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INTRÜDUCCIÜN

E1 término endofito, originalmente definido por de

Bary (1866) incluye cualquier tipo de hongo cuyas hifas

invaden tejidos o celulas de organismos autotrofos. Según

Petrini (1986) esta categoria es muyamplia y abarca desde

patógenos foliares hasta simbiontes micorricicos, y solo

contrasta entre hongos internos y epifitos.

Actualmente el termino se ha restringido y se

consideran patógenos aquellos hongos que causan síntomas

visibles de enfermedad, aunque también penetren dentro de la

planta y existan endofiticamente (Carroll, 1986). Hongosque

existen tanto dentro como fuera de la planta, como las

micorrizas, también son excluidos de la categoria de
endofitos.

Los endofitos, entonces, comprenden a aquellos

hongos que son internos a los tejidos vegetales y causan
infecciones asintomaticas en las estructuras aereas de las

plantas, sospechandose que establecen una relacion

mutualista con el hospedante (Stone, 1987).



Los endofitos fungicos se hallan distribuidos en

una amplia gamade hospedantes . En plantas inferiores tales

como Esilgtum__gugum (L) Griseb (Peterson et al.1981),

hepáticas (Schuster, 1966; Pocock y Duckett, 1984) ;

helechos (Boullard, 1951, 1957); coniferas (Carroll et a1

1977, Carroll y Carroll, 1978; Petrini y Carroll, 1981;

Petrini y Muller, 1979); ericaceas (Petrini et al, 1982, ;

Hidler y Muller, 1984; Petrini, 1984); 91259€ spp. (Tokunaga

y Ühira, 1973); Araceae, Eromeliaceae, Ürchidaceae (Petrini

y Dreyfuss, 1981; Dreyfuss y Petriní, 1984); numerosos

pastos (Sampson 1933, 1935; Neill, 1940; Diehl, 1950; Siegel

et al 1984, Riesen, 1985; Clay, 1986) y un grupo variado de

otras angiospermas (Cabral, 1985; Hepperly et al. 1985;

Kulick, 1984; Nathaniels y Taylor, 1983).

Los endofitos mas frecuentes pertenecen a las

clases de hongos Ascomycetes y Deuteromycetes. Los

Hasidiomycetes, Zygomycetes y Üomycetes solo se encuentran

esporádicamente. Sin embargo en las hepáticas con fronde,

los endofitos encontrados pertenecen principalmente a 1a
clase Basidiomycetes, mientras que en las hepáticas talosas,

a los Phycomycetes (Pocock y Duckett, 1984).

Las familias de plantas vasculares mas

intensamente estudiadas : Pinaceae, Ericaceae, Cupressaceae

y ú emana poseen una flora endofitica relativamente

constante. En general se presentan una o dos especies con

alta frecuencia y específicas para el hospedante, y otro



gran númerüde especies incidentales, con baja frecuencia, y

comunes a variüs hüspedantes.

Lungibühl y Müller (1?BO) clasifican a los

endufitüs según esta relación cnn el hespedante en :

a) raras,l que se aíslan sóla por casualidad, y no

se conoce bien su relación cen el hospedante

b) ubicuos, que estan presentes en variüs

hospedantes pertenecientes a diferentes familias de plantas

c) específicos, que sóla se las encuentra en un

determinada hospedante a familia de hospedantes.

Los endofitüs ubicuos mas cemunes son :

enggylggpgriin, Phyllüsticta, Phümupsis, Cryptücline,

ngbggggmggg(Petrini, 1986). En tante que las especificas

pertenecen a1 genero Acremüniun en los pastos ( Acremonium

gggpgpbggigm en Festuca arundinacea y fi¿¿g¿i¿ en Lulium

perenne, Clay, 1986), y e las especies QlQEQESyQDQ

gbggggmgllg Phill y Hprk. en Sequoia sempervirens y

Chloroscypha seaveri (Rehm) Seaver en Ibgja__ggigggg y

Ebgmgegyperis_lsuegnieng­

La hipótesis actual, es que los endüfites son
específicus sóla a nivel de familia de hospedantes, per ej:
un endofito especifica para 1a familia Pinaceae, nunca sera
hallada en familias nu relacionadas taxanómicamente como

Ericaceae o Graminae, pero sí podria ser aislado de



hospedantes pertenecientes a familias relacionadas
taxonomicamente, ej: Coleophomaempetri (Roostr.) Petrak, y

thllosticta pvrolae. se los encuentra en Ericaceae y
Pyrolaceae, dos familias de la subclase Ericales

(Petrini,1985).

La comparacion de poblaciones endofíticas entre

los hospedantes, puede en algunos casos, ser útil como

informacion taxonomica complementaria (F‘etrini,l 1986), solo

cuando los hongos son abundantes y de distribucion amplia

(Carroll y Carroll, 1978).

En cuanto a la distribucion geografica de los

endofitos específicos, estaria relacionada con la dis“

tribucion de sus hospedantes. Carroll y Carroll (1978)

aislaron un númerode endofitos de Pseudotsuqa menziesii

(abeto de Douglas) de la region de Oregon (USA), que ya

habían sido hallados para el mismo hospedante en Europa

(Carroll et al, 1977).

Dispersión y Reproduccion de los endofitos

Se reconocen dos modos de repoduccion y dispersión

a) donde el endofito no produce ningún tipo de

estructuras de reproduccion y es totalmente interno al

hospedante (ej. endofitos en pastos, 1am.I). El endofito es

de origen sistémico alejándose en el ovulo en desarrollo .



Lámina l

a) ciclo de vida de un endofíto en pastos (ej.A.coenophiaJlmÚ

b) trasmisión de endofiLos vía esporas, desde plantas infec­
tadas a plantas sanas



Lámina 1
Dispersión y reproducción de los endofitos

a)

micelio en semilla _¡nfección sistémica
—mutualismo constitutivo

micelio en óvulo

micelio en plántula

n'i¡cel io en

pedjnculo fl oral
—endofito intercelular

micel io en meristemas .\_
y vainas

—infección lateral
—mutua| isrno irducible

Hospejante infectado Haspedmte sano

—endof i to
¡ntercelular

0 intracelular
Ezesporas
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Al producirse la semilla esta también se encuentra

internamente infectada y por lo tanto actúa como agente de

dispersión del hongo. E1 endofito es asi trasmitido de

generacion en generacion (Funk et a1.1983; Siegel et

a1.1984).ñ este tipo de relacion hospedante-endofito Carroll

(1986) 1o denomina mutualismo constitutivo.

b) donde el endofito infecta tejidos sanos de un

nuevohospedante a partir de fructificaciones en tejido

senescente o muerto de un hospedante infectado. Esta

infeccion es lateral u horizontal, y el mutualismo

resultante es del tipo inducible (Carroll, 1986).E1 hongo se
instala en tejidos senescentes o metabólicamente inactivos

tales como xilema, corteza y epidermis. En las hojas, 1a

infeccion puede ser intracelular o intercelular, de poca

extension no afectando el funcionamiento general del organo

(Stone, 1986).

Un caso especial ocurre cuando el hongo produce

tejido estromatico en el tejido vivo del hospedante, e

inhibe la iniciacion floral, causando 1a esterilidad del
mismo. Los endofitos Epichloe typhina, Bikinggpgllg

hypoxylon, Balansia obtecta y fialgngia_gyggggg provocan el
aborto de inflorescencias en sus hospedantes.

En estos casos el costo energetico de la planta es

alto. Sin embargo la perdida de 1a reproduccion sexual esta

compensada por un mayor vigor vegetativo de 1a planta

infectada (Clay, 1984).



Detección de endofitos

a) cultivo e identificacion

Los endofitos pueden ser aislados a partir del

tejido vegetal vivo previa esterilización superficial del
mismo, y posterior siembra sobre medios sintéticos o
semisinteticos.

Algunos presentan problemas para su identificacion

porque no fructifican en el hospedante y en cultivo

mantienen 1a condicion vegetativa. Otros pueden ser

inducidos a esporular cultivandolos sobre distintos medios

naturales ("corn meal agar", agar papa glucosado),

sintéticos (agar Czapek) o en trozos esterilizados del

material vegetal original, en medio de agar agua al 2%.

Tambien el tratamiento con luz ultravioleta

cercana, en ciclos de 12 hs de luz y IE hs de oscuridad

puede dar buenos resultados. Un factor importante es el

tiempo de cultivo. Muchosendofitos crecen muy lentamente y
solo fructifican al cabo de 1-8 meses de inoculados. En

estos casos el riesgo de contaminacion por otros hongos y

bacterias es mayor.

b) Observación directa

Previamente se trata el tejido vegetal o semilla

para clarificacion (Hering y Nicholson, 1964) o



ablandamiento, y luego se tiñe con trypan bluewlactofenol

(Phillips y Hayman,1970 ); verde de malaquita-fucsina acida

(Alexander, 1980); chlorazol Black E (Brundett et al.198Q).

El tratamiento y tincion de las semillas para

detectar la presencia o ausencia de endofitos es un test

corriente que permite conocer la contaminacion de las

semillas y prevenir la infeccion posterior de la planta
(Clark et al.1983).

c) serologia

La preparacion de antisueros a partir de cultivos

de endofitos (en particular de A.coenophialumy A.lolii) ,

utilizados en inmunoensayoELISA,permite detectar antígenos

de los endofitos en las plantas analizadas. Es un metodo

extremadamente sensible, aún cuando puedan existir

variaciones estacionales del endofito, ya que el antígeno

esta siempre presente (Reddick, 1988). Esta tecnica es

particularmente util para determinar la localizacion y
cantidad de micelio en las plantas infectadas, y para
detectar micelio endofitico en semilla (Johnson et al.1983).

Localizacion

En las semillas se encuentran endofitos sistémicos

del tipo Egggmggigmspp, asociados a la capa de aleurona.

Durante la germinación de 1a semilla, el hongo invade el



endosperma amilaceo y se detecta en plántulas de 3*5

semanas. La mayoria del micelio se halla en la vaina, poco

en el tallo y casi nada en la raiz. Durante el crecimiento

de la planta,I el hongo crece intercelularmente, sin penetrar

o dañar las celulas del hospedante. Probablemente entre al

primordio floral antes que desarrolle la inflorescencia

(Siegel, Latch y Johnson, 1985).

En el caso de los endofitos no sistémicas, que

infectan nuevas plantas mediante esporas, su penetracion

hifal puede ser por estomas (O’Donnell y Dickinson, 1980)

desarrollando micelio intercelular entre las celulas del

mesofilo, por heridas o intracelularmente en células de 1a

epidermis. Estas son infecciones localizadas, de poca
extension.

Fisher y Petrini (1987) y Fisher et al.(1987)

hallaron endofitos en Suada fruticosa y Pinus sylvestris que
se instalan en tejidos internos (tejido Hilematico) del

hospedante. Otros, pueden ser muysuperficiales, ubicandose

subcuticularmente (Petrini y Muller, 1979). Estos autores

consideran que en este últimb caso, el termino endofito debe

considerarse en sentido amplio.

L‘JÉEEELEC.LQ!1_EQEQE:EQEEÉQELDEE

Carroll y Carroll (1978) postulan que los

endofitos podrian comportarse como simbiontes mutualistas.
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Evidencias posteriores dan cuenta de la existencia de este

mutualismo tanto en plantas leñosas (Carroll, 1986) comoen

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

El mutualismo puede definirse comouna asociacion

estrecha entre miembros de especies diferentes que se

benefician mutuamente (Cooke y Rayner, 1984).

Cooke (1977) sostiene que "un hongo puede ser

considerado un simbionte neutral si es hallado en un

hospedante del cual no es absolutamente dependiente, pero
sobre el cual no tiene efectos deletereos o

beneficiosos....Algunos hongos endofitos posiblemente caen

dentro de este grupo de simbiontes neutrales solo a causa de

la falta de evidencias experimentales del posible efecto

antagonista o mutualista sobre el hospedante“

En 1a evolucion y desarrollo de los ecosistemas,

la interacción antagonista esta minimizada en pro de la

supervivencia de las especies interactuantes, y el
antagonismo esta siendo reemplazado por algún tipo de

cooperacion (Üdum, 1969 y 1971). En los hongos esta

cooperacion puede ser el mutualismo (Cooke y Rayner, 1984).

Gausse (1934) sostiene que el mutualismo no es

parte de la lucha por la existencia, pero si una posible
consecuencia de la misma.

Que una asociacion simbiotica específica sea

parasitica o mutualista, solo puede determinarse por
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comparacion de las aptitudes de hospedante y hongo cuando

viven solos, con la de ellos mismos cuando viven en

asociacion (Lewis, 1974).

Segun Carroll (1988) las características que

señalan la presencia de mutualismo entre los endofitos son:

l) el endofito es ubícuo en un hospedante dado

sobre un rango geográfico amplio

E) causa síntomas minimos de enfermedad en la

planta hospedante.

B) la trasmisión del hongo ocurre a traves de la

semilla del hospedante o de propágulos vegetativos. Si no

ocurre la trasmisión por semilla, la trasmisión horizontal o
lateral debe ser eficiente.

1H) el hongo crece a través de los tejidos del

hospedante. Si las unidades de infeccion estan dispersas,
entonces deben ser numerosas. Si estan confinadas a un

órgano determinado, una alta proporcion debe ' estar
infectada.

5) el hongo produce metabolitos secundarios

probablementede naturaleza antibiótica o tóxica.

ó) el hongo muestra un patron similar a conocidos
endofitos mutualistas.

I) Beneficio para el endofito
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Desde 1a perspectiva del endofito, la planta le

provee de nutrientes y un lugar bien aislado. Su t"asmision

por semilla (en el caso de los pastos) 1o hace menos

dependiente de las condiciones ambientales para 1a

dispersión de las esporas. Dentro del hospedante tiene

asegurada su alimentacion, supervivencia y diseminación
(Johnson et al.1?85).

Los organismos desarrollan preferencias

alimenticias como mecanismopara evitar la superposicion de

nichos y 1a competencia entre aquellos que ocupan el mismo

habitat fisico (McNaughtony Wolf, 1979). En el caso de los

endofitos, Carroll y Petrini (1983) plantean la existencia

de dos grupos ecologicos:

1) aquellos asociados al peciolo de la hoja,

poseen amplio rango de utilizacion del sustrato,

especialmente 1a celulosa. Pueden ser patogenos latentes

capaces de penetrar las celulas vivas o descomponedores

despues de la muerte de la hoja.

E) aquellos con utilizacion restringida del
sustrato, con alguna actividad sobre xilanos y pectinas,l y

poca celulolítica. Por 1o tanto estos endofitos serian
capaces de penetrar la hoja viva, y requerirían carbonos

simples para su crecimiento.

Las zonas de 1a planta donde existen endofitos

pueden actuar comodestinos para la acumulación de N soluble
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y carbohidratos (Bacon et al,l 1986). Aquellas sustancias

puedensalir de la célula hacia el espacio intercelular
donde serían tomadas por los endofitos. Estos utilizarian

los desechos del metabolismo celular y asumirían funciones

semejantes a las vacuolas excretoras (Nidler y Muller,

1984). No se sabe si el endofito puede producir exudacion de

los productos vegetales o posee mecanismos para la

traslocacion de los mismos(Siegel et a1.1987b).

II) Esueíisig_aaca_el_ugeaeeauze

1) Crecimiento

Evidencias experimentales y de observacion

sugieren que la infección por endofitos incrementa la

adaptabilidad de algunas especies vegetales. Unoesperaría

que las plantas infectadas vean reducido su crecimiento a

causa del costo energetico de soportar un simbionte

heterotrdfico, pero el crecimiento de las plantas infectadas
indica que el beneficio es sustancial. Incluso plantas

infectadas, dondeel endofito causa esterilidad de la planta
(caso de infeccion con miembros de la tribu Balansiae)

pueden ser vigorosas vegetativamente y expandirse

clonalmente aún en poblaciones mixtas (Clay, 1984 y 1988;

Kelley y Clay, 1987).

En el caso de Lgliam___aecenne y Eeeïesa

a[¿nqinag a, se encontro que la producccion de semillas de

plantas infectadas fue el doble que en el caso de las no
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intectadas, y las semillas exhibian mayor poder de

germinacion (Clay, 1?B?).

En Festuca arundinacea, las plantas infectadas

tienen mayor produccion de retofios y exhiben mayor

resistencia a la seguia (Read y Camp, 198o), que las no

infectadas. Esto puede representar una ventaja adaptativa

sobre las no infectadas o sobre especies competitivas en

ambientes con bajo contenido en agua y nutrientes (Belesky

et a1.1987b y Clay, IQHV).

Hasta al momento, se desconoce la base química

para los cambios fisiológicos y de crecimiento de las

plantas infectadas. Es posible que los hongos produzcan en

1a planta reguladores del crecimiento semejante a auxinas

(Petrini y Muller, 1979) o sean capaces de alterar el

metabolismo hormonal del hospedante (Siegel et al.198?b y

Belesky et al. 19B7b).

La utilixacion por los endofitos de los nutrientes
sobrantes" eliminados por las celulas, no perjudica a la

planta e incluso podria contribuir a inhibir en el interio¡

de la misma, la penetracion de hongos patógenos, ya que los

nutrientes necesarios para su crecimiento ya han sido

consumidos (Hidler y Muller, 1984). Esto sería análogo a los

saprobios del filoplano que utilizan los exudados de la

superficie foliar impidiendoasí que estos sean utilizados

por patogenos foliares (Fokkema, 1981).
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Muchostrabajos sobre endofitos postulan que 1a

asociacion entre endofito-hospedante influye sobre el

comportamientoy fisiología de los herbívoros tanto en

sistemas donde el hospedante es un pasto o un árbol (Clay,

1987 y Carroll, 1988).

Una posible razon de esta alteracion en los

herbívoros estaría basada en el cambio de 1a palatabilidad

del vegetal. Las plantas que poseen endofítos pueden estar

disminuidas en nutrientes comparadas con las plantas no

infectadas (Smith et al.1985). Tambien la infeccion puede

producir cambios físicos en los tejidos vegetales

haciéndolos menos atractivos para los herbívoros (Webber,

1981). En otros casos, los endofitos producen toxinas con

efectos drásticos sobre los herbívoros,l pero minimossobre

las plantas (Mantle 1969; Cheplick y Clay, 1988; Siegel et

a1,1987b).

Cubit (1974) observo que el talo del alga marina

Enteromorpha vexata, que crece a lo largo de las costas de

Üregonll era consumida por un molusco marino durante el

verano , a menos que el alga estuviese infectada con el

endüfitü Iutqieigsgelem sp­

En 1975 y 197? Bacon et al, registraron una

asociación estrecha entre un endofito (figggmgnium

gggggpbgglgw Morgan-Jones y Gams) en Festuca arundinacea y

la incidencia de festucosis en ganado.
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Fletcher y Harvey (1981) hallaron una asociacion

similar entre un endofito (A.lolii en Loliumperenne, y la

enfermedad de temblequeo en el ganado (ryegrass stagger). El

nivel de infeccion de la planta con el endofito estaba en
relacion directa con la intensidad de la enfermedad. Estos

dos ejemplos muestran el antagonismo hacia herhívoros,

mediado por toxinas.

En plantas de Lolium perenne y Festuca arundinacea

de Nueva Eelandia, Listronotus bonariensis (gorgojo

argentino del tallo) deposita sus huevos en o cerca de la

base de las plantas y luego hace un túnel en el retoHo,

destruyendolo. Esto causa un gran perjuicio en las pasturas.

Prestidge et al (1982) y Barker et al (1983)

observaron que las plantas aumentaban su resistencia al

ataque del gorgojo si estaban infectadas por los endofitos

A.1olii y A.coenophialum, respectivamente.

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

demostraron que 1a planta infectada con el endofito

respectivo resiste el ataque de grgmggg spp. ( sod webworms)

En el caso de E¿a[upggngggg, la presencia de

QJÉQQDQQDÁÉlQQdisuade al afido Rhopalosiphum padi a

alimentarse de ella y por lo tanto no se instala el virus

enano de la cebada,que es llevado por el afido (Latch et al.
1985).
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En el caso de los arboles existen dos sistemas muy

estudiados de relacion hospedantenendofito-herbívoro=

Ea)o1mo-Phomopsisoblonqa-Scolyptus spp.(coleopte­
ro)

Los olmos sanos son atacados por figglygtus, que se

alimenta de las ramitas y construye galerias en la corteza

del arbol. Este coleoptero lleva asociado a el, esporas de

Ceratocystis ulmi, agente causal de 1a enfermedad del olmo.

Por otra parte, ELQQLQQQÉabunda en las capas

internas de 1a corteza del olmo, donde existe comomicelio

latente (Webber y Gibbs, 1984). Desde alli puede invadir

tejidos mas internos y llegar hasta el floema, antes que la

corteza sea invadida por ggglypjgg (Webbery Hedger, 1986).

Una vez que la corteza tiene micelio de E¿gbiggga,

y Q¿g¿mi es introducido en ella, el crecimiento de este

ultimo se ve restringido por 1a competencia por nutrientes

con E¿QQÁQDQÉ(Webber y Hedger, 1986). EJQngDQÉ actúa asi

comocontrol biológico natural de la enfermedad del olmo, no

solo porque excluye a Q ulli, sino también porque causa

reduccion sustancial de 1a cría y poblacion de ggglxgtus spp

(Webber, 1981).

E1 olmo que contiene el endofito ELQQLQÜQÉ,no

esta protegido del ataque del coleoptero, ni de la infeccion

con C.u1mi. E1 beneficio de 1a asociacion es para 1a

poblacion del hospedante, pues como la poblacion de
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ggglyptug esta disminuida, con ella también disminuye 1a

posibilidad de infeccion con QLglm;(Carroll, 1986).

Eb) sistema abeto (Pseudotsuqa mEnziesifl­

Rhabdoclineparkeri (endofito)-Qggtarinia spp.(díptero)

El diptero provoca grandes daños sobre plántulas y

arboles jóvenes del abeto. Deposita sus huevos entre las

hojas jovenes de la yema, y las larvas moviles que emergen

de ellos, hacen un agujero pequeño en el tejido hospedante y

se meten dentro del mismo. Pasan un periodo alimentandose

del tejido y formando una agalla, provocando caída de las
hojas.

Los abetos pueden, ademas estar infectados con

E¿Qg[gggi, que es dispersado por la lluvia, y cuyos conidios

caen sobre las hojas de abeto, y una vez que germinan se

instalan en las células epidermicas. Las larvas en las

agallas tienen altos niveles de mortalidad en presencia de

j¿Qa[¿_[¿. Experimentos que comparan la mortalidad larval en

agallas infectadas con el endofito y en las no infectadas,
muestran un porcentaje muyalto para las primeras (Carroll,

1986). Como el endofito no invade el cuerpo de la larva, se

supone que las responsables de la mortalidad serian toxinas

producidas por el hongo (Miller, 1986).

En 1a naturaleza , el arbol adulto infectado con

el endofito sirve como fuente de inoculo para los arboles
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jóvenes cercanos. E1 beneficio, también en este caso, es

para 1a población y no para el individuo.

3) Resistencia a patógenos

Un ejemplo de este tipo de antagonismo 1o

constituyen las especies del genero ngbggggmigg sp, que

habitan en las hojas de Pinus sylvestrís (pino Scot)

(Winter, 1981).

Una de las especies, ELÉÉQLÉLQÉQQ,es patógeno de

los arboles jovenes, y causa caida prematura de la hoja.

Otra especie, L¿ggpiggggmfructifica sólo despues de que las

hojas han muerto por 1a edad o por alguna otra causa.

El patógeno fructifica sobre las hojas en ramas

caidas, si LJQQDigngmesta ausente del bosque; pero si esta

presente, el patógeno queda excluido del habitat. La pre"

sencia de LJEQDigngm,reduce la fructificación y disemi­

nación de ELÉÉQLELQÉQQ,y 1a infección por este de los

árboles de pino.

4) Bases químicas de 1a resistencia a herbivoros

Los hongos y las plantas han desarrollado una

variedad .de metabolitos secundarios (producidos durante el

crecimiento no balanceado) que contribuyen a 1a

supervivencia del organismo, defendiendolo de competidores o

predadores (Miller, 1986).
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Los metodos de control biológico de ciertos

patógenos vegetales, han involucrado a hongos toxicogenicos

que producen sus toxinas en el filoplano del arbol (Cullen y

Andrews,1984).

Hay ejemplos de toxinas fungicas producidas por
endofitos:

4a) Toxinas en Festuca arundinacea .

Esta planta, conocida como festuca alta, es muy

utilizada en pastizales de Estados Unidos, Canada, Nueva

Eelandia y Australia. La primera referencia sobre su

toxicidad para el ganado, proviene de Cunningham (1949) e­
—4 ...

Nueva Eelandia.

Numerosostrabajos indican la relacion entre 1a

presencia de endofitos en festuca alta y la toxicidad de 1a

planta (Bacon et a1.1977; Fletcher y Harvey, 1981).

Las festucas infectadas con el endofito figggmggium

gggpggbgalum, producen en el ganado bovino una enfermedad

conocida como festucosis, que causa en los animales perdida

de peso, disminución de la ingesta y de la produccion de

leche, excesiva salivacion, incremento del ritmo

respiratorio y altas temperaturas rectales. Este es el
sindrome de verano. Pero tambien 1a enfermedad puede causar

gangrena en las extremidades, perdida de las pezuñas, etc.,

y es reconocida como pie de festuca , ocurriendo

generalmente en los meses de invierno.
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La similitud entre el pie de festuca y el

ergotismo, es 1a base para postular que sustancias vaso

constrictoras tales comoergoalcaloides, sintetizadas por la
planta y/o el endofito, serian las responsables de este tipo
de desorden.

Gran número de investigaciones dan cuenta de la

existencia de diversos tipos de alcaloides en festuca alta
(Davis et al. 1983; Lyons et al, 1986; Robbins et a1.,

1972).

Bush y Burrus (1988) reúnen 1a informacion sobre

los alcaloides hallados y los clasifican en tres grupos:

1) grupo diazafenantreno, con un alcaloide

predominante: 1a perlolina

E) grupo pirrolizidínico, con los alcaloides

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

3) ergoalcaloides con chanoclavina v ergopeptidos
1

(ergovalina, el mas importante).

La perlolina es uno de los alcaloides mas

abundantes en 5 variedades de Egsjuga sp., pero su contenido

varia mucho con las condiciones ambientales (Bush et a1.,

1979) y existen dudas con respecto a su relacion con el

endofito. Buckner et a1. (1973) indican que esta sustancia

estaría bajo el control genético de 1a planta.
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Strahan et al. (1987) y Bush y Hurrus (1988) no

encuentran diferencias en el contenido de perlolina entre

plantas infectadas y no infectadas (tabla 1).

En cambio los niveles de N_aceti1 y N-formil

lolinas muestran diferencias entre plantas con endofitos y

aquellas que no los poseen (Jones et a1., 1983). Esta

relacion entre presencia del endofito y existencia de las
toxinas se hallo también en semillas (Jackson et a1.,l 1984;

Neal y Schmidt, 1985).

Estas sustancias se encuentran en sistemas

endofito-Festuca sp, pero se desconoce cual de los

organismos las produce, o si es el resultado de una

actividad sinergica (Jones et al., 1983).

Por ultimo, los ergoalcaloides (ergovalina) se

encuentran en plantas infectadas y estan ausentes en plantas

no infectadas (Yates et al., 1985; Lyons et a1.,1986).
Tambiéneste alcaloide se halla en cultivos del endofito

(tabla 1) indicando que serian productos fungicos.

Resultados experimentales sugieren que la

concentracion de ergoalcaloides puede incrementarse

significativamente cuando las condiciones del hospedante

favorecen 1a síntesis por el hongo de estos compuestos

(Lyons et al.; 1986).

Por 1o due se conoce hasta ahora,l la biosintesis

de ergoalcaloides esta restringida a los hongos con la



TablaÍ .Compuestos producidos por A.coenophia1um
en cultivo _y/opbrrlas 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. EI
N-acetil norlolina PI
Perlolidina PI
Perlolina PI + PNI

PI: plantas infectadas

PNI: plantas no infectadas



24

excepcion de dos generos de Convolvulaceae, y el endofito de

festuca alta, es distinto a otros hongos por

particularidad de sintetizar preferentemente ergovalina.

Existen muchos trabajos sobre la toxicidad de

festuca alta, pero la conclusion general de todos ellos, es

que aun no se conoce que o como, causa la toxicosis. Las

sustancias toxicas aisladas reproducen uno o algunos de los

síntomas de la enfermedad, pero ninguna de ellas los

reproduce en su totalidad. Se sabe que el endofito

Q¿gggpgpbialumesta directamente relacionado, estimulando a

1a planta a producir la toxina o produciendo él mismocon la

planta la sustancia (Bush y Burrus, 1988).

4p) ToHinas en ¿glium_gegeung (raigras)

El "temblequeo del raigras" es un desorden

neurológico en animales, mas comunmenteovejas, pero también

en vacas,l caballos y ciervos. Los animales sufren espasmos

musculares, perdida de peso y, en casos severos, caidas y
muertes.

Esta enfermedad se produce principalmente en el
N Iverano y el otono cuando las pasturas estan en stress por la

sequía.

El endofito mas comun es Acremomium lolii y el

agente que se supone causa la enfermedad son las

neurotoxinas lolitremos a y b , que se hallan en los pastos

y semillas infectados con el endofito. Sin embargo en los
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cultivos del hongo aun no Se detectaron las neurotoxinas

(Gallagher et a1., 1982).

Los cortes histológicos de la planta infectada,
observados a1 microscopio electronico, muestran al endofíto

confinado a una zona extracelular. Su citoplasma contiene

inclusiones cristalinas y agregados de tubulos (Fineran et

a1., 1983) mientras que el‘ citoplasma del endofito en

cultivo no los presenta (Harvey , 1985; Siegel et al., 1987
a).

Fineran et al. (1983) sugieren que estas

inclusiones y agregados de tubulos podrían estar

relacionados directa o indirectamente con 1a produccion de
las neurotoxinas.

Por otra parte, el hecho de que 1a enfermedad

ocurra estacionalmente, sugiere que la produccion de

lolitremos sería estimulada por condiciones ambientales que

podrian afectar 1a relación endofito-planta (Mortimer y di

Menna, 1995).

Algunos investigadores (Gallagher et a1., 1988;

Harvey, 1983; Mortimer, 1983) Sostknwn que el hongo podria

estimular al hospedante a producir lolitremos tanto por su

presencia física como por medio de metabolitos que

despertarían en el una respuesta del tipo fitoalexinas.

Gaynor et a1(1983) y más recientemente Rowanet al

(1986) hallaron en raigras infectados con el endofito, una
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. . f . .sustanc1a con propiedades quimicas diferentes a los

lolitremos, peraminas (alcaloides) que parecen ser las

responsables de 1a resistencia hacia los insectos

herbívoros. Esto sugiere que la toxicidad hacia los

mamíferos tiene diferentes origenes químicos que 1a

resistencia hacia los insectos (Clay, 1988).

III) anirgl_gel-5959595932-sgpxe_el_enggfiig­

Uno de los aspectos de 1a relacion hongo”

hospedante,I tiene que ver con 1a regulacion que ejerce este

último sobre el crecimiento y desarrollo del endofito. Por

ejemplo en el caso de ELQQEgÉQL,endofito del abeto Douglas,

su infeccion es de tipo epidermico, intracelular, y la hifa

ocupa totalmente 1a luz de la celula infectada. Cuandoel

hospedante senesce (hojas), las hifas del endofito comienzan

a colonizar mediante haustorios, las celulas adyacentes, es

decin las celulas guardianas y mesofilicas, pudiendo
formarse uno o mas haustorios a partir de una misma hifa.

Todo este proceso ocurre dentro de las semanas previas a la

abscision de la hoja. Después de 1a abscision, 1a

colonización y esporulacion del endofito ocurre rapidamente

(Stone, 1987).

En el caso de los endofitos algales, 1a hifa en la

célula algal viva es muydelgada, y se halla limitada entre

las paredes celulares del hospedante, cuando la celula algal

muere, la hifa endofitica se expande hasta un diametro cinco

veces mayor que el inicial (Porter, 1985).
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Comoúltimo caso podemos analizar 1a pudricion

causada por Colletotricum qloeosporioides Pena, en frutos de

palta. El examen anatómico del fruto muestra que el hongo se

encuentra en forma de apresorios entre la capa cerea y la

cuticula del fruto inmaduro, unido a1 arbol (etapa
endofitica?)

Durante 1a maduración del fruto fuera del arbol,l

el apresorio desarrolla un tubo de infeccion que penetra 1a

cuticula y epidermis. Mástarde, las hifas invaden la piel

y la pulpa, causando 1a pudricion del fruto (Hinyamini et

a1., 1972).

Si analizamos estos tres ejemplos, observamos que

cuando el hongo esta en relacion con los tejidos vivos del

hospedante, su crecimiento es limitado, pero cuando el

tejido hospedante muere, el endofito se expande y es capaz

de aumentar su biomasa (Miller,19Bó). Este control puede

resultar de insuficiente produccion de enzimas por el hongo

para invadir el fruto inmaduro (Schulz, 1978); de

requerimientos nutritivos del patógeno que solo son

suministrados en 1a maduración del fruto (Verhoeff, 1974); o

de la presencia de compuestos antifúngicos en el fruto

inmaduroque inhiben el desarrollo fungico. En este sentido

Prusky et al., (1982) hallaron un compuesto antifúngico en

la piel de los frutos inmaduros de palta que inhibe in vitro
el crecimiento de C.q1oeosporioides.
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Inoculacionartificial

Muchospastos y ciperaceas estan infectados por

hongos sistemicos de 1a tribu Balansiae. Las infecciones de

estos hongos estan asociadas con cambios sorprendentes en el

crecimiento del vegetal, reproduccion, toxicidad a insectos

y mamíferos herbivoros. Aunque 1a mayoria de los hongos

causan esterilidad en sus hospedantes y producen cuerpos

fructíferos durante 1a floración, otro grupo similar causa
infecciones sin aquellos síntomas y es trasmitido por

crecimiento vegetativo de la hifa en las semillas. Estos
últimos son endofitos anamorficos clasificados dentro del

í .genero asusmeiitlrn spp ­

Se han realizado numerosos intentos para inocular

artificialmente hongos de la tribu Ealansiae en pastos, pero

solo unos pocos han resultado exitosos. Diehl (1950) trato

una variedad de metodos incluyendo suspension de esporas

sobre tallos, hojas e inflorescencias; inyeccion de conidios
y micelios en tallos, y cepillado de conidios sobre
estigmas. Tuvo poco exito, solo tres de las EOplantas de

Cenchrus echinatus L. originadas a partir de semillas de una

planta madre cuyos estigmas fueron inoculados con conidios

de Balansia, produjeron estromas.

Western y Cavett (1959) infectaron Qaggxli'IlÍ‘
glgmggata con ascosporas y conidios de E¿tygbina sobr m

superficies cortadas del rastrojo,y Múhle y Frauenstein

(1970) inocularon plántulas de Phleum _E¿ateusg L. con
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micelio de E 5195199. En ambos casos las plantas

desarrollaron estromas al aHosiguiente.

Intentos para inocular otros hospedantes no

tuvieron exito (Rykardet al,1985).

Recientemente Latch y Christensen (1985)

realizaron infecciones artificiales en ¿gligm_pg[ggngL. y

Festuca arundinacea Schreb. con cinco endofitos, incluyendo
tres anamorfos de Ealansiae. Ellos insertaron micelio con un

escalpelo en la union de mesocotile y coleoptile de

plántulas en cultivos Gsúnlgs. y comprobaron que es posible

infectar plántulas de Lolium perenne, Festuca arundinacea y

EJIQQEQ,con endofitos aislados de otros hospedantes.

Posteriormente Leuchtmann y Clay (1988) lograron

infectar especies de Danthonia spicata, Stipa leucotricha y

gyggggg__yi[gpg, con cepas de Atkinsonella hvpoxylon y

galapgia_gypgri, inoculando micelio y conidios con una aguja

en el meristema. El hongo crece en las plántulas, y

posteriormente produce estromas, completando así su ciclo de

vida a partir de la infeccion.

En el caso de aL_1gg¿1lgï, hay cepas que pueden

infectar sus hospedantes naturales, y no otros, sugiriendo

que existen razas del hongo para cada hospedante.

Si las plantas pueden ser infectadas con endofitos

y sobre hospedantes distintos de los naturales, esto puede

tener aplicacion en nuevos cultivares de pastos y otras
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plantas, y lograr beneficio en el crecimiento de la planta y
en la resistencia a los herbivoros.

Bacon (1988) comprueba que la capacidad de

sintesis de ergoalcaloides por algunos endofitos, se pierde

con 3a udad de los cultivos, mientras que otras

condiciones fisiológicas son mas permanentes. Si pudiesen

lograrse cultivos que no produzcan los alcaloides y si

mantuviesen sus mecanismosde resistencia hacia las pestes,

tales aislamientos una vez reinoculados en las plantas

podrian mejorar la calidad agronomica de las mismas.

En la naturaleza las plantas con endofitos pueden

tener una ventaja selectiva sobre aquellas que no los

poseen, pero puede ser una desventaja en el caso de presion

de seleccion por el hombre que favorece a las plantas no

infectadas, sobre las infectadas, cuando esta involucrado el

ganado.(8iegel et a1.1984).

Evolucion

Evidencias químicas, morfológicas y de hospedante

sugieren que los endofitos de pastos han evolucionado a

partir de un antecesor patógeno semejante a glavlgegs, donde

los cambios evolutivos han implicado:

1) cambio de parásitos que se desarrollan sobre

los ovarios (ggaygggpg) a endofitos sistémicos (tipo
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Ealansiae y figgemggiumsp.) que se presentan en todo el

tejido hospedante.

E) plantas con hongos tipo glagggegs, donde los

alcaloides producidos estan localizados en una zona de la

planta, a endofitos sistemicos productores de alcaloides,
que se encuentran distribuidos en toda la planta e
interfieren con los insectos herbivoros.

3) transición desde provocar la esterilidad del
hospedante (glagigegs) hasta recuperacion de la fertilidad,
cuando el endofito es trasmitido via semillas de las plantas

que florecen normalmente. En general se considera que los

endofitos son especies hermanasde parásitos virulentos que

se hallan sobre el mismo hospedante o en hospedantes

taxonámicamente cercanos. Por ej: en pino, las especies

Lophodermiun pinastri y L.coniqenum, estan sobre el mismo

hospedante que el patógeno L.seditiosum (Minter et al,
19V8).

Tambien en el abeto Douglas, ELgaggegi esta en

relacion con otros patógenos R.wierri y B¿Qgguggjsgga.

(Parker y Reid,19ó9; Stone, 1986).

Algunos patogenos pasan a traves de una fase de

crecimiento asintomatico en el hospedante antes de que

aparezcan los síntomas de 1a enfermedad (Hulik, 1984) y

también pueden existir endofiticamente en malezas cercanas

de las plantas de las cuales son patógenos (Hepperly et
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al,1985). En otros casos los endofitos pueden causar

síntomas patogenicos solamente si el hospedante esta

estresado (Millar 1980 y Andrewset al, 19 5). Estos casos

representarian estados de la evolucion entre la forma

patógenica y 1a endofitica.

Barrett (1983) ha presentado una sinopsis de la

literatura existente que demuestra casos de coevolucion

entre los patógenos y las plantas hospedantes. Si los

endofitos han evolucionado de patógenos, es posible suponer

que plantas y endofitos pueden haber coevolucionado.

La comparacion entre la taxonomía del endofito y

del hospedante, sugiere que en los casos de especificidad

endotito-hospedante, puede haber existido una coevolucion,

pero en los otros casos donde los endofitos no tienen

preferencia por el hospedante, no se ajustaría a este tipo
de evolucion.

Con respecto a 1a evolucion del mutualismo

endofítico, podríamos preguntarnos si ocurrio una sola vez,

y produjo entonces lineas endofiticas muy antiguas,l o si

hubovarios orígenes diferentes.

A1 observar los grupos taxonómicos a los que

pertenecen los endofitos (Loculoascomycetes, Discomycetes,

Pyrenomycetes) parecería dificil imaginar un único origen
del habitat endofitico. Lutrell (1974) sostiene que los

patógenos de plantas han evolucionado en diferentes
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momentos,lsobre diferentes plantas. Si esta idea es correcta

y si los endofitos derivan de los patógenos, el habitat

endofítico debe haber surgido entonces en diferentes
momentos.

En los casos de endofitos que se trasmiten a

través de 1a semilla y producen una infeccion de tipo

sistémico, dando origen a un mutualismo de tipo

constitutivo, la seleccion natural opera sobre los
individuos, y la simbiosis tiene beneficios para los dos
individuos involucrados.

En el caso de endofitos que se trasmiten por

esporas, y producen una infeccion de tipo lateral,

originando un mutualismo de tipo inducible, los beneficios

son menos claros. En los ejemplos del sistema olmo­

P.ob1onga-5colyptus sp. y del abeto Douglas-B¿gaggegi—

Q¿ugagigia sp, el árbol infectado con el endofito y el

coleoptero (primer caso), o el endofito y el diptero

(segundo caso), no sobrevive, pero 1a presencia del endofito

logra disminuir el numerode la progenie de los insectos, y

con ello 1a probabilidad del ataque a los arboles jovenes

vecinos. Esto muestra el beneficio para 1a poblacion y no

pa'a los individuos.

La evolucion de tales asociaciones puede ser

entendida en términos de "Hin selection", una forma de

seleccion génica donde los individuos que comparten una alta

proporcion de los mismos genes, pueden comportarse
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altruistamente (Nilaon, 1983) respecto de otros individuos

que resultan beneficiados.
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UHJEÏlVÜS

Las investigaciones llevadas a cabo hasta el

presente, sugieren que los endofitos füngicos integrarïan
una asociacion mutualista con las plantas. En este trabajo

nuestro obJetivo es aportar datos que avalen este posible

papel de los endofitos fúngicos en la naturaleza. En este

sentido, nos planteamosdiferentes objetivos parciales:

l) estudio de la estructura de la comunidad

Este estudio nos permitira conocer si los

endofitos füngicos conforman una comunidad organizada o se

trata meramente de organismos asociados incidentalmente con

la planta. Por otra parte, se tratara de determinar el modo

de infeccion y colonización de estos organismos y su

localizacion en los tejidos del hospedante

(hospedante:Eucalyptus viminalis)

E) colonización por endofitos según el ciclo de

vida del hospedante.

Se plantea la hipótesis de que las plantas

perennes, que tienen menorposibilidad para reaccionar ante
cambios del ambiente, presentarian una mayor asociacion con

endofitos füngicos, que las plantas anuales

(hospedante2JJDgug spp.)

3) participación de los endofitos en las

resistencia de las plantas a los patogenos Tdngicos
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Si los endofitos fungicos se comportasen como

simbiontes mutualistas presentarian una interacción activa

con potenciales patógenos füngicos de la- planta. Los

resultados de esta interacción podrian ser el factor
organizador de 1a comunidad (hospedante:g¿yimipa;is)

4) Participación de los endofitos en 1a

resistencia de 1a planta a los herbivoros

Como señalamos anteriormente, las plantas

infectadas con endofitos presentan resistencia a1 ataque de

“EIÜÏVÜÍÜS,y esta parece estar mediada por sustancias

tóxicas. En este sentido, estudiaremos la presencia de

endofitos en dos hospedantes: Baccharis coridifolia y

ITestugg spp.g con el fin de correlacionar dicha presencia
con 1a toxicidad de estas plantas para los herbívoros.
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Lámina .[.[

Sintesis de los objetivos planteados

Estructura gg La comunidad Colonización gg endofitos
Iun el

(modo dc infección y

se

co l.on i.zaci Ón)
ciclo gg vida (ci hospedantc

(modo de infección y
colonización)

E.vimina1is Juncus spp.

Papel ge Los endofitos

COlllO

simbiontes mutuaiistas

Resistencia a Qatógcnos Resistencia a herbivoros

fúngicos

(interacción entre endofitos
y epifitos)

(producción de metabolitos
tóxicos)

B.coridifoli
E.viminalis Festuca spp.
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CAPITULO I

ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD ENDÜFITICA

(en Eucalyptus viminalis)

Las investigaciones llevadas a cabo sobre los

endofitos, han mostrado que estos organismos están

ampliamente distribuidos en una variedad de plantas. Las

familias de plantas mas estudiadas en cuanto a la presencia

de endofitos son: Cupressaceae, Pinaceae, Ericaceae y

Graminae,l y estos estudios se han realizado sobre

hospedantes de Europa, Estados Unidos y Nueva Zelandia.

El objetivo del presente trabajo fue analizar Ja

presencia de endofitos en hojas de g¿yimggal¿g, en

plantaciones de nuestro pais, con el fin de conocer 1a

estructura de la comunidad de estos organismos, su modode

de infeccion o trasmisión, y su localizacion en las
distintas zonas de la hoja.

Materiales y metodos

Las muestras se tomaron en un stand de ¿inmigalis

localizado en Ramallo, provincia de Buenos Aires,

perteneciente a la firma Fiplasto 8.9. (Cabral, 1982). Estos

arboles crecieron a partir de un stock mixto de semillas. El
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ensayo preliminar se realizo en mayo de 1?BB, con el fin de

probar el metodo de analisis y determinar cual es el tiempo

de permanencia de las hojas en el arbol. De este ensayo

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

El muestreo definitivo se llevó a cabo en agosto

de 1983 y en mayo de 1988. En cada muestreo se eligieron a1

azar tres arboles y de cada uno de ellos se retiro una

rama. Las ramas se mantuvieron en bolsas de polietileno a ó

"C hasta el procesamiento. De cada rama se sacaron tres

hojas, con peciolo y con sectores de ramitas vecinas a las

hojas, a la izquierda y derecha de la mismas. Las hojas

fueron elegidas según la clase de edad. Consideramos como

hoja joven, la primer hoja cercana a la yema apical de la

presente estacion ; 1a última hoja de la mismaestacion se

considero como madura 1 (M1), y el grupo de hojas de la

estacion de crecimiento anterior, como madura E (ME). Las

hojas senescentes y secas no fueron consideradas, pues en

ellas la frecuencia de endofitos es baja (Cabral,1985;

Bertoni y Cabral, 1988).

Las hojas y las ramas fueron humedecidas (durante

l min.) en alcohol etílico 96%, esterilizadas en HgClE0,1 %

p/v,(E min.) y luego lavadas en agua estéril (1 min.), en
tres cambios.

Con el fin de comprobar la distribucion de los

endofitos, una mitad de la hoja, incluyendo la nervadura,
fue cortada en su totalidad en cuadrados de 3 mmde lado.
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Resultó asi un mapa de la hoja,l donde se consideró

separadamente a lamina, nervadura y pecíolo.

Las submuestras fueron cultivadas en medio de

Cooke<1954) con 35 mg\l de Rosa de Bengala, y mantenidas a

temperatura ambiente (EE-E7 °Ü> con luz diurna. E1

aislamiento de los hongos se realizo en tubos de ensayo con
medio de extracto de malta al 8%.

Anatomía de 1a hoja

Con el fin de correlacionar la infección

endofitica con las caracteristicas morfologicas de la hoja,

se realizaron cortes histológicos seriados con micrdtomode

deslizamiento, de la porcion basal y apical. También se

calculo el número de estomas por cme sobre hojas previamente

clarificadas, en la cara adaxial y abaxial de la mismas.
Para el recuento de los estomas se utilizo un cuadrado de

9M?cm sobre el que se superpuso , mediante camara clara, el

campovisual del microscopio y el material con los estomas.

Se tomaron en cuenta aquellos estomas que aparecían dentro

del cuadrado y los que intersectaban el borde en dos lados
del mismo.

Ubservación directa de los endofitos

La localizacion de los endofitos dentro de 1a

hoja, fue observada mediante 1a clarificacion de las mismas

y posterior tinción del micelio. Para ello se trato a 1a
hoja fresca con HÜH10%en estufa de óüu90 °C durante 1 dia“
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lsemana. Luego fueron lavadas sucesivamente en HÜHfresco y

en agua; acidificadas con CLH diluido, y tenidas con

chlorazol black E o trypan blue.

Por otra parte, hojas fijadas en FAA, fueron

herbidas durante unos minutos y luego cortadas utilizando
microtomode deslizamiento. Los cortes fueron clarificados

con HUH 10% , lavados con agua y tenidos con los colorantes

antes indicados.

Analisis estadïstico

Las frecuencias totales de infeccion se obtuvieron

dividiendo el numerototal de segmentos infectados por el

número total de segmentos incubados, por cien. El mismo

metodose utilizo para calcular la frecuencia de infección

para cada una de las edades consideradas. Se registro la

frecuencia de infeccion a) de la hoja en su totalidad, b)

del peciolo, lámina y nervadura separadamente y c) de la

mitad apical y basal respectivamente. Tambiense calculo la

frecuencia de infeccion para cada especie en los casos a),l

b) y c).

Utilizando la flora endofitica comoindicador, se
calculo el coeficiente de similitud entre las diferentes

hojas de acuerdo al coeficiente de Czekanowski (1931). Este
coeficiente se calcula como:

s:Ew/a+b
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donde s: coeficiente de similitud

a: suma de las frecuencias de las especies

füngicas sobre 1a hoja 1

b:suma de las frecuencias sobre 1a hoja H

w:sumade las frecuencias de las especies comunes

a 1a hoja 1 y E.

Los resultados fueron agrupados por el método de

clasificacion aglomerativa HPGM(Sokal y Sneath, 1963).

Para comparar las frecuencias de infeccion en los

casos a), b) y c), se uso el test de Chi-cuadrado.

Resultados

Frecuencia de infeccion

Las tablas E y 3 muestran 1a frecuencia de

infeccion en 1a lamina, nervadura y peciolo, con respecto a

1a edad de 1a hoja. Las diferencias entre lamina y nervadura

son significativas, no asi entre nervadura y pecíolo.

Si las submuestras son agrupadas en 1a mitad

apical y basal de la hoja, el test de Chi-cuadrado muestra

que la zona apical (41,5%) tiene significativamente menos

endofitos que 1a zona basal (49%, tabla 4).



nervadura y peckflo,
TabJá 2

de la hoja

J

Pr A

L 50 268

N ll 158

P 2 26

Total 63 452

Przpresencia
Rpecïolo

Azausencía

Tabla 3

L vs.N

8.24! (J)

x2 46* (M1)

66.7* (Mz)

COÑ respecto a

Pr A Pr

295 176 267

BB 157 8|

6 18 5

389 351 353

Lflánflna

Test de Chi-cuadrado

st. P
0.01“)

1'.05(M¡)

39 (Nh)

*significat ¡vo (p(0.005)

Tabla 4
zona apical

Pr

Z.apim| 307

Z.baal 486

Total 793

y basal

431

506

937

J vs.M s

303*

la hoja

2
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I . I .Numeros de submuesnas ¡nfafladas en lamina,
la edad

N

78

106

18

197

Nznervadura

M vs.M2

16.8*

Núneros de Submuestsasuinfiectadas en la

X :9.25

signiftatívo
(p< 0.005)



La frecuencia de infección varía con la edad de la

hdja, significativamente entre M1 y ME, y mas entre J y H,

(Ph4+h; tabla 3). Este incremento de infección con la edad

de la hoja cnincide cen las resultados halladas en atras

especies vegetales (Bernstein y Darrell, 1977; Petrini y

Muller, 1979; Lungibühl y Müller, 1980; Petrini y Carroll,

1981 y Tudd,1984; Stdne, 1987).

Frecuencias de infección de las especies y su
distribución

La tabla fi muestra las frecuencias de infección

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

Las siguientes especies fueron halladas en todas las

estructuras mencidnadas: quigtnyglgg sp., Qggggmyges

martiniae. Hacrüphpma smilacina. Miceliü estéril BRN,

filterv'rar ¿1.a sp - .u y UXEQEE'ZLÉJÏ.ella sp. (esta última ñü en

ramas); mientras que Euellneria eucalypti. Chaetomiun5p.,

Sporprmiella minima, Pestalütiopsis oxyanthi. Pleospora

herbarum y Hormonemasp. se hallaron sólo en 1a lámina.

La 1am.III muestra la infección interna en ó hojas

y ramas adyacentes a las hujas, segun el metodo de mapeü
foliar. En cada una de ellas estan indicadas las submuestras

cen la/las especies endofilas halladas y la distribución de
las diferentes especies en cada una de las hojas. De la

observación de estos mapas foliares surge que la
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0.5 1.3
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distribucion de las especies fungicas no sigue ningun patron

reconocible, mas bién se presenta al azar y en forma
discontinua.

Similitud de infeccion entre hojas

En la tabla ó observamos la frecuencia de

infeccion de las especies en 18 hojas de ó arboles. Si apli­
camos el coeficiente de similitud de Czekanowskí obtenemos

la matriz de coeficientes de la lam. IV. Al agrupar estos

coeficientes segun el metodode clasificacion aglomerativa
HPBNse obtienen las restantes 16 matrices. De los resul"

tados de estas matrices se obtiene el dendrograma del

grafico l, que presenta 5 grupos de similitud: 1) formado

por las hojas 5, 17 y 18 (clases de edad H1 y Ne); a)

formado por las hojas E, ó y B (clases de edad N1 y ME); 3)

formado por las hojas 4, 7 y 11 (clases de edad J y M1); 4 )

formado por las hojas 3, 9, 14 y 15 (clases de edad H1 y

Ma). El 5to grupo de baja similitud, esta formado por las

hojas 1, 10 y 1a (clases de edad J). Las hojas 1a (clase de

edad ME)y 13 (clase de edad J) aparecen apartadas del resto

y con un coeficiente de similitud muybajo.

Al comparar los grupos del dendrograma con los

datos de la tabla ó, observamos que cada grupo esta formado

por hojas de diferentes arboles, con 1a excepcion del grupo



Lámina lll. Diagramas de las hojas jóvenes (J), maduras Ml y M2

según el método de mapeo foliar. En cada hoja osLán
indicadas luH suhmuoerus con los vndofibos aislados.

Rlzrama a la izquierda de la hoja
R2:rama a la derecha de la hoja
Pzpecíolo
Nznervadura



Caniothyrium sp.

35:2;Mycosphaerella sp. Lámina m Hojas jovenes (J)

C.martiniae

{El S.m.GRN

[El M.smi|acina

[[1]Alternaria sp.

É Z.euca|ypíi

m5mínima

[a Nigrospora Sp.



Lámina!” (cont.).Hojas maduras (M )

- Coniothyriumsp.

Mycosphaerello sp.

C.martiniae

ELE]S.m.GRN

El M.sm¡l¿c¡na

UBAlternaria sp.

É Z.euca|ypti

Mamínima

[É] Nigrospora sp.



Lámina l” (cont . ) . Hojas maduras (NE)
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. Coniothyriumsp.

55553}:Mycosphoerella sp.

C.martiniae

fi S.m.GRN

E M.sm¡|ócina

UBAlternaría sp.

É Z.euca|ypli

@S.mínima

E Nigrospora sp.
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50
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Gráfico 1

En el dendrog‘r‘amade laxderecha.de' observan
S grupos de similitud (zonas punteadas):

i) hojas 5, 17 y 18 (Ml y M2)

2) " 2, 6 y ' (M1 y M2)

3) " 4, 7 y 11 (J yMl)

4) " 9, 15 ; 14 Y 3 (Ml y M2)
y con baja similitud
5) hojas l, lO y 10 (J)



Graf.1DendrogramaobtenidosegúnHPGM(métododec1asif1caciónag1omerat1'va)

Similitud
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4, donde la maxima similitud ocurre entre dos hojas del
mismo arbol.

Modelo de microcomunidades

Las hojas que integran cada grupo del dendrograma

tienen en común E o 3 especies que se presentan con

frecuencias diferentes, y especies no comunes de baja

frecuencia. Las especies comunes pueden estar indicando un

tipo o modelo de microcomunidad (Swift, 1976), donde existen

una a tres especies principales (de alta frecuencia) y
especies secundarias (de baja frecuencia).

En la tabla 7 bosquejamos 4 modelos posibles de

microcomunidades,donde las especies principales serian:

Qgpggibyrgum 5p., C.martiniae, Mycosphaerella 5p., y

fl¿gmilagiga, que pueden aparecer solas (modelo Pa y P4 ), de

a pares (P1) o agrupadas de a tres (PE). Las especies

secundarias serian = Higggsggga 5p., Micelio estéril GRN,

UY.E¿ÉE'1É_'C_L1.Ésp- .1 y Üs'émllfi‘ílïlá- Estas últimas Pueden

ubicarse dentro de la microcomunidad como principales o
secundarias.

Anatomía Foliar
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Tab1a 7 : Modelos de comunidades-unidades de endofitos
en hojas de E.víminalis

P1 P2
Coniothyríum sp. Coniothyrium sp.

. . d min nC.mart1n1ae ° a tes C.martiniae dominantes
Nigrospora sp. secundaria H.smilacina

Mycospharella sp. secundaria

P3 P4

C.martíniae dominante Mycosphaerella sp.dominante
M.smi1acina secundaria Micelio estéri]

GRN secundaria
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Las secciones histologicas seriadas de la mitad

apical y basal de 1a hoja,y el numero de estomas por cma no

muestran diferencias apreciables entre las zonas.

Observación de los endofitos

Los nódulos suberosos y los estomas,l mostraron

presencia de endofitos, indicando que la posible vía de

entrada de aquéllos a la hoja podria ser a traves de esas

estructuras (lam.¡f , 1-4).

Discusion

De acuerdo con Bernstein y Carroll (1977) la

infeccion foliar interna podria surgir de la infeccion
sistémica a traves de ramitas y peciolos; por micelio de

hongos residentes sobre la superficie de la hoja, que

penetran la cutícula o estoma; por infeccion múltiple de

esporas; o por inoculación de insectos chupadores.

La presencia de ciertas especies en ramas, peclolo

y hojas, sugerirla una infeccion sistémica a partir de la
rama. Pero la discontinua distribucion de las especies

obtenida por el metodo del mapeo foliar, contradice esta

hipótesis.

Según Carroll (1986) podriamos hablar de dos

formas de trasmisión endofïtica:



Lámina V:

l.Cara superior de una hoja de E.viminalis donde se observa un
nódulo suberoso (Az400x)

2.1nterior del nódulo suberoso con micelio endofítico (A:1000x)
3.Corte longitudinal de un nódulo con hifas endofiticus (a)

(Az400x)

4.Detalle del estadio anterior (A210001)



Lámina V
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a)donde el endofito es llevado a través de la

semilla y esta siempre presente en 1a línea materna del

hospedante que 1o lleva (ver introducción pág.5 ).

b) el endofito se dispersa a partir de tejido
senescente o muerto hacia la planta sana (ver introduccion

pag. 6).

En ¿inminalis ocurriría el caso b), y la
infección se produciría por medio de propagulos que caen

sobre la hoja, germinan y luego penetran al interior de 1a
misma.

El incremento de la infección con 1a edad de la

hoja, podria ser el resultado de mayor tiempo de exposicion

de 1a hoja a los propagulos o relacionarse con cambios en el

estado nutricional de 1a hoja y con 1a producción de

exudados que favorecen 1a germinación y crecimiento de los

propagulos (Miller y Roy, 1982).

Se han formulado varias hipótesis para explicar 1a
preferencia de los endofitos por las distintas zonas de 1a

hoja. El rocio y el agua de lluvia que permanecen en

determinadas zonas durante mas tiempo favorecería que se

acumulen esporas, exudados y particulas de polvo (Pugh y

Buckley, 1971) propiciando la germinación de las esporas.

La mayor disponibilidad de agua en la zona basal

de 1a hoja de Juniperus communis (Petrini y Muller, 1979) o

la protección que ejercen las catafilas en Pinus taeda
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(VenedikianH 1984) favorecen la infeccion de esta zona. En

E¿yimlnglig la mayor infeccion de la porción basal no puede

ser explicada por diferencias en la disponibilidad de agua o

anatómicas de la hoja con respecto a la apical. Suponemos

que en este caso, la adherencia y crecimiento de los

propagulos seria menor en la zona apical, ya que 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 infeccion entre

lamina, nervadura y pecíolo,l indicaria que la lamina es mas

favorable para el desarrollo de los endofitos. Esto podria

explicarse teniendo en cuenta que el micelio sobre 1a

superficie foliar esta concentrado en las areas de la
lamina, principalmente en la depresion del estoma (Cabral,

1982 y 19BS),y presuponiendo que la entrada en la hoja

podria ser por los estomas o por los nódulos suberosos, la

lünina estaría mas infectada que la nervadura y el pecíolo.

La distribucion de especies en la tabla 4 muestra

dos grupos: aquéllas que se hallan presentes en todos los

tejidos foliares, y aquéllas restringidas a la lamina,
indicando la existencia de especies con capacidad bioquímica

extensiva o restringida (Carroll y Petrini, 1983).

Especies tales comoC.martiniae.l Coniothvrium 5p.,

m¿5milagina, ;¿gugalygti y Micelio estéril GRNson de alta

frecuencia y fueron registrados comoendofitos por Cabral

(1985). En cambio E¿ggbygpjhi, Niggggggga sp., Alternaria
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5p., y ngggsgggium sp. fueron considerados por Cabral

(op.cit.) comohongos del filoplano.

De acuerdo con Riesen (1985) elteguagia sp y

glaggsgggium sp. solo se comportan como endofitos para

protegerse contra la deshidratación e irradiación, y pueden

permanecer relativamente inactivos dentro de la hoja hasta

que cambios en la fisiología del hospedante permita o

estimule el crecimiento. Aquellos hongos penetrarian 1a hoja

viva previo a su senescencia y continuarian luego como

saprofitos cuando 1a hoja muere. Tal infeccion podria

considerarse como latente (O’Donnell y Dickinson, 1980).

Las restantes especies de la tabla 4 no fueron

registradas previamente sobre E¿ziminalis, pero si como

endofitos sobre los siguientes hospedantes: Elggsggga

bergaggp en Arctastophvlos uva-ursi (Petrini et a1.1982) y

sobre Triticum aestivum (Riesen 1985); Sporormiella minima

sobre Elycine maH (Miller y Roy, 1988), en gunipegig

communis (Petrini y Müller, 1979) y sobre Triticum aestivum;

chssauascslla sp- .u sabre abuelas- max y sobre l uiesï' ts

ggmmgnls, y Hormonema sp. sobre Juniperus occidentalis

(Petrini y Carroll, 1981).

De acuerdo con Swift (1976), los sustratos

vegetales se presentan comouna serie de "unidades" (ramas,

raíces, frutos y hojas) de tamaño y origen variable, cada

uno con un conjunto particular de microorganismos. Tales

comunidades, deben ser llamadas "comunidades-unidades" y
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registradas como teniendo una integridad funcional y

espacial. Del estudio de estas comunidades-unidades

resultaría no solo la lista de especies y su frecuencia de

aparicion, sino y mas importante, una estimación de la

estructura y funcion de la comunidad microbiana (Shearer y

Lane, 1983).

La existencia de estas comunidades-unidades ha

sido demostrada para comunidades miorobianas de

descomponedores, sobre sustratos tales comoramas (Healey y

Swift, 1971) y hojas (Shearer y Lane, 1983). Nuestros

resultados muestran que tal hipótesis puede ser extendida a

la comunidad de hongos internos en hojas vivas.

Las microcomunidades en ¿Llimlnalis pueden

representarse por 4 modelos de comunidad-unidad, que estan

esquematizados en la tabla 7.

Analizando el dendrograma del grafico 1, podemos

observar 4 grupos (principalmente hojas maduras) con alto

porcentaje de similitud, mientras que en el 5to.grupo,

formado por hojas jovenes, 1a similitud es baja. Esto

indicaria que las microcomunidades se establecen en la edad

madura, cuando se alcanza el equilibrio entre las especies
infectantes.

La frecuencia de infeccion, y los modelos de

comunidad-unidad de M1y MEsugieren que no existen cambios

importantes en 1a comunidad-unidad dentro de 1a clase
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madura. La inclusion de la hoja 4 y 7 de la clase joven,

dentro de un grupo de alta similitud, probablemente sea el
resultado de una erronea clasificacion de la clase de edad.

Podemos tambien concluir que existen comunidades

similares sobre hojas de arboles diferentes, indicando que

un patron dado de infeccion esta presente en diferentes

individuos y que no depende del genotipo del arbol. Si

podria ser el resultado de la interacción de las especies en

la escala de la comunidad-unidad (Shearer y Lane, 1983),

como esta representado en el modelo de la págJÜóde

interacción de tres especies.

La variedad de modelos de colonización en las

unidades del mismorecurso (hojas de g¿yimgnalig) sugiere 1a

existencia de nichos funcionales semejantes ocupados por

especies diferentes, llamadas especies equivalentes. Por

otra parte, una especie dada, puede formar parte de

diferentes comunidades, como dominante o secundaria,

indicando que puede adoptar roles fisiológicos diferentes.



64

CAPITULO II

CÜLÜNIEACIÜN POR ENDUFITÜS SEGUN EL CICLO DE VIDA

DEL HOSPEDANTE

(en ¿Langue spp- >

Los insectos y las angiospermmas han evolucionado
. . ./ .Íinterdependientemente uno del otro. La presion de selecc1on

ha actuado sobre ambos, a la vez que han surgido nuevos

habitats.

Es así, que las plantas se han visto expuestas a

una variedad de herviboros,l patógenos y animales, y en

consecuencia han desarrollado mecanismos de proteccion, de

naturaleza física y química, contra ellos.

Las plantas perennes, cuyo genotipo es fijo, y por

lo tanto con pocas posibilidades de variar sus aleloqulmicos

durante un tiempo prolongado, no poseen 1a capacidad de

generar nuevas resistencias comorespuestas a la presion del

medio. En cambio, los insectos que tienen una generacion por

arb, e incluso varias en un mismo año, pueden en corto

tiempo vencer las barreras presentes en el hospedante.

La asociación de las plantas de ciclo de vida

largo, con hongos endofitos con capacidad de adaptacion
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similar a los insectos y patógenos, representaría una

respuesta de 1a planta a los cambios producidos por las

plagas de ciclo de vida corto.

Segunesta hipótesis las plantas perennes deberían

estar estrechamente associadas con endofitos fungicos con

caracteristicas mutualistas activas contra patógenos e
insectos, mientras que las plantas anuales no presentarlan
esta asociacion, o esta seria de caracteristicas diferentes,
ya que la presencia de los endofitos no seria necesaria ni

ventajosa. En estas plantas la recombinación durante la

floración, provería de la oportunidad para generar nuevas
defensas.

Para comprobar esta hipótesis estudiamos el

sistema Juncus sp-endofitos, a fin de determinar la flora

endofïtica, sus frecuencias de aparicion y los patrones de

colonización de estos organismos.

Materiales y metodos

Para este estudio se seleccionaron dos especies

perennes de Juncus : Juncus imbricatus var.chamissonis y

JL‘DEQE_E‘ÁE[QEÉEDÉlL-‘Éay una especie anual: JHDSHE_QQÏQDlL-|E

var.bufonius.

Los muestreos de la primera especie se realizaron

en agosto de 1986 y abril de 1988, en los alrededores de la



66

Ciudad Universitaria. La segunda especie fue coleccionada en

noviembre de 1988 en los alrededores de Derqui (Es.As), y 1a

tercera en febrero de 1987, de la costa del rio en los
alrededores de Martínez.

Aislamiento

Se utilizo un promedio de nueve plantas para cada

especie, las que fueron lavadas en agua corriente previo a

la esterilización superficial. Tanto de tallos comode las
hojas de cada planta, se extrajeron al azar B submuestras

que luego fueron esterilizadas según las técnicas

habituales, con un primer lavado en alcohol 50%durante 1

min., una esterilización con hipoclorito de sodio (80g/dm3)­

agua, 8:1 durante 3 min., y un enjuague final en alcohol 50%

durante 1 min.

Las submuestras fueron sembradas en cajas de Petri

con agar agua al 8%, e incubadas a temperatura ambiente y

luz diurna. Al cabo de 15-80 días se procedió al aislamiento

e identificacion de las cepas.

Observación directa de los endofitos

Para conocer la ubicacion de los endofitos y sus

patrones de colonizacion, realizamos cortes longitudinales,
a mano alzada, de tallo y hoja. Estos cortes, que abarcaron

la epidermis y el parénquima subyacente, fueron clarificados
mediante ebullicion en lactofenol-etanol (1:8 v/v) durante
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10-15 min. y reposo posterior durante 1a hs a temperatura
ambiente.

Luego fueron tenidos con alguno de los siguientes

colorantes: trypan blue 0.05% (Phillips y Hayman, 197D),

fucsina ácida-verde de malaquita (Alexander, 1990) o

chlorazol black E (Brundrett et a1,198h)

La correspondencia entre los patrones de

colonizacion y el endofito que los produce, no siempre
resulto evidente. En esos casos se acudió a cultivos de

trocitos de tallo y hojas en camaras húmedas, y posterior

observacion microscópica de los mismos.

Analisis estadístico

La frecuencia de infeccion total, tanto para
tallo, hoja o planta entera, se calculo teniendo en cuenta

el número de trozos infectados por el número de trozos

incubados, y la frecuencia de infeccion por especie, como

el número de trozos infectados por un hongo dado por el

numero de segmentos incubados.

Se utilizó una pueba de diferencias de

proporciones (Dixon y Massey, 1965), con el fin de

establecer si existían diferencias entre los porcentajes de
infeccion de hoja y tallo, en cada uno de los juncos

analizados, y la prueba de Page de las alternativas

ordenadas (Daniel, 1978), para comprobar el ordenamiento de
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las frecuencias de infeccion de las especies endofiticas en

los hospedantes perennes.

Resultados

Aislamiento

En la tabla 8 pueden observarse las especies

endofilas halladas en los hospedantes anual y perennes, y su
frecuencia de infeccion tanto en hoja comoen tallo. En

todos los casos 1a frecuencia de infeccion de 1a hoja fue

mayor que 1a del tallo: J¿Qufgpiug 20,8%(H) y 10%(T);

JJÁQbricatus var.chamissonis 76,6%(H) y 59,1%(T) y

Jamisrggeebaleg 37,3%(H> y 13,5%(T)­

E1 test de diferencia de proporciones muestra que

estas diferencias son significativas:

0,833 é p1-pa á 1,596

0,07 < p1-pe < 0,27 pq 0 05' 5

0,135 < p1-pE ñ 0,345 , respectivamente

El numero de especies endofitas presentes en el

junco anual es notoriamente mayor que en los dos juncos

perennes, y sus frecuencias de infeccion son en todos los

casos inferiores a1 3,3%.

En los dos juncos perennes, por el contrario, hay

pocos endofitos, 1-8 con alta frecuencia y los restantes con

frecuencias menores a1 3,1 Z.



Tabla8

Erecuencias

delosendofitosaisladosdehoja(H)ytallo(T)¡.

J.ímbrícatusvar.

chamíssonis

1-Pleosgor‘aaff.towogotíensis42.531.836.8 2-Alternaríaalternata 3-Cmiochaeta1). 4-Phomopsíssp.I 5-Stagonosporasp. 6-PLonEsp.l 7_Gnomoníellasp. 8-Cmiothyriumsp. 9-aff.Phomatospora

10-Arthriniumsp.I 11-Cladosporium-.,cl"adosorioidg
1.Z-aff.C 13-Monodyctissp. 14-Phomasp. 15-Epicoccumsp. 16-Phomopsissp.

haetophomasp.

J.microcephalus

22.5

(1)

J.bufonius

(1)
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17-aff.Cytosporachrysoserma 18-PenícillíumIílacínum 19-PhaeoisariaCÏematidís 20-Megaloseptoríamirabilis 21-Acremoníumsp .
22-Colletotrichumlindermuthianum 23-Macrophomasmilacina 24-Stagonosporacaricinella

25-Phomasp. 26-Arthriniumsp. 27-Clypeopycnisaerugínascens 28-Colletotrichumsp.

____——

29-Cytosporasp. 30-Fusariumsp. 31-Phomopsissp.II 32-Scytalidiumsp. 33-Drechslerasorokíniana

Tabla8(cont.)
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Tabla8(cont.)

34-Haplographíumcatenatum 35-Microdiscularubícola 36-Phomasp.Il 37-Phomasp.IV 38-Phomasp.V 39-Phomasp.VI 40-Phomasp.VlI 41-Rhinocladiellasp. 42-Stagonosporavítensís 43-Stemphyllumsp. 44-Tetracladiumsetigerum 45-Tetr‘aploaelisíi 46-aff.Tubeufiaarrazonmsi 47-Micel¡oderratiaceoI51.2 48-Micel¡oderfatiaceoII1.21,2 49-Micel¡oderratíaceo'llI3.70 50-Micelioestéril0.62.53.1

Frecuencias76-659.170.3'37.313.5

25.8

71.
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La prueba de Page de las alternativas ordenadas,I

muestra que existe en ambos juncos perennes, un ordenamiento

significativo de las especies endofilas, siendo las más

frecuentes Bigues-¡Heras (36,8%) v ÉL-É‘ÁÉÉEDQÉÉ(13,1%)

para Juncus imbricatus var.chamissonis (valor del

estadístico de prueba:—3,óó), y eLaLtegnata (18,5%) en

g¿miggggegnalus (valor del estadístico de prueba :—B,24).

El hecho de que algunas especies se presenten con

altas frecuencias de infeccion, nos estaria indicando una

mayor afinidad de las mismas hacia el hospedante.

En el trabajo de Cabral y Üaroll (en prensa)

surgieron resultados similares. Las tres especies de juncos
perennes:J.effusus var.pacificus, J.patiens y ¿ngiaggggi
poseen endofitos con frecuencias entre 70-100Z, mientras que

los endofitos de 1a especie anual (J¿Qufgpiug), presentan

frecuencias inferiores a1 5%. Estas ultimas especies son en

general diferentes a las halladas por nosotros en el junco
anual.

La existencia de diferentes especies fungicas

sobre el mismohospedante (J¿Qufggius), junto con 1a baja

frecuencia con que se presentan, son indicios del caracter
transitorio u oportunista de estas especies.

Patrones de colonización

Las observaciones citologicas se realizaron en los

hospedantes perennes, teniendo en cuenta que los mas altos
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porcentajes de infeccion por especie endofitica se hallan en

esos hospedantes, y en consecuencia es mayor la probabilidad

de reconocer e identificar los patrones de colonización.

J.imbricatus var.chamissonis

Se hallaron basicamente tres patrones de
colonizacion.

l)tipo A (lam.VI,1-5): el endofito ocupa 1a camara

subestomatica y de alli crece intercelularmente entre las

celulas del mesofilo. Es el patron que se presenta con mayor
frecuencia (70%de las observaciones).

La colonización se inicia a partir de 1a

germinación de una espora ( lam.Vl,1). De la/las células de

1a espora se origina un tubo germinativo que se introduce a
través del ostiolo del estoma hasta 1a cámara subestomatica

(1am.VI,E). Una vez alcanzada la camara subestomatica,

desarrolla ame células globosas que ocupan todo el espacio

de la camara (1am.VI,3). De estas células, las más distales

se adelgazan y crecen intercelularmente en el parenquima

(1am.VI,4 y 5).

E)Tipo B (1ám.VI,ó_8): el endofito se restringe a

unas pocas celulas fúngicas en el interior de una celula
fundamental (frecuencia del 10%).

La infeccion se manifiesta por la presencia de una

primer celula fúngica, globosa o vesicular, en el interior
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de 1a celula hospedante, conectada con un canal y orificio

de penetracion en la pared externa de la célula infectada

(lam.VI,ó).

Apartir de esta célula vesicular, se desarolla
en una o dos direcciones, una hifa corta de 3-5 celulas

rectangulares (lam.VI,ó,7 ya).

Hay otras células del hospedante que aparecen

ru-zecrosadass.,lcon indicios de infecciones incipientes, pero

sin desarrollo de endofito en su interior. En estos casos se

observa el orificio de penetracion y una zona circular densa

alrededor de el. Esta zona se denomina papila y según Aist

(1976) es una deposición de pared nueva alrededor del sitio
de la infeccion.

3) tipo C: el endofito se ubica en, pero sin

llenar, la camara subestomatica. Las celulas son

cillndricas, delgadas, y las hifas son poco extensas.

Morfologicamente, es diferente del endofito del patron A, y

se presenta con menor frecuencia (1am.VI,9).

Si relacionamnos estos patrones de colonización
con los endofitos aislados, podemosencontrar una probable

correspondencia entre El_gsgg[a att LÉQECLQQÉLÉDÉLÉ y e 1

patron A de colonización. Esta correspondencia está basada

primeramente, en la observacion de esporas de este hongo con

su tubo germinativo penetrando el ostlolo del estoma y en

segundo lugar) en que tanto el patron A como
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E tgvggggiensis son los que aparecen con mayor frecuencia.

Ue igual forma se puede relacionar el patron B de

colonización con la especie Shaggugsggga sp. A pesar de que

este patron es el segundo en frecuencia de los hallados

sobre este hospedante, y fijaggnggpggg sp.,aparece en los

aislamientos con baja frecuencia (3,1%), la asociacion pudo

establecerse basándonos en que Staqonospora innumerosa ten

J.efussus var.pacificus, Cabral y Stone,op.cit.), presenta
un patron similar de colonización.

Noes posible establecer una relacion entre el

patron C de colonización con alguno de los endofitos

aislados, pero dada la similitud en las caracteristicas
morfológicas con el patron de infeccion de A

observado por O’Donnell y Dickinson (1980), es probable que

se trate de este hongo.

Jangus_migrgsgebalgs

En este hospedante encontramos tambien tres

patrones de colonización
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1)Tipo D (1am.VII,1-7). El endofito se encuentra

dentro de una celula epidérmica fundamental.

La infeccion se inicia a partir de un tubo

germinativo (no observamos esporas) que desarrolla en su

extremo un apresorio (1am.VIl,l). A partir de este apresorio

se produce una hifa de infeccion que da origen a un orificio

y a un canal de penetracion. Este ultimo atraviesa la pared

epidérmica superior (1am.VII,E y 3).

Muchasveces la colonización no progresa y las

celulas poseen solo canal de penetracion y papila, sin

desarrollo fungico dentro de la célula hospedante.

Si 1a infeccion progresa, se forma una celula

vesicular, que dara origen a una hifa endofítica

(lam.VII,8). Paralelamente a este desarrollo, el citoplasma

de 1a celula hospedante se colapsa progresivamente.

La hifa endofitica es delgada, tabicada, poco

ramificada y con celulas cilindricas (1am.VII,4 y 5). Se
extiende a lo largo de la celula hospedante,l ocupando 2/3

partes o el total de esta célula. La infección puede

continuar hacia una celula adyacente (fundamental u
oclusiva). En estos casos el extremo de la hifa inicial se

ensancha, dando una terminacion globosa o plana sobre la

pared de 1a celula: célula madre haustorial? (CMH,

1am.VII,ó,7 y 8), y de alli emite un cuello haustorial? (CH)

que atraviesa la pared de separación e infecta a la célula
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vecina, mediante un haustorio? (H). Este tipo de infeccion

lateral no progresa mas. allá de dos celulas y es de baja
frecuencia.

F)L )Tipo E (lam.VII,8-12). El endofito se ubica en

la camara subestomática .

Se origina de una espora bicelular que desarrolla,

a partir de una de sus células, un tubo germinativo. Este

se acerca al estoma y forma sobre la abertura del mismo, un

apresorio (lam.VlI,8 y 9). A partir de este apresorio se

genera una hifa que penetra el ostiolo hacia la cámara

subestomatica. Desde alli surgen ramificaciones hifales en

una o varias direcciones, que se desarrollan

intercelularmente en el mesofilo (lam.VII,11 y IE).

B)Tipo F (lam.VII,13). El endofito se halla dentro
de las celulas subsidiarias del estoma. Es el menos

frecuente. La mayoría de las celulas aparece con su

citoplasma colapsado, levemente necrosadas. En muy pocas

pudimos observar la hifa dentro de 1a Célula. Esta consta de

8-3 células hifales, no es ramificada, y se ubica según el

eje mayor de la celula hospedante.

No podemos asegurar que no sea una derivación del

patron D, ya que si consideramos la 1am.VII,5 donde se

establece una conexión entre la celula fundamental y la

oclusiva, el patron F podria ser en realidad resultado de

una conexion con Células subsidiarias. Stone (1987), observó
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que en el estadio de necrosis de 1a hoja, la infección de

las celulas epidérmicas por RLQÉEEgtl se expande a las
celulas oclusivas o subsidiarias.

En este junco perenne, el endofito aislado con mas

frecuencia fue Q¿gljgrnata (18,5%) y los restantes

resultaron con frecuencias menores a 3,1%. Los porcentajes

de los patrones de colonización fueron 70%para el tipo U,

30% para el E y 5% para el F.

En este hospedante, no pudo encontrarse la

correspondencia entre aislamientos y los tipos de

colonización. Ni por observación directa ni basándonos en
los cultivos en camaras húmedas.

QiegieiQn

De acuerdo a los resultados hallados para los dos

juncos perennes, podemoscaracterizar a los patrones de
colonización 2

Patrón de colonización intercelular.

La infección interesa al estoma, con crecimiento

en las camaras subestomaticas. Por ej.: ELthgggtignsis y
xendüfito del patrün L (eheltecueta?>s en ¿ginecicabse

flamlgsunis; y endofito E en 1

Las coloraciones que dieron mejor resultado para

este patrón intercelular fueron trypan blue y chlorazol

black E,.con el endofíto tenido de azul o negra respectiva­

mente.
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Patrón de colonización intracelular

Interesa a una célula epidermica:

a) fundamental: representada pür las enddfitos

Staqondspora en J.imbricatus var.chamissonis, y endufito del

tipo D en limiccgcsaualus­

b) células subsidiarias : representada por el tipo

F en QJEÁSEESÉQDÉLHÉ­

La cclaración para este patrón fue fucsina ácida”

verde de malaquita. El enddfitu aparece de culdr verde
clara.

Según Carroll (1986) los enddfitos se compartan
cama simbiontes mutualistas si reunen determinadas

caracteristicas (ver pag 11).

En el casa de J.imbricatus var.chamissunis,

t1_ggqtignsis parece reunir estos requisitos dado que:

l) su desarrüllü es intercelular, nd habiénddse
übservado células necrüticas ü dañadas, ni penetración en

las células del parénquima; E) su trasmisión es de tipa

lateral, es decir a través de esporas que se prupagan par el

vientü a el agua; 3) aparece cen alta frecuencia cun

respecta a las demas endofitos y A) produce infecciünes

lucalizadas, en gran cantidad y distribuidas unifurmemente

par tada la planta. Tambienel endafito del tipo E en
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se comporta en Forma similar pero con

frecuencia menor.

F'cn'" otra parte, 6.:,_=—'1._1._t._:!:_111s.:..=1

presenta con alta fïecuencia eny en esccmsider'adapm
Ü’Dünnel y Dickinson (1980), camu hungü epifito. Nuestras

experiencias en el estudie de 10s endofites en ütros

vegetales, nos sugiere que esta especie pudria campurtarse

cama endufitü, ubicánduse en las camaras subestümáticas,

emitiendü desde alli hifas hacia los espacios intercelulares
del parenquima, y establecieudü una intima relación cen el

haspedante.

En las patrones de colünizaciún intracelulares

(endofitos como 5tagggggpgga e endofitü del tipa D) la

presencia de papilas indicaria una reacción del hospedante a

la presencia del endufitu, prübablemente para evitar e]

progreso de la hifa infectante (Smith, 1900). La presencia

de apresurios, celulas madres haustoriales? y haustorios?

sugiere una relaciün de estos hungüs con formas patugénicas.

Sin embargü, 1a presencia de estos endofitos nu

pruvuca dafiüs en hospedante, su trasmisión es lateral y la

infecciün está uniformementedistribuida, aunque cun baja

frecuencia; su patrón de infección es semejante al de

BJpaggegi, endüfitü del abetü Düugias (Stüne, 1987). De

acuerde a QEtWScaracteristicas, estes endüfitos reunirian

los requisitüs de los simbimntesmutualistas.
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En estos casos podemos considerar que existen

rasgos patogenicos, pero restringidos a una única célula

hospedante, con formación de UMH,CHy con necrosis de la

celula infectada. Estos aspectos de la estrategia endofïtica
mostrarian 1a conexión de estos hongos con sus antecesores

patógenicos.

Los resultados obtenidos indican que los

hospedantes perennes estan estrechamente asociados con

endoTitos, cuyas caracteristicas de colonización,
frecuencias, distribución de 1a infección y formas de

dispersión, sugieren un comportamiento como simbiontes
mutualistas.

Por el contrario, en el junco anual el gran numero

de especies endofiticas, su diversidad y sus bajas

frecuencias, sugieren que se trata de organismos

transitorios u oprotunistas.

La comprobación de la relación entre los

hospedantes perennes y sus endofitos, hace probable la

hipótesis planteada, es decir, que el hospedante perenne
participaria de esta asociación con el Tin de aumentar su

capacidad de respuesta frente a los cambios del ambiente.

Cuales podrian ser estos beneficios?: contribución

al mejor crecimiento y desaïlollo de la planta? antagonismo

hacia patógenos? resistencia al ataque de los herbivoros?

Dilucidar estas preguntas requiere un estudio

posterior de las interacciones hospedante-endofito­
herbivoro.



Lámina VI
Patrón A

H Infección de un estoma por una espora
tztubo germinativo (lOOOx)

2.Células del endofito dentro de la cá­
mara subestomática (e)

3.Endofito alojado en la cámara subesto­
mática (lOOOx)
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Lamina VÏ (cont.)
Patron A

4.Desarrollo hifal entre las células del mesófilo

e.células del endpfito en la cámara subestomática
h.hifas entre las células del parénquima (lOOOx)

5.Cámarasubestomática con micelio endofítico
h.hifAs entre las células del mesófilo

Patron B de colonización

6.Endofito dentro de una célula epidérmica
0.orificio de penetración de formaestrellada
e.hifa endofítica
p.papila
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Lámina VI (con¿.)
Patron B

7.célula infectada con el endofito (lOOOx)
,8.Dibujo del estadio anterior

v.vesícula
e.hifa endofítica

Patrón C

9.Hifas en el interior de la cámanasubestomática
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Lámina VII

Patrón D de colonización

.l.Tubo germinativo con apresorio
a.apresorio
0.orificio de penetración

2.Endofito en el interior de una célula epidérmica
v.vesícula
e.hifa endofítica en desarrollo

3.Endofit0 ocupando la célula epidérmica
c.canal de penetración
v.vesícula

4.Fobo correspondignte al estadio anterior (600x)
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Lánina VII (cont.)
Patrón D

S.endofito intracelular
v.veeícula |

c.canal de penetración
CMH.Célulamadre haustorial
CH.cuello haustorial

6.DeLalle de CMHy CU (lOOOx)

7.0tro ejemplo donde la conexión se establece
con una célula fundamental

Patrón E

8-9.Espora bicelular en germinación
a.apresorio sobre el osÉíolo del estoma

(lOOOx)
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Lánina VII (cont.)
Patrón E

10.Hifa penetrando el ostíolo del estoma
11.Crecímienbode la; hifas entre las células

mesófilo

12.Dibujo de los estadios 10 y lll.

Patrón F.

13.Endofito en el interior de una Célula subsidiaria
c.canal de penetración
e.hifa endofítica
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UÑPITULÜ III

ENDÜFITÜS EN LA RESISTENCIA DE LHS PLANTAS A LOS

PATÜGENÜS FUNGICÜS

(en Eucalyptus viminalis)

Puede decirse que dos organismos interactúan

cuando la presencia de uno afecta de alguna manera la

performance del otro. Estas interacciones son comunesentre

los hongos a causa de su tipico cuerpo vegetativo y de la

versatilidad que poseen para crecer y reproducirse (Rayner y

Webber, 1984).

Las interacciones inter e intraespecïficas que
ocurren entre los micelios que colonizan un sustrato

determinado (ramas, madera) permite identificar individuos

dentro de las poblaciones y conocer 1a estructura de la

comunidad füngica (Boddy y Rayner, 1982; Eoddy et a1. 1985;

Rayner y Todd, 1979).

También estas interacciones proporcionan

información sobre las características füngicas que permiten

utilizar a las especies como control de pestes en

condiciones naturales (Shidmore y Dickinson, 19?ó).
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Los ejemplos inequivocos de antagonismos entre

endofitos y otros microorganismos son pocos. Uno de ellos 1o

constituyen las especies de Egguggggmign5p.. c

(patógeno) no fructifica en presencia de ELQQQLQÉLJQ

(endofito), por lo que aquél es controlado en su

reproducción y diseminación por la presencia del segundo,

que evita asi 1a infección por el patógeno de los árboles

jóvenes sanos(Carroll, 1988).

go¿rggu1algq, por otra parte, es antagonista de

muchos patógenos de pastos (White y Cole, 1985). Filtrados
de cultivos de este endofito inhiben "in vitro" el

crecimiento de patógenos tales comoNigrospora sphaerica,

Periconia sorghina y Rhizoctonia cerealis.

Siegel et al. (1985) encuentran :asos de

antibiosis en cultivos de los endofitos fi.lolii , Acremonium

sp - .- E‘bialgunas: sp - xv ÉÏ_9..Ï.3.YI?.D_:¿IJ.L'=_\centra un EJ""-‘F”—" c

patógenos vegetales y hongos saprofiticos. La actividad

antifüngica en esos casos dependía del aislamiento.

En este trabajo se ensayara 1a interacción entre

endofitos y hongos del filoplano de E¿yimipalig , como
. , . . rpatógenos potenc1a1es. H modo de comparac1ón tambien se

estudiarán las interaciones de los epífitoe entre sí y de
los endofitos entre sí (Faifer y Bertoni, 1988).
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Las interacc1ones fueron estudiadas "in Vitro”,

sobre medio de amar emtracto de malta (ME) a temperatura

ambiente (18*87 nC) y luz continua. Se estudiaron la?

siguientes posibilidades: a) endofitos vs" endofitos, b)

endotitos vs. epifitos y c) epifitos vs. epifitos. Iodas las
especies analizadas fueron aisladas durante el trabajo de 1a

filosfera de ÉLszinatis por Cabral (IWHE). De este mismo

trabajo surge 1a c1a51ficacion de las especies utilixndas
endotítas.como epirítae C

Las especies fueron: comoepífitos, Alternaria

alternata (Fr.) Keisserg pladosporíum cladosporioides (Frez)
de Vries, Epicoccum purpurascens Enhreb. (como E.niqrum,

Gabra1,19flfl) y Nirros iora orvzae (Herk.& Hr.)Petch. Como

endofilos: Eoccomyces martiniae Hansf., coniothïrium sp.,

Macrophomasmilacina (Herk.) Herlese & Voql. y Eoellneria

euca .lvp t 1 'Zl-JM'lr.. ) ¡Ju-.va ..

Se utilizaron dos metodos para la interaccc1oïn

a)interaccion de colonias y b) lest de celofán. Cuadrados de

9 mm'2extraídos de una colonia en crecimiento activo,l fueuon
utilizados comoinoculos.

a) Interaccion de colonias. E1 enfrentamiento

entre los micelios se realizo en cajas de Petri de H cm de

dian., donde los inoculos se sembraron a una distanc1a de o

cm si el rango de crecimiento de los mismos cra rapido, y a

una distancia de 3 cm cuando eran de crecimiento lento. Si

entre los dos existia diferencia en el tipo de crecimiento,

primero se sembraba el de crecimiento mas lento hasta que la

colonia tuviese ¿“a cm, y luego el segundo, de crecimiento

repido (Hoddyet al. 1985).
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Para cada enfrentamiento se realizaron tres cajas,

con una caja control para cada hongo,y las .xperiencias se

repitieron tres veces.

La inhibición fue evaluada comoel porcentaje de

inhibición del crecimiento radial.

ICR: (r1-rE)/r2 H 100

donde ICR: inhibición del crecimiento radial de la

colonia

r1: radio en mm de 1a colonia sobre el lado no

enfrentado.

r8 radio de 1a misma colonia sobre el lado

enfrentado (Fokkema,1973; Rai y Singh, 1980;

Melgarejo et a1., 1985).

El crecimiento fue medido a 1o largo de una línea

imaginaria que une el centro de los dos inoculos (Morris y

Dickinson, 1981), cada dos dias, y en cada caso se construyo

una curva del crecimiento radial en funcion del tiempo

(LamHVIII,1).

También se consideraron los cambios morfológicos

de las colonias o tipos de reaccion: colonia rodeando o

superponiendose a la otra; crecimiento entremezclado;

cambios en 1a forma y color de las colonias; densidad del

micelio aereo y formacion de pigmentos; ancho de la zona de



Lámina VIII

1.Crecimient0 de M.smilacina según el método de
interacción de colonias

2.Crecimiento de M.smilacina comohongo pasivo, según el
Lésb de cclofán (E.purpurascens como hongo acLivo)

3-7.Diagrumas de crecimiento de los hongos cufranudus
(métodode interacción de colonias)’
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inhibición (d) (Porter, 1924; Purkayastha y Bhattacharyya,

1988; Morris y Dickinson, 1981; Rayner y Todd, 1979;

Skidmore y Dickinson, 1976).

b) Test de celofan. Los efectos de los metabolitos

sobre el crecimiento fue estudiado según el metodo de Gibbs

(Gibbs, 1967). Se inocularon centralmente cajas de Petri

conteniendo celofán sobre medio de extracto de malta , con

uno de los hongos a analizar, llamado "activo" (Skidmore y

Dickinson, 1976). Una vez que la colonia ha alcanzado un

diametro de Bwhcm, se marca el limite de crecimiento (zona

A) y se retira el celofan con 1a colonia fúngica. Se siembra

entonces, el segundo hongo denominado "pasivo", en el centro

de 1a zona A.

Todos los hongos analizados fueron estudiados

tanto en su condicion de activos como de pasivos.

A.a1ternata., C.c1adosporiodes y QggigtbygigL sp. fueron

incubados por periodos cortos, ya que sus hifas penetraban

el celofan, interfiriendo en 1a experiencia (Skidmore

Dickinson, 1976). Se hicieron cajas control para cada uno de

las especies (Lám.IX,3-4)

Con el fin de comparar numericamente la capacidad
antagonista de las diferentes especies, se penso en utilizar
el porcentaje de inhibición sobre el celofán (ICRcf)

utilizando la formula de Fokkema (1973) reemplazando r1 por

r.= (radio de 1a colonia control) y el radio re por rn (radio

de la colonia pasiva):



ICRcf:rc-rp/ rc x 100

También se calculo el valor de ICHcf en el punto H

(Lam.VIII,E) cuando 1a inhibición del radio rp era mayor
alli.

Reeulteá1s

Se establecieron 5 tipos o grados de reaccion,

sobre la base de la morfología y crecimiento de los

distintos pares de hongos. En cada caso se esquematizo el

crecimiento del radio enfrentado y el ancho de la zona de

inhibición (Lam.VIII,3 a 7 , Norris y Dickinson, 1?81). Los

grados considerados fueron (tabla 9):

D1) crecimiento de las colonias hasta tomar

contacto en una linea recta, y micelio entremezclado en 1a

linea de interacción (Lam.VIII,3).

DE) crecimiento de una colonia rodeando a la otra,

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

DB)crecimiento de una colonia rodeando a la otra

sin contacto entre las hifas y dí Emm(Lam.VIII,5)

D4) inhibicion mútua a una distancia i E mmcon

una linea recta de interacción entre las colonias

(Lam.VIII,ó)



Tabïa9
.D]

A.a1ternata.vs. E.purpurascens A.a1ternata;vs. M.smilacina M.smi1ac1navs. E.purpurascens

Dz

C.martiniaevs. E.purpurascens M.sm11acinavs. Coniothyriumsp. M.smi1ac1navs. C.c1adosporioides A.a1ternatavs. C.c1adosporioides N.oryzaevs. C.c1adosporioides E.purpurascensvs. C.c1adosporioides A.a1ternatavs. N.oryzae

l’3

E.purpurascens vs.N.oryzae A.a1ternata'vs. C.martiniae A.a1ternatavs. Coniothyriumsp. A.alternatavs. Z.euca1ypti C.martiniaevs. Z.euca1ypti Z.euca1yptivs. E.purpurascens C.martiníaevs. Coniothyriumsp.

:Tiposdereacciónpara103distintosparesdehongos

D4

Z.euca1yptivs. Coniothyriumsp.

Ds

M.smi]acinavs. C.martiniae
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DS) inhibición unilateral a una distancia F 2 mm

(Lam.VIII,7).

Los hongos epifilos muestran reacción de tipo D1 a

DE, mientras que los endofilos tienen tipos de reacción DBa
D5.

Por otra parte, en la tabla 10 se muestran los

resultados de interacción para cada especie de acuerdo al

métodode interacción de colonias (ICR), al test de celofan

(ICHcf), a la zona de inhibición (d) y al grado de reacción

(D). Podemosobservar B juegos de interacción, donde en cada

uno se detalla la lista de hongos analizados y los valores

correspondientes de ICR, ICRcf, d y D hallados para todos

ellos en su confrontación con el primero.

Nosotros consideramos que existe antagonismo

cuando se observan altos valores de aquellos indices. El

hongo que produce la inhibición, es considerado antagonista

y el que es inhibido,como sensible.

Por comparación de todos los resultados obtenidos

podemos caracterizar el comportamiento antagonista o

sensible de cada hongo.

A.a1ternata.

Tiene comportamiento antagonista contra

¿¿Qggpgggstegs pero no contra otros hongos del filoplano.
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Tabla 10 :Resultados de la interacción según el test de ce­
lofán (ICRCf) e interacción de colonias (ICR,D,d)

ICR(%) ICR (%) dhmn) Dcf
1)A.alternata

E.purpurascens 62.5‘ 18 (27.2) 0 1
C.c1adosporioides 30.2 10 (16.6) 0 2
N.oryzae 46.2 27.9 0 2
M.smi]acina 30.6 14 0 1
Coniothyrium sp. 13 18.7 1 3
Z.euca1_th1' 32.1 6.6 1 3
C.martiniae 23.5 20.4 2 3

2)C.cladosporioides
A.a1ternata 16.6 12.4 0 2
E.purpurascens 46.3 10.8 0 2
N.oryzae 35 37.8 0 2
M.sm11acina 42.5 64.9* 0 2

3)E.purpurascens
N.or_yzae 38.7 23.1(79.3)-* 0.7 3
C.c1adosporioides 47.3 8.1(45.5) 0 2
A.a1ternata 46.2 16.8 0 1
C.martíniae 28 5.2(36.2) 0 2
Z.euca1ypti 29.1 21.9 1 3
M.sm11acina 50.3* 15.5(73.7)* 0 1

4)N.oryzae
A.a1ternata 46.4 7.4(25) 0 "
E.purpurascens 55* 14.5 0.7 3
C.c1adosporioides 30.7 1.8 0 2

5)H.smjlacina .
A.a1ternata 35.4 15.8' 0 1
C.c1adosporioides 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



6)C.martiniae
A.a1ternata
E.purpurascens
M.smiïacina
Z.eucalypti
Coniothyrium sp.

7)Con10thyríum sp.
A.a]ternata
Z.euca1ypti
M.smilacina
C.martiniae

8)Z.eucalypti
E.purpurascens
A.a1ternata
C.martiniae
Coniothyrium sp.

ICR

20
53.7‘
26.5
43.3*
52

48.7*
53.5*
21.7
35

57.1‘
50 *

32.4
28.8

* indica aïta senáibiïiaad

Icacf

30.7(36.5)
48.5(71.3)*
41.2
24.6

26.2
34.7
35.3

4.8(10.1)
10.5
26.5
1.1(12.1)

II­
1*
0.7
1.5

“(901.7903

uma-u

bum“

() Ios números entre paréntesis indican los vaiores de ICRC
en el punto B (Fig.2).
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Por otra parte, resulto sensitivo respecto a ciertos

endofitos (QQLÁQÉDÏEÉQQsp.fl E.euca1ypti y C.martiniae).

alggrngja es un hongo del filoplano, de alta

frecuencia y exhibe minimas variaciones estacionales de su

frecuencia. Penetra en la hoja en los estados maduros y

senescentes (Uabral, lWBB).

Como señalamos anteriormente (ver pág.80),

a¿glggggaga podria comportarse comoendofito, ubicándose en

las cámaras subestomáticas, e impidiendo desde alli el

ingreso de patógenos.

C.Cladosporioides

a otrosNomuestra efectcs significativos respecto

hongos del filoplano pero fue antagonista respecto de

flhsmiiaqina cuando se utilizo el test de celofan, pero en el

enfrentamiento con este último resulto sensitivo, tal ve:

debido a1 rapido crecimiento de F smiiagina.

C.c1adosporioides fue registrado por Cabral (1985)
comohongo epifilo, con frecuencias de infeccion similares a

las de j especie de otohoninvierno y

similarmente a ingtesa en la hoja cuando esta
comienza El EE‘CC-H'ESE..

De acuerdo con Uiuonnell y Dickinson (1980) ambos

hongos pueden ser colonialistas inicialesn capaces de
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invadir hojas vivas, previo a 1a senescencia de las mismas .

Probablemente esta sea una estrategia para protegerse de las

condiciones ambientales (Riesen, 1985).

E. .Ll9.E!.‘:.FL!-1‘Ï_€‘.‘_5_EELÉI'5..

Resultó antagonista de N.ory2ae, M.smi1acina y

sensible respecto de A.a1ternata, Cnmartiniae y E.euca1ypti.

EJQggggggggggges un hongo del filoplano y se

presenta con baja frecuencia, comportandose comouna especie

otoiiminvernal (Cabral, 1985)

Nagrïsaa

Es antagonista de Ehggggggasgens, pero sensitiva

(ICRc, 79.3) respecto de ésta cuando crece separadamente. No

hubo resultados significativos con respecto a BJÉAEÉEDÉÉÉy

C.c1adosporioides.

N,g[xzae es una especie del filoplano, tropical

(Hudson:l 1968) y sobre g¿zimlnalis es esporádica y de baja

frecuencia (Cabral, 1985). Por esto último, 1a probabilidad

de competencia con otros epifilos es baja.

LLÉMLLÉELfil

Tiene efectos antagonistas con respecto a

C.c1adosporioides y es sensitiva respecto de C.martiniae y
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flLsmllaglna es un hongo endofito,l pero también se

aislo de filoplano. Tal vez su alto rango de crecimiento ,le

permita crecer en el filoplano y dentro de 1a hoja,

independientemente de su sensibilidad a hongos epifilos

(como E¿Qgggg[agggng y C.c1adosporioides) y endofilos

(C.martiniae).

Es antagonista de A.a1ternata y ELQgEQ¿gasggls,

M.smi1acina, Coniothyrium 5p., pero menos de Z

Junto con CorLoguzriut sp. son las especies

endofiticas de mayorfrecuencia sobre Einminalis.

QQDÁQEDXTiUm Ep.

Resulto antagonista de A.a1ternata y Z.eucalypti,

y sensitivo respecto de

ïgnlggnygiur sp. es una especie típicamente

estival, mientras que QLmagtigiag es una especie otofiow
invernal. Estas diferencias estacionales reducen 1a

probabilidad de competencia entre ellas (Cabral, 1985).

¿esesslzati

Fue antagonista de hongos epifilos y sensitiva

respecto de los endofitos. Es un hongo endofitoH de baja

frecuencia y se presenta en otoño-invierno, cuando las

condiciones de temperatura le son mas favorables (Cabral y
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Bertoni, 1984). Su baja frecuencia puede ser el resultado de

su sensibilidad a otro endofitos (C.martiniae y Coniothyrium
sp.).

:ayner y Todd (1979) consideran que las

interacciones que ecurren en la naturalexa pueden ser

interpretados satisfactoriamente en terminos de interaCCidn
directa entre diferentes micelios, aunque reconocen que

.Histen diferencias fisicas entre el micelio fdngico que
crece en la naturaleza y en cultivo, donde un crecimiento

denso, mostraria antagonismo entre hifas, mientras que en la

naturaleza puede ser mas difuso y el antagonismo menos

evidente. Por otra, la difusion de metabolitos solubles
sería mayor en el agar.

Dickinson y Skidmore (1976), trabajando con

ggpjggig_yggggumy otros hongos del filoplano, mostraron que
el resultado de la interacción era mas marcado sobre celofan

que sobre hojas. Esto podria explicarse si el celofan aporta
materiales nutritivos (Skidmore y Dickinson, 1976) o si

previene 1a ditusion de sustancias a través de el (Cercos,
com.per.)

Cuando el hongo pasivo crece pobremente, uno

podria suponer que el hongo activo produjo sustancias

antibioticas. Sin embargo, tal comportamiento también puede
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deberse a1 empobrecimiento de los nutrientes en el medio por

el hongo activo, o porque el pH se hace desfavorable para el

crecimiento del hongo pasivo (Shidmore y Dickinson, 1976).

Hoddyet a1 (1985) sugieren que existe un balance

delicado dentro de las comunidades donde, si las condiciones

del microambiente cambian, se altera 1a capacidad

competitiva de un hongo respecto de otro.

En nuestro caso, 1a interacción entre hongos

superficiales indica debil antagonismo entre ellos,
coexistiendo en el filoplano sin interferencia pronunciada
entre sus hifas, y tolerando el desarrollo de las especies
adyacentes (Skidmore y Dickinson, 1976).

Entre los endofitos, las especies de alta

frecuencia tienen efectos antagonistas respecto de las de

baja frecuencia y, de este modo, transforman el interior de

la hoja en un habitat poco adecuado para ellas.

Podemos observar que los pares de hongos donde uno

o ambos son endofitos (tabla Q) muestran tipos de reaccion

D3 a DE, mientras que los pares integrados por m¿gmilagipa

(integrante también del filoplano) y hongos epifilos

muestran tipos 'de reaccion D1 y DE. Esto sugiere que 1a

exclusión de los epifilos del interior de 1a hoja puede

deberse a1 antagonismo de los endofitos.
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Los endofitos pueden ser antagonistas de

patógenos, retardando o inhibiendo su crecimiento (White y

Cole, 1985) o cuando ellos no presentan antagonismo directo

podrian inducir en el hospedante la produccidn de sustancias

especificas que incrementan la resistencia del mismo(Siegel

et al., 1985). En este sentido Mansfield et al.(1975)

sostiene que la penetracion füngica en la epidermis es un

prerequisito para la produccion de fitoalexinas, que podrían

restringir el crecimiento fungico dentro de la hoja.

E¿gblgggg (endofito del olmo) tiene un efecto

sustancial como competidor sobre el patógeno Q,¿lmi, y no

solo excluye a Q¿ulmi, sino que es un depresor del

desarrollo de la poblacion de VJ¡n¡o p-í ¡wE un sp. (Webber y

Hedger, 1986) y puede ser considerado como parte del

mecanismnode control biológico natural para el coledptero

(Webber, 1981).

Por otra parte, la interacción interespecífica
entre hongos es util potencialmente para comprender el

desarrollo de la comunidad. Las colonias füngicas que crecen
en proximidad pueden inducir entre ellas cambios tales como,

estimulacion, alteraciones morfológicas y grado de

inhibición, que determinariah competencia, modelos de

colonizacion y estructura de la comunidad (Skidmore y

Dickinson, 1976).
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Teniendo en cuenta los resultados experimentales, y

considerando que la interaccion en la naturaleza puede ser

comprendida examinando las comunidades unidades (Cooke y

Rayner, 1984), podemos bosquejar un modelo de interacción de

tres especies ( Culver, 1981).

Este modelo que se propone estaria ejemplificado

par las especies m smilssins (Hs), Esmerjiniee (Cm) y

Qggi¿tnx[ium sp.(C), que coexisten entre si en la hoja, y

constituyen las especies principales del patron de comunidad
unidad Pa(tabla 7).

Según la tabla 9 los grados de reaccion de las

interacciones entre las especies consideradas varian entre

DE, D3 y D5.

Ms

En el esquema anterior, la flecha indica el

sentido antagonista de las especies según el resultado de la
tabla 10.

En los análisis de interacción de dos especies

hallamos que Esmel'ilülfls afecta a LL-ÉE‘ÁÁÉÉÁDÉ‘y en

consecuencia esta debería decrecer cuando aumenta la

primera. Ejemplo de este tipo de relacion puede observarse
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en el patron P3 (tabla 7) donde Cmes especie principal y Ms

es especie secundaria.

En el caso que interactúan las tres especies,

cuando Cmaumenta, Ms puede disminuir, aumentar o permanecer

igual, dependiendo de 1a relacion entre Hs y C. En

consecuencia Cm puede afectar a Ms en dos formas: a) efecto

negativo directo de Cmsobre 1a abundancia de Ms, b) efecto

positivo indirecto de Cm sobre Ms, como consecuencia del

efecto negativo de Cm sobre C. Es decir, Cm reduce 1a

abundancia de loe competidores de Me y este ultimo puede

aumentar. Para probar estos modelos uno tendria que generar

una perturbación y observar el retorno hacia el equilibrio
de la microcomunidad.



Lámina 1X

1.1nLeracción de colonias entre E.purpurascens y

C.cladosporioides (DZ)
2.1nteracción de colonias entre M.smilacina y

C.martiniae (D5)
3.Crecimiento de C.martiniae en la caja control

según el test de celofán
4.Crecimjento de C.martiniac comohongo pasivo

(A.alLernata como hongo acLivo).
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Lámina IX
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CAPITULO IV

ENDÜFITÜS EN LA RESISTENCIA DE LAS PLANTAS A LOS

HERBIVÜRÜB

Parte I:en Haccharis coridifolia

E1 mío-mio o romerillo (Baccharis coridifolia D.C)

es un arbusto (1am.X, Burhart,1974) conocido como toxico

para diversos tipos de ganado (bovino, equino, ovino). Se

extiende desde el sur de Brasil, Mesopotamia, centro y norte

argentino hasta Rio Negro.

En las zonas endémicas el ganado conoce 1a planta

y no 1a ingiere, pero si son trasladados de region 1a

ingiere y mueren.

Murray (1868) es el primer investigador que

mencionaestas caracteristicas de 1a planta, pero sdlo en la

segunda decada de este siglo, Flores y Houssay (1917)

experimentaron la toxicidad con una amplia gama de animales.

Arreguine (1916) describe una técnica de extraccion y

purificación de las sustancias tóxicas, hasta un producto

que presentaba una toxicidad constante.

En 1976 y 1977 Hupchan y colaboradores, aíslan de

E¿Jgggg¿tamiga tricotecenos macrociclicos antileucémicos,
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Lámina X

Comlunsms

r Ifurrhurís mridífulía l)C.: a. tnlln florífero mnmmlíno; b. pluuul femeninn; c, cnpítuln mus­
culiuo; d, flur musculum; r, uuu-rn; f, estigma du lu flor mnsculinn; g. cnpítulo l'elncninu; h, flur femuuinn;
i, culigmu (le lu flor femeninu; j, uqmruiu, pupus cortado.
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baccharinoides: baccharina, isobaccharina, baccharinol e
isobaccharinol.

En 1981 Jarvis et al., demuestran que las plantas

de fi¿megapgjgmgga mantenidas en invernaderos y alimentadas

con roridina A de origen füngico, a traves de las raíces,

traslocaban rapidamente esta toxina hacia las hojas, donde
eran transformadas en baccharinoide 37.

roridinas >.baccharinoides Hs

Por otra parte Husamy Habermehl (l989) analizando

plantas de g. tu: 1.21.1.._ procedentes de Brasil, aíslan e
identifican roridinas A y E, y atribuyen a estos compuestos

1a alta toxicidad que presenta 1a planta. Nas tarde

Habermehl y Busam (198%) y Habarmehl et al (1985) encuentran

otras toxinas: miotoxinas H,B,C,D, e isoD.

Lo sorprendente de estos resultados reside en el

hecho de que tanto las roridinas comosus derivados, los

baccharinoicles:l pertenecen a1 grupo de los tricotecenos

macrocíclicos,I micotoxinas producidas únicamente por hongos

de los géneros Mvrothecium. Stachybotrys. Cvlindrocarpon y

Verticimonosporium (Jarvis et a1.1985, Ueno, 1983).

El hallazgo de baccharinoides y roridinas en

plantas de Egggbaggg que no presentaban signos de

contaminacion füngica, inicio una serie de investigaciones a

fin de conocer el origen de estas toxinas"
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Los resultados de la experiencia en

_¿mggg9gjgmlga,que sintetizaba baccharinoides a partir de

roridinas exogenas, sugirió la existencia de una asociacion
estrecha entre plantas de gaggparis y hongos productores de
tricotecenos.

En un principio se penso que estos hongos,

presentes en el suelo o rizosfera de la planta, producirian

las toxinas que luego serian absorbidas por las plantas para

acumularlas (caso de l gorigifglia) o transformarlas en

baccharinoides (caso de g

El analisis de suelo cercano a las plantas,

mostraba la existencia de toxinas y presencia de cepas

füngicas cc'mc' Qzlinclusseïasu y fixlïgatuesism- Pero estas

hongos en cultivo no eran capaces de producir la toxina

(Jarvis, 1986). Por otra parte estos aislamientos solo

constituían el 1%del total de cepas füngicas aisladas

(Jarvis et al,l 1987). Ningunode los resultados obtenidos

aseguraba sin lugar a dudas, que esta era en última
instancia 1a fuente de micotoxinas.

Estudios mas recientes (Jarvis et a1., en prensa)

sostienen la hipótesis de la sintesis de novo por las

plantas de B¿gg[igifolia, que habria adquirido
evolutivamente genes productores de las toxinas, originarios

de Mzrgtnegigm. Este origen parece dudoso, en razon de que

los genes que codifican la sintesis de tricotecenos,l estan
dispersos en varios cromosomas(Jarvis et al, en prensa), y
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es dificil imaginar como pudo ocurrir 1a transferencia de
todos ellos.

Nosotros postulamos que no habría sintesis de novo

por 1a planta, sino que endofitos presentes en gaggbgrgg,

serian los responsables de la sintesis de las toxinas. Como

primer paso de esta hipótesis intentamos demostrar la

exietencia de endofitos en g¿gg[¿gifglia, y en segundo lugar

comprobar 1a presencia de tricotecenos macroclclicos en las

plantas y su produccion por endofitos de Enggldifglia.

1) Presencia de endofitos

Materiales y Metodos

El relevamiento de los endofitos fue realizado

sobre tres poblaciones de B¿gg[¿gifglga. Dos de ellae

ubicadas en la provincia de Entre Rios, departamento de

Gualeguaychu, una en el camino al Ñandubaysal y la otra en

campo Haggio, en Urquiza oeste a pocos km de la ruta 14.

Ambossitios distantes entre si aproximadamente EÜ km.

La tercera poblacion se ubica en Magdalena,

provincia de Buenos Aires.

Los muestreos se realizaron en marLo de 1987 y

mayo de 1988 para las dos primeras poblaciones, y en marzo

de 1988 para la tercera. De cada poblacion se muestrearon 10

p1antas,_que se diferenciaron en masculinas y femeninas. Se



llevaron al laboratorio en bolsas plasticas individuales y
se procesaron no mas alla de las 4B hs posteriores a la
recolecccion.

De cada planta se extrajeron al azar 15 hojas, que

se lavaron con agua corriente previamente a la

esterilización. Esta se realizo segun las técnicas
habituales ya mencionadas (pag.66 ). Luego, de cada hoja

esterilizada se extrajo al azar un trozo de 1 mmH 3 mm.

De las mismas plantas se tomaron 5 tallos y de

cada uno se corto al azar tres trozos de 3 mm,que fueron

lavados y esterilizados como se señalo anteriormente. Las

estructuras que mostraron signos visibles de invasion
fungica, fueron desechadas.

Los trozos esterilizados de hoja como de tallo,

pertenecientes a una misma planta, fueron sembrados

separadamente en cajas de Petri con agar-agua al EZ, vI
cultivados en condiciones de temperatura ambiente y luz
diurna.

Periodicamente, durante tres semanas se revisaron

los cultivos, y se aislaron los micelios en tubos con medio
de malta 2%. La identificación de los endofitos aislados se

realizo tanto sobre el aislamiento original, como sobre

subcultivos en mediossintéticos y semisinteticos standards.

En los casos de cepas que no fructificaron estas

condiciones, ee ensayo la irradiación de los cultivos con
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luz ultravioleta cercana y la siembra en medio de agar-agua

al 8% con hojas de Erto dio resultados

positivos en gran numero cepas, aunque otras no

fructificaron con estos metodos y se identificaron como

micelio estéril. Sin embargo, debido a las características
de cultivo pudieron ser identificados comopertenecientes a

una misma especie.

Los resultados fueron registrados comofrecuenmias

(M) de infeccion de cada especie en cada uno de los sitios

muestreados, teniendo en cuenta el numero de veces en que

aparece una especie dada por el número total de submuestras
consideradas.

Resultados

En 1a tabla 11 se volcaron los resultados de la

frecuencias de aislamiento (Z) discriminados por poblacion y

estructura analizada. No se presentan los resultados

obtenidos en plantas masculinas y femeninas por separado

debido a que estos no mostraron diferencias apreciables

entre los dos grupos.

¿nggidifglia esta colonizada por un espectro de
endofitos que puede dividirse en cuatro grupo de especies:

el primero formado por aquéllas con frecuencias altas y

presentes en todos los sitios y estructuras muestreadas,

representado Unicamente por QLaLgeEQata. Un segundo grupo

con frecuencias relativamente bajas pero presentes en todos

115



Tabïa¡1 :Frecuencias(%)de105endofitosendontradosenhoja(H)Yta110(T)deB.cor1d1fo11a

ÑandubaysaïBaggioMagdaïena HTTot.HTTot.HTTot.

A1ternar1aa1ternata35.352.423.8353.348.168.360.265 Mycoshaereïïasp.402.6001.600.9

2.301.56.84.102.4

Phomogsissp.0.6O0.40.611.633.72046 P1eosgorasp.0.600.42.51.9
-P.ca1vescens0.62.71.31.60.9

Ehggg_sp.0.30.60.40.4 C011etrotrichumacutatum0.300.20 C]adoSporiunhtladosporioides0.300.2 Nigrosporasp.0.300.2 Pestaïotiogsissp.00.60.2 Curvulariasp.0.60.2

0.60.2 O0

0

0.60.2 0.65.6

Ceratocnidiumbacchariicicoïum

CD

N
,_.

O

N

o

m

COCO

Cytosporaaff.chrysosgerma

OOOOOOkD

v

.63.9

0.4 0.9 0.5

U10c1adiumsp.

O 0.8 0.8

Myrotheciumstrkmisporium

NN

Dreschlerasp.

mFOOkDOOOOOOOOOLO

OI-OOOOOOOI-v-O

<r

OOOOOOOOOOOW

O

OOOOOW

Miceïioestéri]FR Tota]defrecuencias52.858.737.448.646.56797.998.797.8
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los sitios, aunqueno en todas las estructuras, entre los

que podemos incluir a Ceratopycnidium bacchariicicolum

Í ::- n". . '- _ 11L1"" '.‘ ."u nt _ 'É'. '.¡) ' 'cz'r' r.:".espccie nueva, cescïipCicn Ln c. aan icc , w¿gmogi¿asp.,

ELgmasp. y micelio estéril FH. Es interesante notar que en

el caso de C.bacchariicicolum fué aislado unicamente de las

muestras de hojas. Un tercer grupo incluye a especies que

aparecen regularmente en solo dos de los tres sitios

mUEEtTE¿d05u CÜmÜ 95 El CHSÜ de ElÉQEBQIÉ 50-: ZÁÉQÉQQEQ

calvescens y Mycosphaerella , y un último grupo formado por

especies esporádicas, de baja frecuencia, que comprendeal

resto de las especies aisladas.

E) Presencia de tricotecenos macrociclicos en plantas v

endofitos de l goridiïglia (en colaboracion con la
Dra.E.Varsavsky)

Materiales y Métodos

l) Analisis de las plantas de las poblaciones de

Magdalena (Hs.As.) y Gualeguaychu (E.Rios)

Extraccion: las plantas, incluidas las flores, y
por otra parte'las semillas, fueron machacadasen mortero,

utilizándose para el análisis quimico el metodode Jarvis et
al.41985).

ñ un gramo de la muestra se la extrajo con 5 ml de

metanol en sonicador, durante 10 min. La mezcla se filtro a
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través de? papel CIP filtro (t‘ll'uatman n“ 1) y lucaqcznel 'I'ilbratzlczn

se mvaporo por rotavapor.

El extracto seco se resuspendio en l ml de

diclorometaho y una alícuota de la solución se paso por una

columna de limpieza rellena con 3 cm de silicagel ¿0, usando
diclorometano.

Las toxinas fueron eluídas con B ml de mutano al

5%en diclorometano. Luego de la evaporaciün de la solución"

el extracto seco se resuspendio en 100 ul de diclomcbano.

Analisis por cromatografía en capa delgada álLU):

los extractos obtenidos se sembraron en placa de silicagel
60 con indicador de fluorescencía 254. Se desarrollaron en

cloroTormonacetona (93+?) y las placas fueron observadas

bajo 1L: ultravioleta de 254 nm. Este análisis fué

confirmado por B.B.Jarvis utiliïando la metodologia de HPLC

(cromatografía liquida de alta eficiencia).

II) Analisis de la producción de tricotecenos po\
endofitos

De los endofitos a.'1E»l.':1do'_=,,lcuatro se presentan en

todas lao poblaciones de plantas estudiadas: EJÉlïggpggay

Q¿Qagqhariicicolum, Phomopsis sp. y micelio estéril FH, y

fueron considerados por nosotros como los que tienen mayo.

probabilidad de establecer una relacion mutualista con el
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hospedante. Sobre estos se realizo el analisis de produccion

de tricotecenos macrociclicos, a excepcion de fiLaltgguaga

porque en esta especie es conocida 1a produccion de una gran

variedad de metabolitosn ninguno de los cuales pertenece a1

grupo de los tricotenos macrociclicoe (Ming y ‘Es'chade,l1984).

También se analizó la cepa de uiugtueglum

gijjfijlfiflgfigm, teniendo en cuenta que las eepecíee

|.‘:!._-..I;_;«.:'r:.í.d.1-u.wy.'y' |,'_|.:_t¿_&12.!__1:.l_¿g.eï Em wc'duc'tcn'r'ae- de rm' im mas y

verrucarinas, respectivamente.

Se ensayaron 10 cepas, una de cada una de las

siguientes especies: Ebgmgpggg5p.,Myrothecium striatieporum

y micelio estéril FH, y 7 de QQLÉ¿QQL;ng;um

ga;cbaggggggglum. Estas cepas fueron cultivadas en:

a) medio B (Jarvis et a1.1985)

b) medio de arroz con 75% de agua

c) medio H (Jarvis et a1.1985)

d) medio Yes (sacarosa 15%, extracto de levadura

2%)

Estos Cultivos fueron incubados en condiciones du

luz diurna y temperaturas de 83W85°C(durante B días) y 13°C

(durante EE dias)
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La extraccion se realizo con mehanoluagua (1+1) y

posterior limpieza con haxano. Se evaporo la Fase matanolica

y se redisolvio en dicloromatano.

Analiais en TLC: idem anterior

III) Hioensayo con figjgmig salina

El axtracto Tüngico fué probado para su toxicidad

en Q¿%aiiua. Los crustáceos fueron criados En solucion (1,3%

Cima, lg de borax) durante E dias, y ubicados sobre laa

muestras en las placas de ensayo. A1 cabo de HQ-QBhs. al

porcentaje de mortalidad indico la presencia o ausencia de

toxinas tHarrach, 1988).

Resultados

1) l'-'1l.ll"l(,|l.l('—.‘(ja-“¿mln 1861! se: ccmoce en la t-‘n'gu-ïerrt;ina .l:..1

toxicidad de a5 as plantas hacia al ganado, nunca ambas se

habia rmalizado el anália de la presencia du tricotecmnoa

en material del pais.

Las poblacionaa de Entre Rios y Buenoa üirea,

mogtraron en loa extractoe vegetalea, presencia da rovidinas

A v E, y verrucarinas H y J, tanto por TLC (1am.XI)como po]

HPLC.

E1 analisis de HPLC(iam.HII) mueatra el tiempo de

ratanción y la concuntrac1on relativa de cada una de 1:“



Lámina XI

Foto de la corrida cromatográfica (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 B (RE); extracto de plantas de B.coridi­
Eglia (mm);mm+ st.(de roridinas y verrucarinas);
sb.dc verrucnrinus A (VA) y J (VJ).
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LáminaXI

Tabla 12 Resultados segu TLC y A.sa|ina-7(bíoensayo)

Endofitos _ LC A.sa|ina
,54

Roridinas Verr‘ucar‘in'as

Mzrothecium
striatisgorium 2523

Micelío estéril
FR +

Phomopsis sp. A-E A-J +

2527

C.bacchari¡cicolum

2502 A A' +

2509 A?

251 1

2512 A-E J?

2514 E

2'518

2520



Lámina X11

HPLCde plantas de B.corid¿folia

(grad%ente de hexaqo,C12CH2,isopropanol)
flujo:1,2 ml/min.
columna:5 u Baker

detector de UV 264 nm
cortesía: Dr.B.B.Jarvis
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toxinas. Los tricotecenos que están en mayor concentracion

son roridina E y verrucarina J. En este analisis se detecta

tambien roridina D , de 1a que se conocia su existencia e“

material de flchgidifglia de Brasil (Jarvis, en prensa).

1:1) y III)

Ue los datos de 1a tabla 12, podemos observar que

“¿gqriagigpgïium y m1cmlin Hshüril FH , no “¡oduaun

tr ico liecm'ïos mataroc:ic .|.ic os " i n v i tro " _. aunque .la d 1.t;ima

especie presenta toxicidad en el ensayo con fi¿ggligau

En cambio Ehgmgpsis sp. mostro produccion de

roridinas A y E, y verrucarinas A y J, asi como toxicidad en

el bioensayo.

De las 7 cepas de U.bacchariicico1um, 3 de ellas
dieron resultados ne ativos tanto vara los tricotecwnos como

u F

para el hioensayo" De las restantes, la cepa asma produce

roridinas A y verrucarina H, y toxicidad con

r. EL C' E m. [Í‘cepa 8509 produciría roridmna A, pero el result

seguro. La cepa 8518 produce roridinas A y E, y tal vea

verrucarina J, y la cepa 2514 produce solo roridina E. En la

placa de [LC de la lamina XI se observa 1a corrida

cromatografica de las toxinas de las cepas 2512 y 2514.

1) Aislamiento de los endofitos
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De 1a observacion de estos resultados surge que,

con excepcion de QLÉLEÉLQÉ¿Q,el resto de las especies

aisladas, a pesar de comportarse como ubícuotas sobre 1a

planta, fueron aisladas con frecuencias bajas. Ello puede

ser el resultado de una baja colonización del hospedante, o

de un enmascaramiento debido a la presencia de A

en la muestra.

Deellos Alternaria alternate, C.bacchariicico1um,
Eugmggúgssp, y micelio estéril FR, y en menor grado

ELQQÉQQLÉsp. y Bagua sp. cumplen con algunas de las

caracteristicas mencionadas por Carroll (lqüó) sobre los

endofitos mutualistas. Es decira se encuentran siempre

presentes en la planta, no parecen afectar mayormente al

hospedante, ya que las hojas y tallos analizados Tuevon

seleccionados entre los que no presentaban ningún tipo de

maniTestacion visible de infeccion, y por último, tanto

Ehomppsig sp. como Egggggggg ap son reconocidos endofitos

ubicuotas de comportamiento mutualista (Petrini, 1986;
Carroll, 1986).

De 135 Otras dÜE ÜEPECiESs ELQÉEEüsïllglEQLHm EE

un nuevo taxon (Bertoni y Uabïal, 1989), y micelio estéril

FR no ha podido ser identificado debido a 1a falta de
estructuras fértiles.

uonociendo la relacion que existe entre endofitus

mutualistas y la produccion por ellos de toxinas contsa
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herbivaïús, decidimus utilizar estas especies para lus
ensayos de prüducción de tricutecenüs macrocíclicus.

E) Analisis de la presencia de tricutecenos
macruciclicos

Las especies miceiiü esteril FR y mLs¿Lia¿isngium

nu prnducen tricutecenüs macrncíclicus "in vitru". En cambia

Engmjpgig sp. y las cepas 2502, .512 y 8514 de

Jam, producen roridinas A v E y verrucarinasI

PuyJ.

Pur otra parte, las extractüs de las plantas

también muestran la paeseucia de estas ruridinas y

verrucarinas, a las cuales se atribuye 1a tüxicidad que

presenta g¿ggr;glfgiia (Husamet a1.,1988).

ñ partir de estüs resultadüs, parece lógico

supüner que el origen de las taxinas que se hallan en

1giqifiïLia, se debe a 1a producción de las mismas pan

endafitos füngicos tales como Ean-gsis sp. y
Piaggbaxiisisglgm ­

Estas das especies pasarían asi a integrar el

grupü de las hüngos pruductures de tricutecenüs

macrücíclicus, junto a las géneros: uïgggügggcm,

Verticimunüsporium, Cylindrücarpun y Stachybütrys.
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El hallazgü de Pbgmgggig sp. y de

C.bacchariicicolum, camu endofitüs, y camu pruductores de

Faridinas y verrucarinas, confirmaria nuestra hipótesis
inicial sabre:

1) la existencia de endofitos en B.c0ridif01ia

E) 1a prüducción por endofitos de tríCüteCfinUE
macruuicliuús

Esta es el primer resultado pusitivu en las

investigaciünes llevadas a uabü hasta el mumentü,acerca del

posible ürigen de las tricutecenus macrucïclicas,

respünsables de la tumicídad de g¿g¿[ggifgllg para e]

ganadu.

Pur otra parte, la producción de estas tüxinas por

endofitús en simbiasis mutualista cun el hüspedante, es

otro ejemplo del papel de estas organismos en la resistencia

del hüspedante a los herbivnrüs.
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EENLJLÉE

Ueratopvcnidium bacchariiciculum Bertoni & Cabral

¿en prensa).

Colonia en agar agua y trozos de ¿Leguigifig¿¿g, de

crecimiento lenta, alcanzandu Bümflfimmde diám. en BUdiae,

a temperatura ambiente (EÜMEE°U)y luz natural. Hiceliu e“

su mayür parte sumergida, hialinü, furmadü par hiTas

delgadas, hialinas, con zonas castafio a castaño verdosas,

con hiïaa másgruesas, castaño claras. Porcíün central de la

culmnia, cun manchuneede miceliü aérea, blanca grisáceu,

algadunusu lana. Cunídiomata picnidíal, semi inmereüs en el

tejida del hospedahte Ü en el agar circundante; base

glubüsa, castaña oscura, munüestratifícada, de textura

angularis, hasta 40 u diám. Cuello larga, una a raramente

dos, 98‘118 u de large, castahj, aclarándüse hacia el ápice

que puede ser hialino, tEHtura paralela prismática, esbíülu

simple, fimbríadü. CühídiÓFüTOS ausentes. Células

conidiügenas, hülublásticas, simpodíales, indeterminadas,
hialinas, 1MB pruliferaciuhes símpüdíales. Canidiüe
hialinüs, lieus, de pared delgada, elipsuidales a

cilíndricue, derechas u curvados, 0-3 septades, paco a nada

constrehídus en los septos. Cunidiüe Ü septados (4,8«8

1,6"1,9 u), 1 septadus (18,8m1ó H 1,óma,4 u), B septadas

(ló_19,2 x 1,6-1,9 u), 3 sentadas (lb-ED x 1,9 u). Los

conidius también pueden furmarse libres en el micelío aérea



u sumergida, en Células cunidiógenas similares

descriptaü para el picnidiu, u másreducidas.

muaminad 5: hulatipü, HHFC

jautipo, IHI BH?489.

Teleumorfm: desconucido
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Lámina XIII

l-3.Btapas en el desarrollo del picnidio
3.Picnidio maduro
4.Interior del picnidio con células conidió­

gemas y conidios en formación
S.Formación de conidios en el micelio aéreo

6.Conidios 0-3 septados
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CAPITULÜIV (continuacion)

ENDUFITÜS EN LA RESISTENCIA DE LA PLANTA A LÜS

HERBIVURÜS

Desde hace tiempo se conoce la presencia de

endofitos füngicos en los tejidos de muchosvegetales, pero

es tan solo en los últimos anos que se asocia esta presencia

con los efectos sobre los insectos y mamíferos herbïvoros.

Los hongos de la familia Clavicipitaceae, tribu

Balansiae,l infectan plantas de las familias Poaceae,

Cyperaceae y Juncaceae. En esta tribu hay 5 géneros con

a1rededür de 30 espec ies: 614519599215.1 Ealansia a

Halansiopsis, Epichloe y flygiggggggpggg. A semejanza de

glagigggg, también producen ergoalcaloides.

Los endofitos del genero eggemgnluu esta muy

relacionados con la tribu Ealansiae (ej.fi¿tïgbgpum es el

anamorfo de Epichloe typhina),I pero son anamorfos con
teleomorfos desconocidos. Estos endofitos nunca fructifican

sobre el hospedante y dependen totalmente de el para su
diseminación. Esta es una asociacion mutualista donde un

organiemo esta contenido dentno de otro organismo, y la

seleccion opera contra la reproduccion del endobionte, pon



132

lo cual este se halla en proceso de perder su capacidad

reproductiva (White y Cole, 1986; White, 1988).

Se han aislado en pastos ó especies de figugmgulgn

que se encuentran como endofitos: f bgerfagnm (en EJstucg

arizonica), A.chisosum (en Stipa eminens), A.typhinum (en

F.arundinacea), A.coenophialium (en F.arundinacea), A.lolii

perenne) y A.starii (en F.arizonica, F.obtusa y

En el genero Eesthga se han analizado 18 especies

y a subespecies, encontrándose endofitos en la de ellas
(tabla 13).

Teniendo en cuenta los datos anteriores,

planteamos el estudio de varias especies de Eggtgga del

norte y sur de nuestro pais, con el fin de comprobar la

existencia de endofitos y correlacionar esta presencia con

la toxicidad de estas plantas para los herbivoros.

Materiales v metodos

Las especies xaminadas y sus localidades se
detallan en la tabla 14.

Observación de los endofitos

a) en semillas

Las semillas se trataron primeramente con una

solucion de HÜNaal 5%,durante ió a EO horas a temperatura
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Tabla 13. Datos sobre la presencia dc cndofiLos en Especies de chLuca sp.

Festuca arizon/ca Vasey + (1) + (4)

Festuca dur'iscula - (5)

Festuca eastwoodea Piper + (1)

Festuca elatíor L. + (1) + (3)

Festuca glauca + (3) - (5)

Festuca ida/wensis Elmer —(1)

Festuca liga/ata Swallen + (1)

Festuca ¡onglfolía Thvill + (5)

Festuca obtusa Spreng + (1) + (4)

Festuca ovina L. - (1) + (5)

Festuca ovina vanbrackyphy/a - (1)
(Schult) Piper

Festuca ovina vanpseudoovina - (1)
HacK

Festuca ovina var.sulcata HacK —(1)

Festuca ovina subspyallesíaca + (5)

Festuca pacifica Piper + (1)

Festuca pa/‘adoxa Desv. + (1)

Festuca pr'atensis Huds. + (6)

Festuca p.var.apennina + (6)

Festuca pseudoovína - (1)

Festa/ca rubr'a L. —(1) + (5)

Festuca r.subesp.commutata + (5)
Gaud.

Festuca r. litor‘alis + (5)

Festuca scabr‘eI/a Torr. + (1)

Festuca suba/ata Trin. + (1)

Festuca versuta Beal. + (1) + (2)

(1) White y Cole (1985).
(2) White y Cole (1986).
(3) Morgan-Jones y Gauss (1962).
(4) White y Morgan-Jones (1987).
(5) sana et al.(1987). ;
(6) Lakk etwalu ' (1987)



134

ambiente, a fin de ablandarlas, y luego se lavaron cinco

veces en agua de canilla. Una vez tratadas, previa

extraccion de las glumas, se colorean con azul de anilina

(Clark et al, 1983) y se dejan en reposo durante lü min"

Cada semilla (EO en total) se analiza separadamente,

colocandola sobre un portaobjetos y presionando suavemente

con el cubreobjetos.

b) en vaina

La zona de la vaina utilizada para la observac1dn,

es la zona inferior aclorotica. De la parte interna se

retira una seccion de epidermis, quedando expuesta la zona

parenquimatica. De esta última se toma una porcidn con una

pinza de punta fina y se la colorea durante unos minutos con

azul de anilina. Luego se observa.

Aislamiento de los endofitos

a) a partir de vaina

Material:E¿agggntiga (648; 6752paso cordoba).

Las vainas de las plantas en las cuales se

comprobóla presencia de endofitos, fueron lavadas en agua

corriente, y luego seccionadas en trozos de 3 cm. Estos

trozos fueron esterilizados superficialmente con hipoclorito
de sodio (BOg/dma) 10%y enjuagados en agua estéril.
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Posteriormente los trozos fueron cortados

longitudinalmente en dos mitades. Una se sembró

directamente, y la otra se macero antes de ssmbrarla.

La siembra se realizo en medio liquido (Hlüa,

Bacon, 1988) y se incubo durante A semanas a 84 °C en Cámara

de cultivo con shaker rotatorio, y en medio solido CUBA

(Clark et a1n1983).

b) a partir de semillas

Materia1=hgaxupginagas (Rio Cuarta)

(694 : I n'f i er ni 1 lo ..'l'LuzLu'nán)

Las semillas se esterilizaron superficialmente,

durante EOminutos , en una solucion de hipoclorito de sodio

(BÜg/dm“) al 50H, con el aglegado de 1,25m1/1 de tween EU.

Luego se lavaron con agua estéril y se sembraron en medio

“SUA; medio n“ 9 (Claih et al.,1983), en agar papa

glucosado, y en medio liquido MIDE.

La tabla 1% muestra la lista de especies y el

númerode poblaciones estudiadas para cada especie. Las

especies Ejsiasa EP-lï tsampiflüra; Esagganiina;

Eshifilüüïml? F-mauellanica (“DYTÜQEE); Estugrs



Tabla l4

Las poblaciones examinadas correspondena los siguientes
lugares

802Tre1ew; 114:Chubut; 154zgñadón de la Mosca (Neuquén)
168:S.M.de los Andes; 175:Sierra de la Ventana;
181:S.M.de los Andes; 193;S.M.de los Andes;

197:Huechulafquen (Neuquén); 201;Junín de los Andes
206:Rahue (Neuquén); 208:Cuesta del Rahue (Neuquén)
Zlozkahue; 213:Pino Machado (Neuquen); 221:idem ant.

2352Las Leñas; 240:camino a Las Leñas; 230:idem ant.

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

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

625:Las Leñas; 622zidem; 648:A1uminé; 758:Tucumán;

922:Brasil; 930:SamLuis; J5:Bahia Blanca;
JSS:Cascada de los Alerces (Rio Negro).
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Pob I Pob II Pob IH Pob IV

Festuca sp (subulatae) + 100%
Peru

, Fest.le acanthophyla —OZ - OZ
E40 239

Festuca ampiflora + 100% + 100%
Corrien Misiones

Festuca argentina + GSX + 100K + 1002
80 201 648

Festuca gracuuma - 07. - oz
Sta Cruz TdelF

Festuca lueronymi + 951 + 100%
58 30

Festuca lamtziana - 07- - 0'11
241 235

Festuca mageljanjca - OZ —OZ —OK + 807.
: pyrogea 181 208 153 1613

Festuca montnrola —(14)
Neuquen

Festuca pallescens vanpauescens OZ - OZ n OZ - OZ
114 154 210 Sta Cruz

Festuca pauescens vanscabra —OZ - O Z
193 206

Festuca pampeana - oz —ox
175 JS

Festuca purpurascens —07. —OZ
J 55 T del F

Festuca pyrogea vanpyrogea —OZ + 902
: magellanica Filcan 197

Festuca rubra I‘lel‘d - (14) - OZ
TdF 625

Festuca r. vansunpucmscuu + 100% + 757i
".22 Neuquen

Festuca scam‘juscula - 07. - oz - oz
213 221 Tromen

Festuca thermarum —OZ
215

Festuca tumcata - OZ —(16) —(10)
E44 249 246

Festuca ulochaeta + 100%
22

Festuca ventanwola - (a)
Sa Vent

% (sobre 20 semillas)
() los númerosentre paréntesis indican. 1a cantidad de semillas

analizadas en esa población



137

var.simpliciuscula y F.ulochaeta poseen endofitos. En estas

especies, excepto j¿maggllagigg, todas las poblaciones

estudiadas presentan endofitos, y con frecuencias de HQa
100 Z de las semillas observadas. En el caso de

F.maqellanica (pyrogea) se analizaron 6 poblaciones, porque

en un principio eran consideradas dos especies diferentes,

hasta que Dubcovsky,en su trabajo de tesis, las unifica en

una sola especie.

De 1a observacion de los endofitos hallados en las

semillas, podemos concluir que se trataría del género

figgemoniuj, ya que las hifas se disponen entre las células

de la capa de aleurona, semejante a la especie

QLQQen¿puialgL(lam.XIV,Q), y porque este genero se presenta

comoendofito en otras espec1es de Festuca (F.arizonica,

F.obtusa y F.subulata).

La observacion en vaina del endofito de

F.argentina, muestra que este se dispone intercelularmente

en el parenquima de forma similar a ELEQÉUQQQLÉLHJ.Sin

embargo sus hifas son mas anchas, v de recorrido menos

tortuoso que 1a especie anterior.

Por la morfologia del micelio presente en las

semillas, ancho de las hiTas, presencia o no de gütulas,

etc., podemos suponer que los endofitos de las Festucas

estudiadas serian especies diferentes entre sí y a

3¿ggepgpbialgm (lam.XIV, 1-4). Para confirmar esta



Lámina 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 hieronxmi (750K)

4) Festuca arundinacea (750K), endofito A.coenophialum
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suposición se requiere conta| can los micelios y realizar el
estudio taxonomico de los mismos.

En cuanto al aislamiento de los endofitos, los

intentos para obtenerlos, han resultado hasta el momento,
infructuosos.

1) Toxicidad para los herbivoros-presencia de
end o1’i to s

En las espec ies E.Lm'saeogtiua. v ELELEEQHWHL hay

datos sobre su toxicidad hacia los herbivoros. Por

ej.E¿grggntiga "coiron del huecu" es considerada tóxica para

las oveaas, en todas las epocas del afio (Parodi, 1950).

Uon respecto a E¿D¿ggggymg, causante de la

“tembladera”, existe un trabajo de Rivas y ¿anolli (1909)

donde intentan atraer el principio toxico, pero sin

resultados. Parodi (1950) comenta de casos de E¿b¿ggggïmi

que aparecen rozadas por los herbivoros, y se pregunta con

respecto a esta especie:"contiene alguna substancia, o algun

parásito, en ciertos lugares, y no los posee en otros?".
Podria estar refiriéndose a los endofitos que se

presentarlan en algunos poblaciones (tóxicas) y que no

existen en otras (inocuas). Sin embargo, en nuestras

obsEIvaciones sobre esta especie, las dos poblaciones
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analizadas presentan endafitüs. Es prebable que sea

necesario estudiar más peblacienes para comprobar si la

¡._ ¡1|dbservaciün realizada per Parddi, se puede rvlaciünar con

presencia o ausencia de endofites.

Sobre las restantes especies no hay dates sobre su

tüxicidad. En algunas cases, como en E¿amgiflgra y

E¿u¿ggb3gta, el crecimiento de las plantas en matas

dispersas y en lugares poco accesibles para el ganada, hace

dificil cunocer 1a existencia de tüxicidad para Jue
herbivurus.

La ausencia de endofitos en las especies

F.pa1lescens y F.rubra, cuincide cun las dates sabre estas

especies camu buenas forraieras. En el caso de ELLHQLQse la

cultiva cama ferrajera invernowprimaveraly sola u para

mejorar otras pasturas (Co¡\ea, 19?8). En las coleccienes de

esta especie de Estadus Unidas, White y Cele (1985) nu

encuentran endofitds, pero Sana et a1.(1987) comprueban la

presencia de endofites en las culecciones de Eurüpa. En este

ültimu case, nn hay datus subre 1a toxicidad de la planta.

De las resultadus obtenidas pudemasinferir que

cuanda 1a planta presenta texicidad para el ganada, camu

EJQKQQDtipay E¿Qig[ggïmi, esta cuincide con la existencia

de endüfitus en las mismas. Per el cuntrariu, la relación

inversa nu parece cumplirse, es decir, presencia de

endufitos-toxicidad de la planta. Por ej. en E¿[uggauïaga

simpliciusgula existen endufitos, y 1a planta parece seï
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comida por algun tipo de heubivoros (Huecovsky, obs.pers-).

Aunqueen este último caso, no debemos descartar, que la

planta infectada con el endofito presente sustancias
tóxicas, y por la tanto resistencia a los inseLtos

herbivoros, y sea inocua para el ganado u otros mamíferos

herbivoros. En este sentido, señalamos que en ggligm

perenne, existen dos tipos de sustancias, los lolitremoe

responsables de la toxicidad para los mamíferos, y las

peraminas, directamente relacionadas con la resistencia a
los insectos herbivoros.

E) Relaciones entre la taxonomia y presencia de

endofitos (en colaboración con Jorge Dubcovsy).

La presencia o ausencia de endofitos en Festuca

presenta algunas correlaciones con la taxonomia de las

especies sudamericanas del genero. Dichas correlaciones

debel ser tomadas comopreliminares por dos razones:

a" No se han determinado aún los endofitos

presentes en varias de las especies

b_Noexiste aún una monografía general de las

especies sudamericanas de testuca. Ademas, la mayoría de las

monografias sudamericanas del genero no realizan ningún tipo

de agrupacion supraespecifica. Constituyen una excepcion los

trabajos de Alexeev (1984,1986) que si bien tratan solo

algunas de las especies sudamericanas brindan una idea de

los difeuentes subgeneros que habitan el subcontinente y de
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de 1 mundü ..

de estas especies cun las Eestgggg del
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reste

Siguiendu el criterio de este último autor, las
especies estudiadas podrian asignarse a 4 subgeneres
diferentes:

1) Subgenerü Drymanthele: F.purpurascens

8) Subgenera "ubulatae: ELÉEI y ¿Lgiqghggtg

3) Subgenero Mallo etalon: ELÉQQLLngg y

4) Subgenero Eggïggg: todas las especies restantes

La única especie estudiada del subgénelu
Drvmanthele no mostró endüfitus.

Las dps especies estudiadas del subgénerü

Subulatae presentaran 100%de endpfitüs en las semillas

analizadas, pertenecientes a una única población de cada
eepecie. Este concuerda cun el registro de endufitps en

fiLÉHQHLgtÉ de Estados Unidas (White y Dele, 1985)

perteneciente a1 mismasubgénero.

Un resultado similar se encontró en las dos

especies del subgenerü flgilopetg¿gg que m

de endofitns en las das publaciunes de E

en las cuatrü peblaciones de h¿g[gggtigg (

ustrarün presencia
ngifigré (100%)y
85m100%).
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Las especies del subgenero Eestuga constituyen un

grupo heterogéneo de especies. La mayoría de las especies

patagonicas estudiadas pertenecen a un grupo muy afin

morfologica (Dubcovsky y Martinez 1988 a) y cromosomicamente

(Dubcoveky, tesis). Este grupo esta constituido por

F.acanthophv11a , F.qraci11ima, F.kurtziana, F.montico1an

t¿peiiescens, F.pa11escene var.scabra, Fnecabriusculap
E¿thermagumy E¿tuniggtgu En ninguna de estas especies pudo

detectarse presencia de endofitos.

Tampoco se observa«on endofitos en ELQQQEQÉEÉ,una

especie de Sierra de la Ventana, poco relacionada

morfológica y cromosomicamente a las restantes especies

patagonicas (Dubcovsky y Martinez, 1988 b).

E;¿¿ggggym¿constituye otro caso en el que resulta

diTicil encontrar alguna afinidad con las restantes especies
estudiadas. En la mismase encontraron endofitos en las dos

poblaciones analizadas.

Las dos especies restantes, E

ggglgaLigg pertenecen a un grupo con caracteres

morfológicos similares (Dubcovsky y Martinez, 1988 a). En

ambas se encontraron endofitos aunque con distinta

frecuencia. La primera de ellas, F.simglggiuseula, ela

considerada como variedad de E¿[ugrg hasta que Alexeev

(1984) le asigno rango específico. Las dos poblaciones de

E¿giupiigiuggulg mostraron presencia de endofitos. Por el
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contrario dos poblaciones analizadas de Eiglgga introducidas
no mostraron endofitos.

presenta endofitos solo en dos de

las deis poblaciones analizadas, constituyendo la unica

especie que mostro heterogeneidad en cuanto a la presencia o

ausencia de endofítos entre las poblaciones. Esta
heterogeneidad se corresponde con una gran variabilidad

morfologica entre las poblaciones y con diferencias en EJ

númeuo y morfología de los cromosomas, 1o que sugiere que el

nombre t¿mgggliggigg designa a mas de una especie, a un

complejo poiiploide muy variable y poco estudiado

(Dubcovsky, tesis).

Esta concordancia entre grupos taxonomicos y

presencia-ausencia de endofitos, nos sugiere que el análisis
de la existencia de estos organismos en material vegetal,

puede constituir un elemento importante en la clasificacion

de los grupos vegetales.
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CONCLUSIONES

Desde que se inicio el estudio de los endofitos

füngicos, las investigaciones se han dirigido a recabar

nuevos datos de su existencia, y fundamentalmente, a

entender cuál es su papel en relacion con las plantas,

En este trabajo estudiamos la estructura y Tuncion

de la comunidadendofitica, desde varios puntos :

l)estructura de la comunidad.

La comunidad de endofitos esta organizada en

comunidadeswunidades, estructural y funcionalmente

inteqsadas, resultado de la interacción de las especies e”

1a escala de 1a comunidad-unidad. En este hospedante, el

tipo de trasmisión endofitica es lateral, y por 1o tanto, el
tipo de mutualismo, inducible.

E) colonización por endofitos-ciclo de vida del
hospedante.

Los hospedantes perennes estan estrechamente

asociados con endofitos, cuyas frecuencias de infeccion y

caracteristicas'de colonización indican un comportamiento
comosimbiontes mutualistas.

3) El antagonismo que se observa entre endofitos y

organismos del filoplanog son indicio de su posible

intEsvenGion en la resistencia a los patógenos füngicos, y
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este las ubica camu drganismüe impurtantes en el centre]

bielagicu natural para ciertas enfermedadesfúngicas.

4) Resistencia a las herbiverds

La presencia de enddfitds y 1a relación hallada

cen 1a texicidad de las plantas (Eestuga) y 1a cemprübauiün

de que esa toxicidad esta mediada per sustancias producidas

por las enddfitds (tricutecends en É¿Eg[lgligiifl) nde señala
su impurtancia en la resistencia del hdspedante a ide
herbíverus.

El conjunto de estas ebservacidnes nos sugiere que

los endefitüs se cempürtan meme simbientes mutualistas,

beneficiandd al hespedante en su competencia frente a las

plagas y patógenos, y favoleciendd una maydr adaptabilidad

del misma respecto al ambiente.

Este es el primer tiabajd integral realizado en ei

pais subte les endefitds füngices, y es parte de una nueva

línea de investigación, que se continua actualmente.

Cameresultadü de 1a tesis, se ha hallada una

nueva especie fúngica, enddfïtica en E ¡[igifg;1a, y un

nueve registre mundial, junte cun 5999995}; sp", de hongüe

produutdres de tricutecenüs macrdciclices.
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(¿cumc-quede: ->:pre|_=,=1daen el cap.V, parte II, el

estudio de las. endüfitas f'üngiccus ccunstítuye un nuevo

elementcc a tener en cuenta tanto en la taxc-humia de las

plantas camu en los trabajos eculógicus, ya que 1-3

adaptabilidad de las plantas-2a]. ambiente está relacionada a

la presea-¡Cia---ausem:ia de estos cn'ganis-zmcus
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Conclusiones

Estructura Colonización­

de la ciclo de vida
comunidad hospedante

.comunidad organizada en oasociación estrecha de endofitos
comunidades-unidades con plantas perennes

¡trasmisión lateral Í. .patrones de colonización intra o
mutualismo inducible intercelulares con escaso daño

para el hospedante

Papel de los endofitos
99m9

simbiontes mutualistas

.endofitos comoantagonistas de ¡relación entre toxicidad de
otros hongosÍ. control biológico la planta—presencia de
natural para patógenos endofitos

ointeracción entre spp.seria el oendofitos productores de
factor organizador de la sustancias tóxicas
comunidad

Resistencia .Resistencia
Q.

patógenos
a

herbivoros

Á'K. Aúhrum
b 1m1-6‘ COL! bi
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