especies principales del patrdin de comunidad

unidad Pa{tabla 7).

Segun la tabla 9 1los grados de reaccidn de las
interacciunes entre las especlies consideradas varian entre
be, DI y DS.

Ms

I

En el esquema anterior, la flecha indica el
sentido antagonieta de las especies seglin €l resultadoe de la

tabla 10.

En loe andlisis de interaccidn de dos especies
hallamcs que E.martiniae afecta a M.smilacina y en

consecuenclia éesta deberia decrecer cuando aumenta la

primera. Ejempla de este tipo de relaclon puede cbservar=e
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en el patron Fa (tabla 7) donde Cm es especie principal v Hs

es especie secundaria.

En el casco gue intevractdan las tres especies,
cuando Cm aumenta, Me puede disminuir, aumentar o permaneceyr
igual, dependiendc de la relacién entre PMMs v C. En
censecuencia Cm  puede afectar a Ms en dos formas: a) efecto
negative directo de Cm scbre la abundancia de Ms, b) efectc
positive indirvecte de Cm sobre M=, como consecuencia  del
efectoe negative de Cm sobre C. Es decir, Cm reduce 1la
abundancia de los competidores de Mo vy este altime puede
aumentair. Para probar estos modelos une tendria que geverar
una perturbacidn vy observar el retorne hacia el equilibric

de la microcomunidad.



Lamina 1IX

l.Interaccion de colonias entre E.purpurascens y

C.cladosporioides (DZ)

2.Interaccién de colonias entre M.smilacina y

5)

3.Crecimiento de C.martiniae en la caja control

C.martiniae (D

segun el test de celofan
4.Crecimiento de C.martiniac como hongo pasivo

(A.alternata como hongo activo).
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Lamina IX
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CAFITULO IV

ENDOFITOS EN LA RESISTENCIA DE LAS FLAMNTAS A LOS

HEREIVOR0OS

Farte l:en Haccharig

El mic—mio o roemerilla {(Baccharis.

d C.Ome tédyico

o

es un  arbuste (lam.X, Burkart,1974) conocid
parva diversas tipos de ganade (bovino, equince, ovine). Se
extiende desde el swr de Hrasil, Mesoupotamia, centro y norte

argantine hasta Rico Negro.

Ern las zonas endémicas el ganado concce la planta
y no  la ingiere, peroc si son trasladades de regién la

ingiere y mueren.

Murray (1862) es el primer investigador que
menciona estas caracteristicas de la planta, pero sdlc en la
segunda década de este sigle, Flores vy Houssay (1917)
experimentaron la toxicidad con una amplia gama de animales.
Arreguine (1918) describe uwna técnica de extraccién vy
purificacién de las sustancias téxicas, hasta un producto

que presentaba una toxicidad constante.

En 1976 vy 1977 kKupchan y colaboradores, aislan de

B.megapctamica tricoetecencs macroclclicos antileucémicos,
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Lamina X

COMPUESTAS

Baccharis coridifolia DC.: a, tallo florffero masculino; b, planta femenina; ¢, capitulo muas-
culino; d, flor masculing; e, antern; f, estigma de la flor masculina; g, eapitulo femenino; A, flor femenina;
i, estigma de In flor femenina; j, aquenio, pnpus cortado.
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baccharinoides: baccharina, iscbaccharina, baccharinel e

ltscbaccharinel .

En 1981 Jarvis et al., demuestran que las plantas
de E.megapoctamica mantenidas en invernaderus y alimentadas
con roridina A de corigen Timgico, & traveés de las raices,

traslocaban rapidamente esta toxina hacia las hojas, donde

eran transformadas en baccharincide B-.

roaridinas » bhacchar inoides K

For otra parte Busam y Habermehl (1982) analizando
plantes de H.coridifolia, procedentes de Brasil, alslan &
identifican roridinas A v E, v atribuyen a estos compuestas
la alta toxicidad que presenta la planta. Mas tarde
Habermehl v bBusam (1984) y Habermehl et al {(198%5) encuentran

ctras toxinas: mictoxinas A,B,C,D, & isacD.

lLee sorprendente de estus resultadoeos reside en el
hecho de que tantc las rovidinas como sus derivadoes, los
baccharinacide=s, pertenecen al grupo de los tricotecencs
macraciclicos, micotoxinas producidas dnicamente por hongos
de las géneros Myrcothecium., Stachybeotrys, Cylindrecarpon v

Verticimonespeorium {(Jarvis et al.1985, Uenc, 1983).

El hallazgoe de baccharinocides v roridinas en
plantas de Baccharis que no presentaban signos de

contaminacidn fdngica, inicid una serie de investigaciones a

fin de conccer el origen de estas toxinas.
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Los resultados de la experiencia en
B.megapoctamica, que sintetizaba baccharincides a partir de

roridinas exdgenas, sugirid la existencia de una asccilacidn

estrecha entre plantas de

aris y hongee productores de

tricotecencs.

En un principico =se pensd que estos hongos,
presentes en el suelac o rizosfera de la planta, producivrlan
las taxinas que luegoe serlan absorbidas por las plantas para
acumularlas {(casc de K

coridifolia) o transformarlas en

baccharincides {(casc de B.megapoctamica).

El analisie de suelo cercance a las plantas,
mostraba la existencia de toxinas vy presencia de cepas

fdngicas come Cylindro

irccarpon  y  Myrotb tum. Fero estos
hongos en cultive ne eran capaces de produciy  la toxina
(Jarvis, 1986). Por otra parte estos aislamientos sdla
constituian el 1% del total de cepas fdngicas ailsladas
{Jarvie et al, 1987). HMNinguno de los resultados obtenidos

aseqguraba sin lugar a dudas, que écsta era en dltima

instancia la fuente de micotoxinas.

Eztudicos mas recientes {(Jarvis et al., en prensa)
sostienen la hipétesis de la sintesis de nove por las
plantas de B.coridifalla, gue habria adquiride
evaelutivamente genes productores de las toxinas, originarios
cde Myrothecium. Este origen parece dudosce, en razdn de que

los genes que cadifican la sintesis de tricotecencs, estan

dispersos en  varios cromoseomas (Jarvis et al, en prensal), vy
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es dificil imaginar como pudo ccurrir la transferencia de

todos ellos.

Nesotros postulames que noe habria slntesis de novo

par la planta, since que endofitous presentes en Bacechari

1H]

L]
serrlan los responsables de la sintesis de las toxinas. Como
primer pasoc de esta hipdtesis intentamcs demostrar la
existencia de endofitos en Bucoridifeolia., v en segunda lugar

cummrebar la presencia de tricotecenocs macrociclicos en las

plantas y su produccién povr endofitoes de R.coridifolia.

1) Presencia de endocfitos

Materiales y Medtodos

El relevamientc de los endofitocs fTué rvealizado
sobre tres poblaciones de RB.coridifolia. Dose de ellas
ubicadas en la pravincia de Entre Rilos, departamento de
Gualeguaychit, una en el camine al Mandubaysal v la ctra en

campao Haggic, en Urquiza oceste a pocos km de la ruta 14.

Ambos siticos distantes entre si1 aproximadamente 290 km.

La tercera peblacitin se ubica en  Fagdalena,

pravincia de Buenos Alres.

Los muestrecs se realizaron en marzo de 1987 v
mayc de 1988 para las dos primeras poblaciocones, vy en mavzo
de 1988 para la tercera. De cada poblacién se muestirearon 10

plantas, que se diferencliaron en masculinas v femeninas. Se



llevaren al laboratoric en bolsas pladsticas individuales vy
se procesaron noe maés alla de las 48 hes postericres a la

receolecccidn.

De cada planta se extrajeron al azar 15 hcojas, que
se lLavaraon con agua corriente previamente a la
esterilizacian. Esta se vealizad segiw las técnicas
habituales ya mencionadas (pag.éé ). Luego, de cada hoja

esterilizada se extrajo al azar un troze de 1 omm x 3 mm.

De las mismas plantas se tomaron S tallocs v de
cada uno se cortd al azar tres trozos de 3 mm, gque fueron
lavados vy  esterilizados como se sehald antericrmente. LLas
estructuras que mostraron  signos visibles de invasidn

flngica, fueron desechadas.

Los trozos esterilizados de hoja come de tallo,
pertenecientes a una misma planta, fueron sembrados
separadamente en cajas de Fetri con agar—agua al 24, v
cultivados en condiciones de temperatura ambiente v luz

diwrna.

Periddicamente, durante tres semanas se revisaron
loe cultivos, Vv se aislaron los micelios en tubos con medio
de malta 2%. La identificacidn de los endutfitoes aislados =e
realizé tantce scbre el aislamiente original, como scobre
subcultives en medics sintéticos y semisintéticos standards.
En lo=e cacscs de cepas qgue no Tructificaren en estas

condicicones, se en=sayd la irradiacidn de leoe cultivos con
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luz uviltravicleta cercana y la siembra en medic de agar-—agua
al 2% con hojas de B.coridifolia. Este didé resultados
positivos en gran namero de cepas, aungue otras no
fructiticaron con e=stos métedos vy se  identificaron  como
micelic estdril. Sin embargo, debido a las caracteristicas

de cultive pudieronm ser identificadoes como pertenecientes a

una misma especie.

Los resultados fueron registradoes como frecuemmsias
(%) de infeccidn de cada especie en cada une de los siticos
muestreados, teniendoe en cuenta el ndmero de veces en gque
aparece una especie dada por el ndmerco total de submuestras

consideradas.
Resultados

En la tabla 11 se volcaron los resultados de la
frecuencias de aislamiento (%) discriminados por poblacidn v
estructuwra  analizada. Nee se presentan lose resultados
cbtenidos en plantas masculinas v femeninas poyr  separado
debido a que &stos no moestraron diferencias apreciables

entrre les dos grupos.

B.coridifolia esta colonizada por un espectro de
endofitos que puede dividirese en cuatro grupo de especies:
el primere formado poar aquéllas con  frecuencias altas y
presentes en tados los sitiovs vy estructuras muestreadas,

representade nicamente por A.alternata. Un segunda  grupo

con frecuencias relativamente bajas pera presentes en todos
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los s1liocs, aungue ne en todas las estructuras, entre los
que podemas incluir a UCeratoepyenidium_ .

lespeclie rnueva, desoripoldn aon et apéndice), FPhomopsis =f..

“homa £p. vy micelic estéril FH. BEs interesante notar que en

clum fugd aisladoe dnicamente de las

muestras de hojas. Un tevcer grupo 1ncluye a especies que
aparecen regularmente en sélo dos de los tiez silbios

muestreados, come es el caso de Plecspora sp..,

b rlevspora

calvescens y Mycesphagrella , y un ltimo grupo tormado por

Fll-

especies espovddicas, de baja frecuencia, gue comprende al

raste de lacs especies al=sladas.

2) Fresencia de tricotecencs maorcciclicos en plantas v
endaofitos de l.coeridifelia f{en culaboracién cov la

Dra.E.Varsavsky)

Materiales y HMétodos

I) Andlisis de las plantas de las poblaciones de

Magdalena (Bs.Hs.) v GBualeguaycht (E.Rics)

Extraccidm: las plantas, incluidas las flovres, vy
por otra parte las ceemillas, fueron machacadas en morterc,
utilizdndose paera el andlisis gquimica el método de Jarvis et

al.(198%) .

A wn grame de la maestira se la extrajo con & ml de

metanol en sonicader, durante 10 min. La mezcla se filtra &
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través de papel de filtro (Whaktman n® 1) v luegoe el filbrade

s evapord por voebtavapor .

) extracto =eco =g resuspendid en 1 oml de
dicloremetane v una allicucta de la sclucidn se pasd por una
columna de limpieza rellena con 3 ¢m de silicagel &0, usando

dicloromztana.

Las toxinas fueron eluidas con 8 ml de metance al
9% en diclorometanc. Luege de la evaporacién de la sclucidn,

el extracto seco se rvesuspendid en 100 ul de diclomebanco.

Analisis por cromatografia en capa delgada (HLG) ¢
los extractos obtenides se  csembraron en placa de silicagel
60 con  indicador de flucrescencia 234. Se desarvollaron en
clorotormc--acetona (93+7) vy las placas Tueron observadas
bajo  lus ultravicleta de 234 yvm. Este andlisis fué
cantivymade poer B.B.Jarvis utilizande la metodoloegla de HPLC

{eromatogratla liquida de alta eficiencial.

II) Andlisis de la produccidn de tricotecenos po

endufitos

be los endofitos aislados, cuatvo se presentan en
todas las poblaciones de plantas estudiadas: Q.alisrnata.
C.bacchariicicolum, Fhomepsis sp. vy micelic estéril FR, vy

fueron congilderados  por noesotiros como los gque tienern mayos

probabilidad de ecstablecer una relacion mutualista con el
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hoepedante. Sobre éstos so realizd el andlisis de producocildn
de tricotecencss macrcciclicos, a excepcidn de A.alternata
porgue en esta especie es conccida la produccidn de une gran

variedad de metabolitos, ninguno de los cuales pertensce al

grupe de los tricotencs macrociclicos (KFing y Schade, 1%84).

También ce analizd la cepa de Afhy
striatisporium, teniendo en  cuenta gque las especies

Mepecidiowm v Mevenvucacia son productoras de  veoridioas y

verrucarinas, vespectivamente.

Se ensayvaron 10 cepas, una de cada una de tas
sigutientes especies: Phomopsis sp.,Myrothecium striatisporum

y micelic esteéril FF, Y Vi de Ceratopventdium

iicicolum. Estas cepas tueron cultivadas ens:

a) medio B (Jarvis et al.l98%9)

b)) medic de arvroz con 75% de agua

c) medic A (Jairvis et al.1985)

) medic Yes (sacarcsa 13%, extracto de levadura

2%)

Estos cultivos fueron incubados en condiciones do
luz diuvrna v tepperaturas de 23-25°C {(dwrante 8 dias) v 1ad«UC

{duwrante 22 dlas)
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realizéd con metanol-—-agua (1¢1l) v

pesterior limpleza con hexanoe. Se evapoard la fase metandlica

v s redisolvid en diclorometanc.

Anadlisis en TLEC: idem anterioyr

IT1) Rlovenzayoe con Artemia salina

Bl extracte  tTing

e A.salina. Los crustaceos

itce tu® probado pare su toxicidad

fueron criades en solucicn (1, 0%

Clila, lg de burax) dwante ¢ dias, v ubicadeo=s scbre las

muestras en  las placas de

ensave. Al cabo de 244-48 hes. el

porcentaje de mortalidad indicd la presencia o ausencia de

toxinas (Harrach, 1988).

Fesultadus

1y favgue descle
toxicidad de sstas plantas
habia realizade el andli=zi

en matevial del pals.

lLas poblaciones
mestraran en log extractos

A v [, ¥y verrucarinas & vy

-~

HIFLC.

El amndlisis de HY§

retencitn v la concentirace

186 s concece en 1z rargentomem L
hacia el ganado, nuwwsa antes s

2 e la presoncita de btrilcolecoonos

de Entre Hlcse v Huenws fAlves,
vegetales, presencia de roridinas

da tanto por TLE (lam.Xllcome pon

LC (lam.XxI1) muestra el tlempo de

dn relaliva de cada uwima de las



Lamina XI

Foto de la corrida cromatografica (TLC)

Se menciona de izquierda a derecha los puntos de
siembra de los extractos;

189 (cepa 2514); 189 + standard interno (st);

669 (cepa 2512);669 + st.; standard de roridinas
A (RA) y E (RE); extracto de plantas de B.coridi-
folia (mm); mm + st.(de roridinas y verrucarinas);

st.de verrucarinas A (VA) y J (V).
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Tabla 12 Resultados seguT TLC y A.salina (bioensayo)
|
Endofitos TLC A.salina
3 |
Roridinas VVerrucarinas
Myrothecium
striatisporium 2523
: 1
<" Micelio esteril
|
FR ‘ +
Phomopsis sp. A-E | A-J +
2527
C.bacchariicicolum
2502 A E A &
2509 A?
2511
2512 A-E J?
2514 E
2518
2520




Lidmina XLL
IIPLC de plantas de B.coridjfolia

(grad}enbe de hexaqo,CLZCHZ,isopropanol)
flujo:1,2 ml/min.

columna: 5 u Baker

detector de UV 264 nm

cortesia: Dr.B.B.Jarvis
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toxinaz. Los  tricotecencs que estan en mayor covicentracidn
son rovidina E y verrucarina J. En este andlisis se detecta
tambien rovridineg D, de la que se conocla su existewncia en

material de B.coridifelia de Erasil (Jarvise, en prensa).

FT) y 1IID

Le las datos de la tabla 12, podemos cbsevvar que

gy mrcel oo s bdvil I . n s achoe O
tricoetecenos macvociclicos "in vitroe®, atnge la Adltime

ezpeclie presenta toxicidad en el ensayo con Husgallina.

En cambice  PFPhomepsls sp. mostréd produccidn de

rovidinas 4 vy E, v verrucarinas A y J, asi como toxicidad ew

el bilcensayo.

LDe las 7 cepas de (.bacchariicicoclum, 3 de ellas
dievon resultadoes negativos tanto para lee tricotecencs como
prava el bicengayu. bDe las vestantes, la cepa U0 produace
roridinas Ay vercrucarinag A, y  tosxicidad con fA.salina. La
cepa 2509 produciria voridina A, perce el resultade no es
seguwe. La cepa 2512 produce roridinas Ay E, y tal ve=
veriuwcarina J., v la cepa 2314 pyroduce sé&lo roridina E. En 1a

placa de ILC de la lamina XI se observa la corida

cromatografica de las toxinas de las cepas 2912 y 2514,

Discusitn

1) Aislamiento de los endofites
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De la obeservacitn de estos rvesultados surge que,
con excepcidn de A.alternata, el veste de las especies
aisladas, a pesar de comportarse comoe ubicuctas sobre  1a
planta, fueron alsladas con frecuencias bajas. Ello puede
ser el resultade de una baja colonizacidn del hospedante, o

de un  enmascaramiento debido a la presencia de A

en la musstira.

e ellos Attern

Fhomopsl

in
ul
T

v micelico estéril FR, y en mencr grado

“lecvspoira sp. v Fhoma sp. cumplen con algunas de laz

caracteristicas mencionadas por- Carroll (1985) scbre  lus
endotitos autualistas. Es  decir, se encuentran siempre
presevites en la planta, no parecen afectar mayormente wl
hospedante, ya que las hoejas vy tallecs analizadoes  tTueran
seleccionados entre lus gque no presentaban ningdn tipo de
menitesbacidta visible de infecciédn, vy por Al bimo, teanibo

Ehuungepsi

sp. comt Pleogspora sp son reconocidos endoetitos
ublcuctas de compartamiente mutualista (Fetyvini, 19863

Carraell, 1984).

bDe lase otras dos cepecies, C.bacchariicicolum es
un nueve taxén (Herton: vy Cabyal, 198v), v micelic estéril

FR o ha podide ser idenliticado debide a la talta de

eztiructuwras fértiles.

Covwaziendo la velacidn gque existe entire endofitus

mutualistas v la produccidnn por ellos de  toxinas  conts a
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herbiveros, decidimos utilizar estas especies parva lus

ensavos de produccidn de tricotecenos macrociclicos.

&) #Andlisis de la presencia de tricotecercs

macvoclclicos

lLas mspecies micelio eésleril FR oy HM.striabisporium

’

ne produczn tricoetecenos macroclclicos "in vitro". En camhbaace

Sp . y las cepas 2502, Sl oy 25l4 de

lum, producen roridinas A v E v verrucarinas

Fovr obtira parte, los edtractos de las plantas
tambitn  muestyran la pezencia de estas o idinas vy
verrucarinas, a las cuales cese atribuye la toxicidad que

prezenta HB.coridifelia {(Husam et al.,1982).

A partir de e=z=tos resultados, parece ldgico
supcney que el origen de las toxinas que se hallan en
B.coridifelia, se debe a la produccidn de las milsmas pod

endofltas fangicos tales como Fhomopsis =p. Y

C.hbacchan iicicolum.

Estas dos cspeclies pasarian asl a integrar el

grupo de las hengos productores de tricotecencs
maciraciclicos, Junto 2 los géneros: Myrothecig,

Verticimenesperium, Lylindro
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El hallazgo de Fhomopseis sp. Y de
bacchariicicolum, comoe endofites, y come productores de
roridinas y verrucarinas, confirmaria nuestra hipdtesis

inicial sobre:

1) 1a existencia de endofitos en B.coridifolia

2) la produeccién por endofitoes de tricolecenos

macy oclclicos

Eete e=s el primer yeswltade positive en la

l

investigaciones llevadas a vabo hasta el momento, acerca del
posible crigen de log tLirricotecencs macvrociclicos,
rezponsables de la toxicidad de PBa.cpridifolia para el

ganad.

For otira parte, la produccidn de estas tosinas por
endotites en simbicsis mutualista con el hospedante, es
obiro elenple del papel de estos organismos en la vesistencia

del hoepedante & los herbivercs.
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Lamina XIII

1-3.Btapas en el desarrollo del picnidio

3.Picnidio maduro

4 .Interior del picnidio con células conidid-
genas y conidios en formacidn

5.Formacién de conidios en el micelio aéreo

6.Conidios 0-3 septados
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CAFPITULLO IV (continuwacidn)

ENDOFITOS EN LA FESISTENCIA DE LA PLANTA A LOS

HEREIVOROS

Farte 2:en Festuca spp.

Desde hace tiempo se concce la presencia  de
endctitos fingicos en los tejidose de muchos vegetales, perca
ge tan s&lo en los dltimos atios que se asocia esta presencia

con los efectos sobre los insectos y mamlfercs hevbivoros.

Loe hongoe de la familia Clavicipitaceae, Ty i
Ralansiae, infectan plantas de las familias Foaceae,
Cyperaceae y Juncaceae. En esta tribu hay 5 génevas con

alrededor de 30 especies: Atkinsonella, Balansia,

l.es  endofitos cdel génervo iun estda  muy

relacionades con la tribu BRalansiae (ej.A.typhinum e=s el
anamcr-fo  de Epichlee _typhina), pero son anamoerfos  con
telecmortos desconoccidos. Estos endofitos nunca fructifican
sobre el hospedante vy dependen totalmente de el para su
diseminacién. Esta es una asocciacidn mutualista donde wng

arganisme estd contenidoe dewtio de otroe arganitsmo, y o la

seleccidn opeva contira la reproduccidn del endobionte, pos
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lee cual éste se halla en proceso de perder su capacidad

reproductiva {White v Cole, 19863 UWhite, 1988).

Se han aislado en pastos & especies de acremoniung

gque ze  encuentran comoe endotitos: ALhuerfanum f{fen Festuca

En el génerc Festuweca se han analizado 18 especies

y d subespecies, encontrandese endoflitos en 18 de ellas

(tabla 13).

Tentendo en cuenta las datos anteriores,
planteamcs &l estudic de varlas especies de Festuca del
noerte v =suwr de nuestro pals, con el fin de comprobar la

existencia de endafitoes y corvelacionar esta presencia con

la toxicidad de estas plantas para locs herbivoros.
Materiales_ y métodos

Las especies xaminadas vy sus loecalidades se

detallan en la tabla 14.

Observacidn de lous endofitoas

a) en semillas

Las semillas se trataron primeramente coan  una

sclucidn de HONa al S¥%,durante 16 a 20 horas a temperatura
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Tabla 13. Datos sobre la presencia de endofitos en especics de lestuca sy,

Festuca arizonica Vasey + (1) + (4)
Festuca duriscula - (9
Festuca eastwoodea Piper + ()
Festuca elatior L. + (1) + (3
Festuca glauca + (3) - (9)
Festuca idahoensis Elmer - (1
Festuca ligulata Swallen + (1)
Festuca longifolia Thvill + (9)
Festuca obtusa Spreng + (1) + (4)
Festuca ovina L. - M + (3)
Festuca oving var.brackyphyla -
(Schult) Piper
Festuca oving var.pseudooving - (M
Hack
Festuca ovina var.sulcata Hack - (1
Festuca ovina subsp.wvallesiaca + (9)
Festuca pacifica Piper + (1)
Festuca paradoxa Desy, + (1)
Festuca pratensis Huds. + (6)
Festuca p.var.apenning + (6)
Festuca pseudooving - (1)
Festuca rubra L. - + (5)
Festuca r.subesp.commutata + (5)
Gaud.
Festuca r. litoralis + (5)
Festuca scabrella Torr. + (1)
Festuca subulata Trin, + (1)
Festuca versuta Beal. + (1) + (2)

(1) white y Cole (1985).

(2) White y Cole (1986).

(3) Morgan-Jones y Gauss (1982).
(4) wWhite y Morgan-Jones (1987).
(5) S8ha et al.(1987). =

(6) Latch elial. - (1987)
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ambiente, a Tin de ablandarlas, y luego se lavaron cincu
veces en agua de carnilla. Una vez tratadas, previa
extraccidn de las glumas, se colorean con azul de anilina
{Clark et al, 1983) vy se dejan en reposc durante 190 min.
Cada semilla (20 en total) se analiza cseparadamente,

colocandala sobre uwn portacbjetoes v presionandoe suwavemente

o el cubrecbjetos.
bl e valna

La zonma de la vaina utilizada para la observacidn,
es la zuna infericr aclorética. De la parte interna sc
retiva una seccidén de epidermis, quedandco expuesta la zcna
parenquimatica. De esta Altima se toma una porcidn con una
pinza de punta fTina y =se la colorea durante unos minutos con

azul de anilina. Luege se cbserva.
Aislamiento de los endofitos
a) a partir de vaina

Material:tE.argentina (648; &7S:pas=c LCdvdoba)d.

Las wvainas de las plantas en las cuales ce
coemproabé la prEf';-;encia de endofitos, fueron lavadas en agua
caorrriente, y luego seccicnadas en trozos de 3 om. kestos
trozos fueran esterilizades superficialmente con hipocloarito

de sodic (80g/dm@) 10% y enjuagados ew agua estéril.
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FPostericrmente las trozos fueiron covtados
longi tudinalmente e dos mltades. Una se senbn o

dirvectamente, v la octra =e macerd antes de =sembrarla.

La siembra =g realizéd en medic liguide (M1,
Bacon, 197Y8) y se incubd durante 4 semanazs a 24 <C en camara
de cultive con shaker votateoeric, v en medioc sdélido CLSA

Clavk et al.1983).

b) a partir de semillas

Material:b.avundinacea (Rio Charto)

F.hiercnyini (6Y4: Infiernillo,tucuman)

F.argentina (648)

Las semillas s esterilizaron superficialmente,
durante 20 minutos , en una sclucidn de hipoclovito de scodio
(8ug/sdm) al S04, comn el ag egadu de 1,29ml/7/1 de tween 20.
Luegoe se  lavaron con  agua estéril vy se sembraron en medio
C8DAy medic w9 (Clean k. et a&l.,l983), en agar papa

glucosada, ¥ en medico llguide KMloz.

La tabla 14 muestra la lista de especies v cl

namer o de peblaciones esludiadas para cada especie.  lLas

especies Festuca Ep.ly k-.ampifloras F-argenti
E.hilereiymi s Fe.magellanica __ __ _(=pyroges); Farubra



Tabl

Las

a 14

poblaciones examinadas correspondena los siguientes

lugares
80:Trelew; 114:Chubut; 154:§ﬁad6n de la Mosca (Neuquén)

168:
181:
197:
200
2lo:
235:
241:
246
625:
922:

J55:

S.M.de los Andes; 175:Sierra de la Ventana;
S.M.de los Andes; 193;S.M.de los Andes;

lluechulafquen (Neuquén); 201;Junin de los Andes

:Rahue (Neuquén); 208:Cuesta del Rahue (Neuquén)

Rahue; 213:Pino llachado (Neuquen); 221:idem ant.
Las Lefias; 240:camino a Las Lerias; 230:idem ant.

Pehuenche (Mendoza); 244:Sgo.de Chile;

:Manquehue (Sgo.de Chile); 249:Embalse del Yeso (Chile);

Las Leflas; 622:idem; 648:Aluminé; 758:Tucumin;
Brasil; 930:S27n Luis; J5:Bahia Blanca;

Cascada de los Alerces (Rio Negro).



Tabla 14. Presencia-ausencia de endofitos en semillas de Festuca spp.

% (sobre 20 semilla§)

Fob I Fob II Fob III Fob IV
Festuca sp (subulatae) + 100%
Feru
. Festuca acanthophylia - 0% - 0%
240 239
Festuca ampiflora + 1004 + 100«
Corrlen Misiones
Festuca argentina + 804 + 100% + 100%
a0 20l 640
Festuca gracillima - G4 - Q%
Sta Cruz TdelF
Festuca hieronymi + 907 + 100%
738 930
Festuca kurtziana - C% - Q%
cl1 235
Festuca magellanica - o% - 0% - QX + 8Q%
: pyrogea 181 c08 193 1656
Festuca monticola - (14)
Neuguen
Festuca pallescens var.pallescens 0~ - Q% - 0% - Q4
114 154 210 Sta Cruz
Festuca pallescens var.scabra - Q4 - 0 “
193 206
Festuca pampeana - Q% - O%
175 JS
Festuca purpurascens - Q7 - 0%
J 55 T del F
Festuca pyrogea var.pyrogea - 0% + 9074
: magellanica Filcan 197
Festuca rubra rubra - (14) ~- 0%
TdF 625
Festuca r. var.simpliciuscula + 100~% + TS%
Gee Neugquen
Festuca scabriuscula - 07 - 0% - Q%
cl3 cel Tromen
Festuca thermarum - Q7
215
Festuca tunicata - Q7% - (16) - (10)
4y 249 246
Festuca ulochaeta + 1007
9ce
Festuca ventanicola - (@)
Sa Vent

() los numeros entre paréntesis indican. la cantidad de semillas

analizadas en esa poblacién

136
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var.simpliciuscula y F.ulochaeta poseen endotfitos. En estas
eepecies, excepto F.magellanica, todas las poblaciones

estudiadas presentan endofitose, vy con frecuencias de 830 a

100 4 de las semillas observadas. En el casc de
F.magellanica (pyrogea) se analizaron &6 poblaciones, porque

€en un  principioc eran consideradas dos especies diferentecs,
hasta gue Dubcovshky, en su trabaje de tesis, las unifica en

una sola especie.

De la cbservacidn de lous endofitos hallados en las

semillas pademos  concluir gue g tratarla del géneyc
Aciremmiium, va que las hifas se disponen entre las células
de 1la capa de alewrona, semejante a la especie

A.coencphialum {(lam. XIV,4), v purqgue este género se presenta

como endefite en otras especies de Festuca (E.arizonica.,

La observacidn en vaina del endofito de
F.argentina, muestra que éste se dispone intercelularmente
en el parenquima de forma similar a A.coencphialum. Sin
embarge sus hifas soen mas anchas, v  de vecorvide wseonos

tovtuoesa que la especie antevior.

For 1la morfologia del wmicelia presente en  laz

zemillas, ancho de las hitas, pregencia o noe de ghtulas,

etc., podencs suponer gque lous endafites de lasg Festucas

estudiadas sevian ecspecies diferentes entre  si Yy a
A.coencphialumn flam.XIV, 1-4). Fara cont lrmar esta



Lamina XIV

Fotos de los endofitos presentes en la capa de
aleurona de las siguientes semillas:

1) Festuca argentina (750x)

2) Festuca ampiflora (750x)

3) Festuca hieronymi (750X)

4) Festuca arundinacea (750X), endofito A.coenophialum
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supcslicidn se reqguiere contay con laes micelios y realizar el

estudia taxontmico de los mismos.

En cuante  al aislamiente de los endofitos, lus
intentos para cobtenevlos, han resultado hasta el momento,

imtructuosos.

1) Toxicidad payva Llos herbivorose-presencia dwe

endaetitos

En las especies F.argentina vy FE.hiercnymi, hay

datoes sobre sw teoxicidad hacia los herbivoroes. For
ej.F.argentina "coirdn del huecd" es considerada tdxica para

las ovejas, en todas las eépoacas del afic (Parodi, 1950).

Con respecto & F.hiercnymi, causante de la
"tembladera”, existe un trabajoc de Rivas vy Jdanclli (1909)
donde  intentan straer el principic  tdxica, pera sin
resultados. Farvodi  (19350) comenta de cascs de F.hiercnymi
que aparecen rozadas por  los herbivoroes, y se pregunta con
respecte a esta especie:"contiene alguna substancia, o algtn
paradsito, en ciertes lugares, vy noe los posee en otros?'.
Fodria estar refiriéndose a las endafitos que s@
presentarlan en alguncs poblaciones (téxicas) v  que

existen en ctras  ({inccuas).  Sin embargos, en nuestras

vbeey vaciones sobre esta especie, las dos poblaciones
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analizadas presentan endoefitos. Es prebable que

N
i3
o

necesaric estudiar méds poblaciones para comprobar st la

cbeervacidn realizada por Farcdi, se puede relacionar con |

]

prezencia o« ausencia de endofitos.

Scbre las restantes especies no hay datos sobre su
toxicidad. En algunus  casos, comce  en F.ampiflora v

el crecimientae de las plantas en malas
digpersas vy @1 lugares poco accesibles para el ganado, hace
ditici) conccer la existencia de toxicidad para Jos

herbivarus.

La ausencia diz endofitos en las especies
F.pallescens v F.rubra, coeincide con los datos sobre estas
esprcies como buenas forrajeraz. En el casce de Fooubira se la
cultiva comoc forrajera  inverno-primaveral, scla o para
meijorar otras pasturas Cevyes, 1978). En las coleccimwes de
esta especie de Estadoes WUnidos, Wnite vy Cole (1295) oo
encuentran endefitos, pero Saha el al.(1987) comprueban le
presencia de endafitos en las coleccicones de Eurcpa. En este

altime casae, nee hay datus subre la toxicidad de la planta.

De los resulltadoes cbtenideos podemcs inferiy gue
cuando la planta presonta toxicided para el ganado, como
F.argentina v F.hierenymi. este coincide con la existencia
de endofitos en lasgs miswas. For el contraric, la relacidn
inversa  no parece cumplirse, es deciv, presencia de
endofitos—toxicidad de la planta. Focr ej. en F.rubra vay .

simplicivgcuwla existen endotites, v la planta parece =ey
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comida por  algun tipo de g biveroes (Duabcovsky, obs.pers.).

gunque en este Gltime casw, o debemos descartar, que 1la

planta infectada con el gndofite  presente  sustancias
taxicas, ¥ pur  la tante reststencia & leoe insedclos

hertilvoros, v sea inocua para 8l ganado u otiros mamitferos

herbivoroes. En este sentide, csefalamcse gue en Lolium
peyenme, existen dos tipes de sustancias, lee  lolitvemos

respoensablies de la tuxicidad para lese mamnifercs, v las
peraminas, directamente relacionadas con la resistencia a

los inscctos herbivoras.

2) Relaciones eutre la tasxonomia vy presencia de

endaefitos (en colaboracidn coa Jorge Dubcovshky).

La presencia o aueencia de endotitos en Festuca
presenta algunas correlaciongs con la  taxoanomia de  laz
especies  sudamericanas del génevo. Dichas corrvelacicones

deber ser tomadas como preliminares por dos razonss:

a- Mo s han determinado adn lae endofitos

presentes en varias de las especies

b-No existe adn una monogratia general de las
especilies sudamericanas de Festuca. Ademas, la mayovia de las
moncgratlas sudamer icanas dol géuevo ho realizan ningdn tipo
de agrupacién supraespecifica. Constituyen una excepcidn lus
trabajosz de Alexeev (1984,15986) que si bien tratan sdlao

algunas de las especies sudamericanas brindam una idea de

los difen gntes  subgéneros que habitan el subcontinente v de
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las velacicnes de estas ezpecies con las Festucas del restio

del mundo.

Siguiendwv el criteric de este Adltimo auter, las
especies estudiadas padrlan asignarse & 4 s=subgéneros
diferentes:

1) Subgéneyro Deoymanthele: F.purpurascens

2) subgénero Subulatae: F.spl v E.ulochaeta

3) Subgénerao Mallopetalon: F

i
o
1ad
|=h
v~
i
~

4) Subgénera Ees!

'lTJ
]cr
-r
i
c‘-
a
o
0
(=
by
n

especies restantes

La trilica especie estudiada del subgene u

Drvmanthele ne moestrd endoti tus.

l.as dose ezpecles estudiadas del subygénery o
Subulatas presentaron 1004 de endoefitos en las semillas
analizadas, pertenecientes a una dnica poablacidn de cada
ezpecie. kete concuerda con el registro de endocfitos en
f-.subulata de Estados Unidos iWhite v Cole, 1989

perteneciente al mismo subgdnerc.

v resultado similleay s  encontrd &N las dos

especiez del subgénera Mallopetalon que mostraron presencia

de endofitos en las dos poblacicones de Foampiflora (100%) v

en las cuatro poblaciones de F.argentina (85-100%).
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Las especies del subgénero Festuca constituyen wi

grupo heterogénec de especies. La mayoria de las especies

patagtnicas estudiadas pertenecen a un  grupo muwy  afin

movrtuldgica (Dubcovsky v Martinez 1988 a) y cromosdmicamente

{Dubcuvsky, tesis). Este grupo gstd constituido poy
E.acanthephylla , F.gracillima, F.kurtziana, F.monticcola,

E.palliescens, _xar.scabra, Fu.scabriuscula.,
thievoarum v F.tunicata. En ninguna de estas especlies pudo

detectarse presencla de endotitos,

Tampoco se observan o endofites en E.pampeana, Wz
especie de Sierra de la Ventana, pOCE relaciunada

movfoldgica v ocromoesdmicamente a las restantes especles

patagdnicas {(Lubcovsky v Hartinez, 1988 b).

F.hieronymi constituye otro case en el que resultia
ditlcil evcontrar alguna afinidad con las restantes especies

eetudiadas. En la misma se encontraron endofitos en las does

publaciunes analizadas.

lLas dos especies restantes, E.sitmpliciuscula

“.magellanica  pertenecen A un grupcs Cam caracteres

m

mortoeldgices similares f{(bDubcovsky v Hartinez, 1988 a). En
amhas s enctmtraron endofitoes aunqgue cor distinta

frecuentia. l.a primera de ellas, F.simpliciuscula, @i a

considerada coms  variedad de F.urubra hazta que Alexeev

£1984) le asignd vango especificoe. Las deos poblacicones de

Fagimpliciuscula mostraron presencia de endofitos. Por el
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contyaric dos poblacicones analizadas de E.rubra introducidas

no moetraron endofitos.

F.magellanica piresenta endofitos =dlc en dos de
las seils poblaciones analizadas, constitbtuyendoe l1a dnica
especie que mostrié hetercgeneidad en cuanto a la presencia o
ausencia de endaofitos entre las pcblaciones. Esta
heterogeneidad se corvesponde con wn@a  geany varaabilsdad

movFoldglica entrre las poblaciones y con diferevnwcies en ol

niwwes oy morfologie de los cromosomas, lo gue sugieve gque el

noembye F.magellanica designa a mas de una especle, « W
complejco poliploide my variable Y poaco estudiado

{Duhcovshky, tesis).

Esta concordancia entre grupoes taxondmicos v
presencia-ausencia de endotitus, nos sugiere gue ) andlisicz
de la existencia de estos organismos en material vegetal,
puede constituir wn elemento itmportante en la clasificacidn

de lus grupos vegetales.
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COMCLUSIONES

besde que se inicid el estudic de los endefitos
fdngicaes, las 1nvestigaciones se han dirigidoe a vecabar
nuevoes datos de su existencia, vy tundamentalmpente, a

enltender cudl es suw papel eén velacidn con las plantas.

En este trabaje estudiames la estructuwra v tuncida

de la comunidad endofltica, desde variocs puntos @

Destructura de la comunidad.

La comunidad de endetitos estd ovrganizada en
comunidades—unidades, sstructural ¥ funcionalmente
inteq: adas, resultade de la interaccidn de las eszpeciles e
la ezcala de la comunidad-unidad. En este hospedante, el
tipe de trasmisidn endoefltica es lateral, vy por lo tanteo, el

tipa de mutualismo, inducible.

2) colonizacidn por endofitos—cicle de vida del

hospedante.

Lo hospedantes peirrenines estan estrechamente
asociados con endofitoes, cuyas frecuencias de infeccidn vy

caracterilsticas 'de colonizacidn indican un  comportamiento

comc simbiontes mutualistas.

3) El antagonismo que se observa entre endofitas v
organiemoes del filaplaro, (=l inwlicico de =s=u posible

inter vencidn en la resistencla a los patdgencs fdngicas, vy
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ezl los ubica come organismo=s impoartantes en el control

biclogico natural para ciertas enfermedades fdngicas.
4) Resistencia a los herbilvorcos

La presencla de endcfitos vy la relacidn hallada
con la  toxicidad de las plantas (Fesituca) v la caomprobacidn
de gque esa toxicidad estad mediada por sustancias producidas

pav los endofitos {tricotecencs en H.coridifolia) nos senala

su impertancia en la veslstencta del hospedante a  los

herbivoros.

El conjiunte de estas cbservaciones nos sugiere que
log endoetitos  se compoeritoan come  simbilontes mutualistas,
beneficiando al hospedante @ su competencia frente a las
plagas v patégencs, v Tavoreciendo una mayor adaptabilidad

del mismo respectc al ambiliente.

Ezte es el primer tiabaje integral realizado en el
pals soubre loe endofitos fangicoee, y es parte de una nueva

1inex de investigacidn, que se continua actualmente.

Cume vesultade de la tesis, s ha hallado una
nueva ecspecie  fangica, endotfitica en H.covidifollia, vy un
nueve registre mundial, junto con Phomopsis sp., de hongos

productores de tricotecencs macroclclicos.
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Como quedd expressdoe en el cap.V, parte 11, el
estudic de los endotitoes fé@ngicos constituye uwun nueve
elementae a tener en cuenta tantce en la taxonomia de las
plantas coama en los trabajos ecovlédgices, ya que 1=a
adaptabilidad de las plantas al ambiente esta relacicnada a

la preeencia-ausencia de estos arganiesmos
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