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Evaluación de la interacción entre endofitos Epichloë y endofitos 

septados oscuros y su impacto sobre la gramínea Bromus auleticus 

 

RESUMEN  

 

Las plantas establecen asociaciones simultáneas con múltiples simbiontes, sin 

embargo, queda todavía mucho por explorar en lo referente al efecto de estas 

interacciones, particularmente en plantas silvestres. Algunas gramíneas C3, 

incluyendo las principales forrajeras invernales, se asocian a endofitos del género 

Epichloë. Tanto las especies de interés agronómico como las nativas silvestres, 

infectadas por estos endofitos (E+) presentan ventajas en cuanto a la germinación 

de semillas, desarrollo de biomasa y resistencia a la sequía. Los endofitos Epichloë 

también pueden modular la abundancia, diversidad, colonización y desarrollo de 

microorganismos rizosféricos y simbiontes de raíz. Otro grupo de simbiontes 

fúngicos de interés, asociados a las raíces, es el de los endofitos septados oscuros, 

conocidos como hongos DSE (dark septate endophytes). Debido a su 

heterogeneidad y los pocos estudios de interacción en relación con el número de 

taxones incluidos en este grupo y el amplio rango de hospedantes,  aún no se ha 

establecido el tipo de asociación que mantienen con las plantas, pero existe un 

amplio consenso acerca del importante papel de estos hongos en los ecosistemas. 

Esta tesis está centrada en contribuir al conocimiento de la interacción simultánea 

entre los endofitos Epichloë y los endofitos DSE en asociación a Bromus auleticus, 

una gramínea silvestre con potencial forrajero. Para esto, se identificaron 

molecularmente 29 cepas de DSE aisladas de raíces de plantas E+ y E- de B. 

auleticus, lo que permitió analizar la riqueza y diversidad de las cepas en relación al 

estatus endofítico del hospedante. Con el objetivo de confirmar el tipo de asociación 

que las cepas de hongos DSE establecen con B. auleticus, se realizaron ensayos in 

vitro de resíntesis. Para identificar caracteres de interés en las cepas de DSE, se 

realizó un screening en medio sólido NBRIP para seleccionar aquellas cepas de 

DSE endofíticas con capacidad de solubilizar P. Las que arrojaron resultados 

positivos fueron evaluadas en un estudio en medio líquido NBRIP, donde se 

emplearon diferentes fuentes de P y se cuantificó la solubilización. También se 

correlacionó la tasa de crecimiento de las cepas con su naturaleza endofítica y 

patrón de colonización radical y se evaluó una cepa en dos etapas de desarrollo de 



B. auleticus. Finalmente, con el objetivo de analizar de manera simultánea la 

respuesta del hospedante a la asociación con endofitos Epichloë, endofitos DSE y a 

la adición de P al sustrato, se realizó un ensayo in vivo en el campo experimental 

donde se seleccionó la cepa de DSE con mayor capacidad para solubilizar P. Los 

resultados más relevantes muestran una mayor diversidad y riqueza de cepas de 

DSE, asociadas a plantas E+, respecto a las plantas E-, por lo que se propone que 

los endofitos de vástago Epichloë favorecen el establecimiento de cepas de DSE. El 

estudio de esta Tesis refleja la complejidad de las interacciones múltiples. Siendo 

que Epichloë podría modular la diversidad de hongos DSE asociada a las raíces de 

B. auleticus y la asociación simultánea de este con hongos DSE tiene un efecto 

positivo sobre el crecimiento del hospedante. 

 

Palabras claves: endofitos, Epichloë, DSE, Bromus auleticus, hongos 

solubilizadores de fósforo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Evaluation of the interaction between Epichloë endophytes and dark 

septate endophytes and their impact on the grass Bromus auleticus 

ABSTRACT 

Plants establish simultaneous associations with multiple symbionts, however, much 

remains to be explored regarding the effect of these interactions, particularly in wild 

plants. Some C3 grasses, including the major winter forages, associate with 

endophytes of the genus Epichloë. Both species of agronomic interest and wild 

natives infected by these endophytes (E+) show advantages in terms of seed 

germination, biomass development and drought resistance. Epichloë endophytes 

can also modulate the abundance, diversity, colonization and development of 

rhizospheric microorganisms and root symbionts. Another group of fungal symbionts 

of interest, associated with roots, is the dark septate endophytes, known as DSE 

(dark septate endophytes) fungi. Due to their heterogeneity and the few interaction 

studies in relation to the number of taxa included in this group and the wide range of 

hosts, the type of association they maintain with plants has not yet been established, 

but there is a broad consensus about the important role of these fungi in 

ecosystems. This thesis is focused on contributing to the knowledge of the 

simultaneous interaction between Epichloë endophytes and DSE endophytes in 

association with Bromus auleticus, a wild grass with forage potential. For this 

purpose, 29 DSE strains isolated from roots of E+ and E- plants of B. auleticus were 

molecularly identified, which allowed us to analyze the richness and diversity of the 

strains in relation to the endophytic status of the host. In order to confirm the type of 

association that DSE fungal strains establish with B. auleticus, in vitro resynthesis 

assays were performed. To identify traits of interest in the DSE strains, a screening 

in solid NBRIP medium was carried out to select those endophytic DSE strains with 

the ability to solubilize P. Those with positive results were evaluated in a study in 

liquid NBRIP medium, where different P sources were used and solubilization was 

quantified. The growth rate of the strains was also correlated with their endophytic 

nature and radical colonization pattern, and a strain was evaluated in two stages of 

development of B. auleticus. Finally, in order to simultaneously analyze the host 

response to the association with Epichloë endophytes, DSE endophytes and the 

addition of P to the substrate, an in vivo assay was performed in the experimental 

field where the DSE strain with the highest capacity to solubilize P was selected. The 



most relevant results show a greater diversity and richness of DSE strains, 

associated with E+ plants, with respect to E- plants, so it is proposed that Epichloë 

stem endophytes favor the establishment of DSE strains. The study of this Thesis 

reflects the complexity of multiple interactions. Being that Epichloë could modulate 

the diversity of DSE fungi associated with B. auleticus roots and the simultaneous 

association of it with DSE fungi has a positive effect on host growth. 

 

Key words: endophytes, Epichloë, DSE, Bromus auleticus, phosphorus solubilizing 

fungi. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL  

 

La simbiosis se define como una relación "íntima" entre organismos de especies 

diferentes (Schulz et al., 1998). Todas las plantas albergan diversos 

microorganismos, que pueden afectar su aptitud, y los resultados de cada 

interacción pueden ser variables y dependientes de las estrategias nutricionales y 

las fases de desarrollo de los simbiontes, así como de los factores ambientales 

(Schulz y Boyle 2005). Según el paradigma mutualismo-parasitismo, una interacción 

planta-microorganismo puede variar de mutualista a parasitaria (Barrow, 2003; 

Schulz y Boyle, 2005; Mandyam y Jumpponen, 2015). En el escenario de simbiosis 

mutualista, en el que todos los socios se benefician, la planta proporciona al 

microorganismo refugio y compuestos de carbono (entre otros beneficios), y al 

mismo tiempo obtiene ciertos beneficios como el aumento de su vigor, mayor 

productividad y tolerancia al estrés. Además, los microorganismos beneficiosos que 

viven en el mismo hospedante pueden interactuar entre sí y con otros 

microorganismos de la comunidad. 

De acuerdo con el registro fósil, la asociación entre hongos y plantas se remonta a 

principios del período Devónico (Taylor et al., 2004, 2005, 2006). Este registro, 

proveniente del yacimiento conocido como Rhynie Chert, ubicado en Escocia, se 

caracteriza por el excelente estado de preservación del material encontrado. Su 

análisis ha permitido documentar la morfología y la biología del ciclo de vida de los 

hongos fósiles pertenecientes a varios grupos taxonómicos importantes. 

Representantes de tres Phylum de hongos (Chytridiomycota – Krispiromyces, 

Paloblastocladia-, Glomeromycota, Ascomycota) y del Phylum Oomycota (Taylor et 

al., 2006), han sido estudiados con gran detalle en este paleoecosistema. Estos 

estudios constituyen un documento fundamental que muestra las primeras 

interacciones entre plantas terrestres y hongos (Krings et al., 2007). Según Taylor et 

al., (2004) las interacciones en este yacimiento involucran tanto a algas verdes como 

a plantas vasculares, con ejemplos de saprofitismo, parasitismo y mutualismo, 

incluidas las primeras asociaciones de micorrizas y simbiosis de líquenes conocidas 

hasta la fecha. Sin embargo, debido a la complejidad de las asociaciones que 

involucran a varios hongos que establecen relaciones cualitativamente diferentes 

con una sola planta hospedante o incluso interactúan entre sí, es difícil determinar 
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con precisión el impacto de cada interacción (Krings et al., 2007). Además, Taylor et 

al., (2004) destacan la existencia de varios tipos de respuestas específicas de la 

planta hospedante a la infección por hongos, que indicarían la existencia de 

métodos de defensa similares y, quizás, análogos a los de las plantas existentes. 

Esto sugiere que los mecanismos vinculados con el establecimiento y el 

mantenimiento de las asociaciones de las plantas terrestres con hongos ya existían 

antes del Devónico Inferior y que éstas pueden compararse con las de los 

ecosistemas modernos. Se ha postulado que, desde entonces, la existencia de 

diversas asociaciones y/o interacciones entre diversos organismos, no sólo entre 

plantas y hongos, sino también entre distintos grupos de hongos al colonizar una 

misma planta hospedante, han sido de fundamental importancia, sobre todo, en la 

colonización del ambiente terrestre (Krings et al., 2007). 

Actualmente, está ampliamente aceptado que la mayoría de las plantas albergan 

dentro de sus tejidos diversas comunidades de hongos que colonizan sus órganos 

sin causar ninguna enfermedad ni síntomas negativos evidentes. El término 

“endofito” es una definición funcional que se refiere a microorganismos, hongos o 

bacterias, que colonizan tejido vegetal sano, ya sea inter y/o intracelularmente, en 

cualquier órgano de la planta, y persisten todo, o parte del ciclo de vida en ella, sin 

causarle síntomas de enfermedad (Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005; Hardoim et 

al., 2015). El hecho de que los hongos endofitos hayan estado en asociación con las 

plantas por más de 400 millones de años se ha interpretado como un aspecto crucial 

para la supervivencia de ambos organismos y la función que desempeñan en los 

ecosistemas (Mandyam y Jumpponen, 2015). Los beneficios que confieren los 

hongos que expresan estilos de vida mutualistas incluyen tolerancia al estrés biótico 

y abiótico, mejora del crecimiento y mayor éxito reproductivo (Rodríguez y 

Readman, 2008). El análisis de las asociaciones entre plantas y endofitos en 

hábitats de alto estrés reveló que al menos algunos hongos endofitos confieren 

tolerancia al estrés específico del hábitat a las plantas hospedantes (Rodríguez et 

al., 2009). Algunos autores, más radicales, consideran que, sin los hongos endofitos 

adaptados al hábitat, las plantas no podrían sobrevivir en sus hábitats nativos, 

incluyendo tanto a monocotiledóneas como a eudicotiledóneas (Rodríguez y 

Readman, 2008). 
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Según Rodríguez et al., (2009), todas las plantas pueden establecer interacciones 

con endofitos, los cuales se clasifican en dos grandes grupos: clavicipitáceos y no 

clavicipitáceos y comprenden cuatro clases, que se diferencian en uno o varios de 

los siguientes aspectos: el patrón de colonización, el mecanismo de transmisión 

entre plantas, el grado de biodiversidad, la especificidad del tejido colonizado y los 

roles ecológicos adoptados por los endofitos (Tabla 1). En esta Tesis nos 

centraremos en dos de estas clases de endofitos. 

Tabla 1. Caracterización de endofitos fúngicos según Rodríguez et al., (2009). No adaptados al 

hábitat (NAH), hace referencia a beneficios como tolerancia a la sequía, incrementos en el 

crecimiento de la planta y producción de compuestos tóxicos que disminuyen la herbivoría. 

Adaptados al hábitat (AH) beneficios que producen tolerancia al estrés abiótico (pH, temperatura y 

salinidad) como resultado de presiones selectivas del hábitat. 

 

 

Endofitos de vástago Epichloë 

Las gramíneas invernales (C3) (Poaceae, subfamilia Pooideae) establecen simbiosis 

con endofitos fúngicos del género Epichloë (Ascomycota, Hypocreales, 

Clavicipitaceae) (Leuchtmann et al., 2014), los cuales colonizan de manera 

sistémica los espacios intercelulares (el apoplasto) de los tejidos aéreos de la planta 

(Fig. 1). Estos organismos forman un grupo particular de endofitos, comúnmente 

conocido como endofitos clavicipitáceos (Hypocreales, Ascomycota) y conforman la 

clase 1 de acuerdo a Rodríguez et at. (2009). 
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Fig. 1. Esquema de Bromus auleticus asociado a Epichloë A. presencia de hifas en vástago y B. hifas 

en semilla. En ambos casos teñidas con azul de anilina para facilitar su observación al microscopio 

óptico A: 400X. 

 

 

Ciclo de Vida 

Las especies de Epichloë difieren en sus ciclos de vida y estrategias reproductivas, 

lo que determina los mecanismos mediante los cuales estos endofitos colonizan 

nuevas plantas. Estas diferencias se hacen evidentes cuando las plantas 

hospedantes entran en la fase reproductiva. En aquellas especies del género que 

presentan fase sexual, las hifas crecen profusa y epifíticamente produciendo un 

estroma junto a células conidiógenas y conidios sobre el filoplano de cañas 

reproductivas. El desarrollo del estroma detiene la expansión de la hoja bandera, 

evitando la emergencia de la inflorescencia y causando esterilidad parcial o total en 

las plantas hospedantes. Los conidios formados sobre el estroma, que pueden 

actuar como espermacios, son transportados por las moscas hembras del género 

Botanophila (Anthomyiidae, Diptera) que se alimentan, depositan huevos y defecan 

en el estroma, diseminando los conidios de un estroma a otro. Las babosas que se 

alimentan del estroma y las ascosporas también son mecanismos para transferir los 

espermacios entre estromas (Alderman y Rao, 2008; Hoffman y Rao, 2014). Cuando 
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los conidios se depositan en un estroma del grupo de compatibilidad sexual opuesto 

(mating- type), se produce la fertilización y se forman peritecios. Las ascosporas son 

expulsadas con fuerza, y cuando llegan a una planta hospedante, la espora germina 

y coloniza una nueva planta sana, dando lugar a la transmisión horizontal (Schardl et 

al., 2004) (Fig. 2). Por otro lado, en aquellas especies que sólo presentan fase 

asexual, las hifas pasan de la planta madre a las semillas colonizando el ovario de 

las flores en desarrollo y permaneciendo en la semilla, asociados al embrión, a la 

capa de aleurona o las cubiertas (Liu et al., 2017; Zhang et al., 2017). Después de la 

germinación, el micelio endofítico se desarrolla en los tejidos foliares de plántulas 

jóvenes. De esta manera, los endofitos de especies que sólo presentan fase asexual 

se transmiten verticalmente a la siguiente generación a través de las semillas, en lo 

que se conoce como transmisión vertical (Schardl et al., 2004). 

Si bien el cico de vida consta de un estadio sexual y asexual, en América del sur, 

solo se han encontrado especies de Epichloë con transmisión vertical (Iannone et 

al., 2012; Mc Cargo et al., 2014). 

Durante las fases vegetativas del hospedante, los endofitos Epichloë crecen 

intercelular y asintomáticamente en los tejidos del vástago. En el apoplasto el hongo 

obtiene azúcares simples y aminoácidos para su nutrición (Kuldau y Bacon, 2008). 

Las hifas colonizan los meristemas apicales y crecen fuertemente adheridas a las 

paredes celulares de la planta hospedante (Christensen et al., 2008). El crecimiento 

en los meristemas proporciona acceso a las zonas de elongación de nuevas hojas y 

yemas laterales que originarán nuevos macollos o cañas reproductivas. A medida 

que las células vegetales se agrandan, las hifas se estiran y crecen intercaladas. 

Como resultado, el endofito crece coordinadamente con el hospedante sin provocar 

una respuesta defensiva de la planta. En los tejidos parenquimáticos, las hifas no 

están ramificadas y se orientan paralelamente a los ejes longitudinales de las células 

del hospedador (Iannone et al., 2021). 
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Fig 2. Esquema del ciclo de vida de Epichloë. Transmisión vertical. Modificado de Ianonne et al., 

2021 

 

Distribución 

La mayoría de los estudios realizados sobre los endofitos Epichloë se han llevado a 

cabo en Europa y América del Norte, seguidos en volumen por los estudios 

realizados en Asia, mientras que en África y América del Sur los estudios han sido 

escasos, centrándose en Argentina y Uruguay (Leuchtmann, 1992; Saikkonen et al., 

2000; Li et al., 2004; Wei et al., 2006; Rudgers et al., 2009; Zhan et al., 2009; 

Semmartin et al., 2015; McGranahan et al., 2015; Iannone et al., 2021). 
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El descubrimiento de gramíneas infectadas por  endofitos en América del Sur se 

remonta a principios del siglo XX, cuando Rivas y Zanolli estudiaron el síndrome de 

la “tembladera” una intoxicación del ganado doméstico que pastaba la gramínea 

Festuca febrigii en el norte de Argentina. Descubrieron un hongo que crecía y 

producía conidios en el interior de las plantas (por tanto, un endofito). Asociaron la 

presencia de este hongo con la toxicidad de la planta y lo denominaron 

Endoconidium tembladerae (Rivas y Zanolli, 1908). Lamentablemente, el 

descubrimiento permaneció prácticamente ignorado hasta principios de los años 

noventa, cuando el Dr. D. Cabral y sus colaboradores iniciaron un estudio 

sistemático de los hongos endofitos de las gramíneas en Argentina (Iannone et al., 

2021). Las gramíneas de la subfamilia Pooideae están muy extendidas en 

Sudamérica, con más de 900 especies desde Venezuela hasta Tierra del Fuego. En 

las regiones tropicales de Venezuela a Bolivia, es frecuente encontrarlas a gran 

altitud (más de 2500 m s.n.m.) a lo largo de la Cordillera de los Andes. En el Cono 

Sur de Sudamérica, incluyendo Argentina, Uruguay, el sur de Brasil, Paraguay y 

Chile, “Pooideae” es la subfamilia dominante de las Poaceae y han sido reconocidas 

hasta 691 especies de gramíneas de estación fría (Biganzoli y Zuloaga, 2015). En 

esta parte del subcontinente, las Pooideae se extienden desde el Atlántico hasta el 

Pacífico (Iannone et al., 2021) (Fig. 3). 

En Argentina, se han registrado al menos 38 especies de gramíneas nativas 

asociadas a Epichloë (E+). Las especies de gramíneas han sido identificadas dentro 

de los géneros: Briza, Bromus, Festuca, Melica, Phelum y Poa (Iannone et al., 

2011), siendo las especies más recientemente detectadas Hordeum comosum 

(Gundel et al., 2010) y Poa calchaquiensis (Iannone et al., 2012). 

Varios estudios sobre la incidencia de los endofitos en poblaciones naturales han 

determinado que su distribución está asociada a las condiciones climáticas (Iannone 

et al., 2011). Un ejemplo de ello son las poblaciones de Bromus setifolius y Phelum 

alpinum en la Patagonia Argentina, que presentan una asociación positiva y 

negativa, respectivamente, dependiendo del nivel de lluvia (Novas et al., 2007). 
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Fig. 3. Distribución de las especies de la subfamilia Pooidea en Sudamérica, Resaltado la distribución 

de Bromus auleticus. Modificado de Iannone et al., (2021) 
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Asociación gramínea-Epichloë 

La asociación gramínea-Epichloë suele considerarse como una simbiosis mutualista. 

En esta interacción los endofitos obtienen beneficios como la dispersión, protección 

del medio ambiente y suministro de hidratos de carbono, mientras que las plantas 

hospedantes adquieren mayor capacidad competitiva ante condiciones de estrés 

biótico y abiótico. Una de las principales contribuciones a esta simbiosis es que 

algunas especies de Epichloë, al igual que lo que ocurre con otros miembros 

pertenecientes a la familia Clavicipitaceae, pueden producir alcaloides del ergot, 

tales como ergovalina y ergotamina, y/o indol-diterpenos como lolitrem B, los cuales 

poseen efectos neurotóxicos en mamíferos (Gallagher et al., 1981; Panaccione, 

2005). Además, muchos representantes de este género pueden producir lolinas 

(aminopirrolzidinas) y peramina (pirrolpirazinas) con efectos neurotóxicos, o bien que 

alteran la alimentación de insectos fitófagos y, posiblemente, otros invertebrados 

como los nematodes (Tanaka et al., 2005; Schardl et al., 2007; Bacetty et al., 2009). 

Además, de aumentar la resistencia a la herbivoría, estos endofitos pueden 

incrementar la tolerancia al estrés hídrico, pH bajo y baja disponibilidad de minerales 

(Malinowsky y Belesky, 2006; Belesky y West, 2009; Young et al., 2015), así como 

potenciar el crecimiento vegetativo de la planta hospedante, la producción de 

semillas y la emergencia de plántulas (Novas et al., 2003; Iannone y Cabral, 2006; 

Gundel et al., 2011).  

Además de los efectos directos observados en la planta hospedante, la asociación 

gramínea-Epichloë también puede afectar a los parámetros del suelo y a las 

comunidades de microorganismos asociadas o en cercanía a la planta. Aunque aún 

no se han esclarecido todos los mecanismos involucrados en estos procesos, uno 

de los más aceptados sería a través de los exudados radicales (Antunes et al., 

2008). Se ha demostrado que los metabolitos fúngicos, así como los producidos en 

el interior de la planta como consecuencia de la asociación, y exudados a través de 

las raíces al suelo rizosférico (Huang et al., 2014; Guo et al., 2015), afectan a la 

microfauna y a las comunidades de microorganismos del suelo (Omacini et al., 2004; 

Arrieta et al., 2015). 
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Efecto de Epichloë sobre gramíneas nativas 

Si bien se han identificado numerosas gramíneas asociadas a Epichloë en América 

del Sur, los estudios realizados para establecer el papel de los endofitos en la 

asociación siguen siendo escasos y se limitan únicamente a dos especies nativas, 

Bromus pictus y Bromus auleticus. Entre los parámetros analizados se puede 

mencionar el peso de las semillas, el cual ha mostrado diferentes tendencias según 

la gramínea evaluada. En B. auleticus, el menor peso de las semillas de las 

poblaciones E+ podría ser ventajoso para su dispersión sin afectar la supervivencia 

de plántulas en la Pampa, una región húmeda con vientos suaves y suelos ricos en 

nutrientes (Iannone y Cabral, 2006). Mientras tanto, en la Patagonia, el mayor peso 

de las semillas de las poblaciones E+ de B. pictus podría representar una ventaja 

para las plantas E+, ya que semillas con mayor contenido de reservas podría 

resultar en una mejor supervivencia de plántulas en suelos pobres en nutrientes y 

condiciones de estrés por sequía de la Patagonia, mientras que su dispersión no se 

vería afectada por su peso debido al fuerte viento característico de esta región 

(Novas et al., 2003). En el mismo estudio, en condiciones de invernadero, plantas 

E+ de B. pictus presentaron parámetros de crecimiento y emergencia, peso seco y 

longitud foliar más elevados y una mortalidad más baja en comparación con aquellas 

libres de Epichloë (E-), lo que sugiere una ventaja adaptativa de las plantas en 

simbiosis, al menos en lo que respecta al desarrollo vegetativo. Por otra parte, 

experimentos en invernadero y en campo indicaron que las plantas E+ de B. 

auleticus producen más biomasa y semillas y son más resistentes a la defoliación 

continua que las plantas E- (Iannone y Cabral, 2006; Iannone et al., 2012). Además, 

en ensayos de micropropagación in vitro; las semillas infectadas con endofitos 

Epichloë presentaron una mayor inducción de callos, regeneración de plantas a 

partir de callos y biomasa de plántulas regeneradas (Regalado et al., 2018). 

Por otra parte, la asociación con Epichloë también puede conferir resistencia contra 

hongos patógenos. Plantas de B. auleticus asociadas con E. pampeana y Epichloë 

sp. presentaron resistencia contra la enfermedad del carbón causada por Ustilago 

bullata Berk. (Vignale et al., 2013; Iannone et al., 2017).  
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Endofitos de raíz: hongos DSE 

 

Generalidades 

Entre los hongos endofitos, se encuentran aquellos conocidos como endofitos 

septados oscuros, o simplemente hongos DSE por sus siglas en inglés (Dark 

septate endophytes). En comparación con las simbiosis micorrícica o los endofitos 

foliares sistémicos transmitidos verticalmente, los hongos endofitos asociados a las 

raíces, particularmente los DSE, han recibido muy poca atención (Rodríguez et al., 

2009).  

De acuerdo con la clasificación de Rodríguez el al. (2009) mencionada 

anteriormente (Tabla 1), los hongos DSE se encuentran entre los endofitos no 

clavicipitáceos pertenecientes a la clase 4. Según esta clasificación se trata de 

endofitos con amplio rango de hospedantes, colonización sistémica que se limita a 

las raíces y que presentan transmisión horizontal fundamentalmente a través de 

micelio y pocas veces, mediante conidios. Un poco más controversial es el hecho de 

que, en esta clasificación, se les atribuyen efectos beneficios no relacionados con 

una adaptación al hábitat (Rodríguez et al., 2009). 

 

Estructuras características 

Si bien en un principio simplemente se los agrupaba debido a su capacidad para 

formar hifas septadas y oscuras en las raíces, es decir, debido a caracteres 

fenotípicos, en los últimos años se ha avanzado en la identificación de los géneros y 

especies que comprende este tipo de endofitos. Esto ha permitido establecer que 

aunque se trata de un grupo altamente heterogéneo formado por géneros 

pertenecientes a diferentes familias y órdenes dentro del Phylum Ascomycota. Se 

caracterizan por colonizar las raíces de las plantas tanto inter como 

intracelularmente y formar tanto clamidosporas como microesclerocios, los que son 

considerados estructuras de resistencia. Aunque la presencia de melanina en las 

estructuras vegetativas y reproductivas es una característica típica de estos hongos, 

se ha visto que pueden presentar estructuras hialinas asociadas a estructuras 

melanizadas (Barrow y Aaltonen, 2001; Barrow 2003; Barrow y Aaltonen, 2004; 

Zhang et al., 2010). Las melaninas son una familia de compuestos que se 

encuentran en animales, plantas, bacterias y hongos (Butler y Day, 1998). Las 
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melaninas de los hongos están presentes en las paredes celulares de hifas, las 

esporas y otras estructuras, asociadas con proteínas o carbohidratos, o pueden 

liberarse en la fracción extracelular (Gessler et al., 2014). Se trata de biopolímeros 

sintetizados a partir de compuestos fenólicos o indólicos. Si bien no son esenciales 

en las vías metabólicas primarias, pueden cumplir funciones de supervivencia 

esenciales, particularmente en condiciones ambientales hostiles (Butler y Day, 1998; 

Gessler et al., 2014), por ejemplo proteger a las hifas de la desecación y la 

alteración mecánica, mejorando la rigidez de la pared celular, la hidrofobicidad y 

disminuyendo su permeabilidad (Potisek et al., 2021). La naturaleza y el contenido 

de melanina varían drásticamente entre los hongos. Se han descrito varias clases de 

melaninas en función de los precursores bioquímicos, las vías de síntesis y los 

componentes que participan: la γ-glutaminil-3,4-dihidroxi-benceno (GDHB)-melanina; 

l-DOPA-melanina, conocida como eumelanina, DHN-melanina, catecol-melanina, 

piomelanina y p-aminofenol (PAP)-melanina. La síntesis y deposición de las 

melaninas varían según el taxón, el estado metabólico del hongo y las condiciones 

del medio ambiente o condiciones de cultivo (Toledo et al., 2017). Varios autores 

suponen que su filogenia regiría en gran medida el tipo de melanina producida por 

los hongos (Berthelot et al., 2020). Por ejemplo, los miembros del Phylum 

Basidiomycota producen melaninas GDHB, catecol y DOPA-melaninas, mientras 

que los del Phylum Ascomycota producen melanina DHN, piomelanina y, a veces, 

DOPA-melaninas (Wheeler 1983; Gessler et al., 2014; Toledo et al., 2017). Sin 

embargo, se han observado algunas excepciones por lo que el conocimiento sobre 

las vías de biosíntesis de melaninas en hongos necesita una investigación más 

detallada (Gonçalves et al., 2012). Los estudios acerca de la naturaleza de las 

melaninas en hongos DSE ha sido limitada (Zhan et al., 2011; Zhan et al., 2016; 

Knapp et al., 2018). Entre las cepas de hongos DSE en las que las rutas de 

biosíntesis se han investigado, se comprobó que la mayoría sintetizan DHN-

melanina, pero algunas también pueden sintetizar otros tipos de melanina, como 

DOPA-melanina, piomelanina y melaninas heterogéneas (López et al., 2024). 

Aunque se ha propuesto, con bastante aceptación que las melaninas brindan 

tolerancia en hongos DSE por sus características antioxidantes y termoprotectoras 

(Nuñez et al., 2022), aún no se conocen la naturaleza química y la función de 

muchos de los pigmentos oscuros sintetizados por estos hongos (López et al., 
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2024). Claramente, se necesitan más investigaciones para dilucidar su contribución 

a la tolerancia al estrés y, particularmente, su impacto en la interacción de los 

hongos DSE con diversas plantas de importancia agroforestal (López et al., 2024).  

 

Primeras observaciones 

La presencia de hongos similares a los DSE fue documentada por primera vez por 

Gallaud (1905), quien informó sobre un tipo de colonización atípica por endofitos 

septados en raíces de Allium sphaerocephalum L. y Ruscus aculeatus L. Sin 

embargo, fue Melin (1922) quien realizó las primeras descripciones de estos 

endofitos como grupo e introdujo la forma taxón Mycelium radicis atrovirens (MRA) 

para micelios septados, melanizados y estériles asociados a ectomicorrizas y raíces 

de Picea abies y Pinus sylvestris. Posteriormente Melin (1923) acuñó el término 

“pseudomicorriza” para esta relación y la consideró como una simbiosis de tipo 

antagónica. Uno de los trabajos más amplios es el de Peyronel, quien en 1924 

registró la colonización por endofitos septados en más de 135 especies de 

angiospermas. Estos trabajos pioneros en el grupo dan cuenta de la dificultad de 

catalogar el rol funcional de estos endofitos y por ende, de asignarles una 

clasificación adecuada. Desde esos primeros trabajos, muchos otros describieron 

este tipo de hongos en diversos ambientes, utilizando diferentes denominaciones 

(Richard y Fortin, 1973; Read y Haselwandter, 1981). A pesar de que constituyen un 

agrupamiento heterogéneo de hongos, fue recién en 1991 cuando Stoyke y Currah 

introdujeron la denominación actual “endofito septado oscuro” (DSE), utilizada para 

describir hongos con hifas septadas y parcial o totalmente melanizados dentro de 

tejidos radicales sanos. Muchos de los trabajos realizados en las siguientes décadas 

se centraron en describir la colonización en plantas de ambientes extremos, ya que 

en la mayoría de los casos estos hongos fueron encontrados durante el análisis de 

la colonización de otros simbiontes, como las ectomicorrizas y las micorrizas 

arbusculares (Jumpponen y Trappe, 1998) en esos ambientes. Este aspecto es el 

que llevó a muchos investigadores a hipotetizar que la presencia de melaninas en 

las estructuras de estos hongos jugaría un papel importante en la tolerancia a tales 

condiciones e incluso han especulado acerca de un papel en la tolerancia de los 

hospedantes. Sin embargo, trabajos posteriores han establecido su presencia su 

presencia en otros ambientes (Mandyam y Jumpponen, 2015). 
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Distribución 

Estos endofitos han sido encontrados en un amplio rango geográfico, desde las 

llanuras costeras de Sudáfrica hasta las zonas tropicales, templadas, subalpinas, 

alpinas y marítimas y también en zonas antárticas y árticas. Son especialmente 

frecuentes en ecosistemas asociados con alguna condición de estrés tales como 

ecosistemas árticos o de gran altitud (Newsham, 2011), áridos o semiáridos (Knapp 

et al., 2012), sequía, alto contenido de sal, baja fertilidad, alta concentración de CO2 

o incluso en suelos contaminados con metales pesados (Ban et al., 2012). Este 

aspecto es el que ha motivado a muchos investigadores a proponer que la 

interacción entre los hongos DSE y las plantas hospedantes es crucial para la 

supervivencia de estas últimas en condiciones de estrés (Knapp et al., 2015). La 

tolerancia de estos hongos a las condiciones adversas ha sido atribuida por Barrow 

(2003) a la presencia de melaninas en la superficie de las hifas y los 

microesclerocios. En algunos trabajos se ha podido correlacionar su presencia con 

una mayor tolerancia a la presencia de compuestos tóxicos (Zhan et al., 2016; 

Potisek et al., 2021). Sin embargo, esta correlación no siempre se ha podido 

comprobar (Frederick et al., 1999). De hecho, en un estudio con diferentes especies 

de hongos DSE expuestas a concentraciones crecientes de sal, la tolerancia no se 

correlacionó con la acumulación de melaninas (Graber et al., 2020). En cuanto al 

efecto sobre los hospedantes colonizados por hongos DSE, la hipótesis general 

sugerida por muchos estudios es que la alta concentración de este pigmento protege 

a las plantas de los radicales libres o iones de metales pesados debido a su efecto 

antioxidante (Zhan et al., 2011; Ban et al., 2012). Aunque en un trabajo reciente 

Graber et al., (2023) establecieron que la presencia de melanina en diferentes cepas 

de hongos DSE jugó un papel importante en el proceso de colonización de plantas 

de tomate, sin ejercer influencia en el crecimiento, la absorción de nutrientes o la 

tolerancia de las plantas a altas concentraciones de sal. La caracterización y el 

papel de las melaninas en la respuesta de estos hongos y en particular en su papel 

en los hospedantes ante condiciones adversas, es un aspecto que aún necesita ser 

investigado en profundidad. 

En cuanto a la distribución de los hongos DSE en Argentina, existen pocos trabajos 

que analicen la composición y diversidad de la comunidad de hongos DSE en 
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ambientes agrícolas o naturales. La mayoría de los trabajos describen la 

colonización de las raíces por estos hongos, sin realizar ningún tipo de identificación 

ni aislamientos. Si bien en un comienzo se documentó la presencia de estos 

endofitos cuando se hacían registros de la colonización de hongos MA (Urcelay 

2002; Lugo et al., 2009; Lugo et al., 2011), paulatinamente se incrementaron los 

trabajos en los que los objetivos se centraban en el análisis de la colonización de 

ambos tipos de hongos o específicamente sólo de hongos DSE, en distintos géneros 

de plantas vasculares presentes en distintas regiones naturales del país. Se ha 

descripto la colonización en más de 48 familias de plantas de diversos hábitats. 

Entre ellos pueden mencionarse trabajos realizados en las provincias de Córdoba 

(Menoyo et al., 2007; Fracchia et al., 2009), Tucumán (Albornoz et al., 2014; 

Lizarraga et al., 2015), Entre Ríos (Terlizzi et al., 2022), Buenos Aires (Rothen et al., 

2017), sitios salinos de Salta y Jujuy (Cofré et al., 2012), la región de la Puna (Lugo 

et al., 2018; Menoyo et al., 2020) y bosques patagónicos (Fernández et al., 2008; 

2010; Salgado Salomón et al., 2013). Se han observado en muchos de estos 

estudios que los hongos DSE coexisten en las raíces de las plantas con los hongos 

micorrícicos arbusculares (HMA) (Becerra et al., 2009; Lugo et al., 2009; Fracchia et 

al., 2009; Fernández et al., 2011; Cofré et al., 2012; Salgado Salomón et al., 2013; 

Mercado et al., 2013; Lizarraga et al., 2018; Lugo et al., 2018; Menoyo et al., 2020; 

Terlizzi et al., 2022; Cuassolo y Villanueva, 2023). En efecto, los  endofitos septados 

oscuros coexisten con las micorrizas, independientemente del estado de las 

micorrizas o las características ambientales, por lo que se ha sugerido que es 

necesario profundizar los patrones de diversidad global y sus factores determinantes 

(Fontenla et al., 2022). 

 

Reproducción 

De muchos de los hongos DSE, no se conocen sus estructuras reproductivas 

sexuales ni asexuales, lo que ha dificultado su identificación mediante caracteres 

morfológicos. Los miembros del Complejo Phialocephala fortinii-Acephala applanata 

(PAC), unos de los grupos de endofitos septados oscuros predominantes en las 

raíces de las plantas leñosas en muchos ecosistemas del hemisferio norte, han sido 

ampliamente estudiados (Sieber y Grünig, 2006; Grünig et al., 2008; Zeilinger et al., 

2016). Sin embargo, poco se sabe sobre su biología reproductiva y cómo contribuye 
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a su papel ecológico en los ecosistemas forestales. Los estudios de Zaffarano et al., 

(2011) sugirieron la posibilidad de existencia de sexo críptico en el PAC. En un 

relevamiento de endofitos foliares de diferentes especies de Picea y de Pinus, 

Tanney et al., (2016) encontraron que Phialocephala spp. fue uno de los 

aislamientos más frecuentes y también pudieron recolectar los estados sexuales 

correspondientes a P. scopiformis, P. piceae y a varias especies no descritas. 

Como endofitos de transmisión horizontal, los hongos DSE se propagan 

fundamentalmente a través de las estructuras vegetativas que forman al asociarse 

con sus hospedantes. Los microesclerocios, además de constituir estructuras de 

almacenamiento y de resistencia, junto con las hifas asociadas o colonizando trozos 

de raíces en descomposición y eventualmente, cuando los originan, los conidios, 

constituyen las principales formas de propagación (Mandyam y Jumpponen, 2015; 

Young et al., 2021). 

Colonización del hospedante 

La colonización de las raíces por hongos DSE no siempre ha sido exhaustivamente 

descripta. Existen pocos trabajos que analicen los primeros eventos y el patrón de 

colonización. Se considera que la colonización de las raíces por hongos DSE en 

general sigue un patrón similar y comienza con el desarrollo de un cierto número de 

hifas superficiales, formación de coils sobre pelos radiculares y/o sobre otras células 

epidérmicas (O'Dell et al., 1993; Stoyke y Currah, 1993; Yu et al., 2001; Ohki et al., 

2002). En ciertos casos pueden verse estructuras semejantes a hifopodios (Currah 

et al., 1993; Yu et al., 2001) y sólo ocasionalmente, pueden aparecer estructuras 

semejantes a una red de Hartig o un manto en ciertas plantas leñosas (O'Dell et al., 

1993; Fernando y Currah, 1996 ). Otros ejemplos de observación de estructuras 

atípicas son los casos de Acephala macrosclerotiorum originando estructuras que se 

asemejan a ectomicorrizas en pinos y abetos (Lukešová et al., 2015) o 

Heteroconium chaetospira formando loops semejantes a micorrizas ericoides en 

Rhododendron obtusum var. kaempferi (Usuki y Narisawa, 2005). Las hifas penetran 

los espacios entre las células epidérmicas adyacentes, continúan hasta el eje 

principal de la raíz y pasan a través de los espacios intercelulares de las células 

corticales. Una vez que las hifas están dentro de la raíz, forman masas de células 

fúngicas melanizadas empaquetadas dentro de las células corticales, lo que resulta 
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en el desarrollo de microesclerocios sin colonización del tejido vascular (Ohki et al., 

2002; Yonezawa et al., 2004; Shadmani et al., 2021). Los microesclerocios han 

mostrado acumulación de glucógeno, proteínas y polifosfatos (Yu et al., 2001; Young 

et al., 2021), los que estarían implicados en incrementos de la viabilidad fúngica en 

condiciones adversas (Yung et al., 2021) (Fig 4).  

 

 

 

 

Fig 4. Estructuras características de los DSE. Hifas septadas oscuras (flechas) y microesclerocios 

(M) en raíz de Bromus auleticus. A: 400X 

 

Efectos sobre el hospedante: crecimiento y nutrición 

Debido a su alta diversidad funcional y de especies, no es fácil sacar conclusiones y 

hacer afirmaciones generales sobre los DSE y sobre la naturaleza de las 

asociaciones planta-DSE (Newsham, 2011; Mayerhofer et al., 2013). Algunos 

autores sostienen que, al igual que los hongos micorrícicos, los DSE pueden formar 

una red de hifas que permiten ampliar la superficie de contacto con el suelo, así 

como alcanzar microporos a los que las raíces no pueden llegar. De este modo, les 

permite acceder al agua y a los nutrientes más allá de la zona de agotamiento (Liu y 

Wei, 2019). Uno de los trabajos más interesantes y precursores en el estudio del 

intercambio de nutrientes es el de Usuki y Narisawa (2007), quienes lograron 

comprobar que el hongo Heteroconium chaetospira transfirió nitrógeno (N) a plantas 
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de Brassica campestris, mientras que éstas le suministraron fuentes de Carbono (C), 

principalmente sacarosa. Upson et al., (2009) al evaluar los efectos de seis DSE 

miembros de Helotiales (Oculimacula yallundae, Mollisia y Tapesia spp.) sobre el 

crecimiento y el equilibrio de nutrientes de Deschampsia antárctica, en presencia de 

diferentes fuentes orgánicas e inorgánicas de N, encontraron diferencias 

significativas. Al emplear fuentes inorgánicas no se observaron efectos o se 

observaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las plantas, mientras que en 

presencia de formas orgánicas se observó inducción del crecimiento. En este último 

caso, además, la mitad de las cepas aumentaron el contenido de nitrógeno, por lo 

que sugirieron que los DSE son capaces de mineralizar péptidos y aminoácidos en 

la rizosfera, haciendo que el N esté más disponible para las raíces. Por su parte, 

Alberton et al., (2010), al evaluar los efectos de diferentes DSE sobre el crecimiento 

y la adquisición de nutrientes en plántulas de Pinus sylvestris en condiciones 

limitadas de N y elevadas concentraciones de CO2. En el ensayo de 125 días que 

llevaron a cabo, los últimos 27 días las plántulas se marcaron con 14CO2 y 15NH+4. 

Los resultados demostraron que los hongos DSE aumentaron la eficiencia del uso 

de nutrientes de la planta sobre todo en condiciones elevadas de CO2. En efecto, las 

plantas inoculadas con los endofitos mostraron incrementos en la biomasa y la 

respiración subterránea. La concentración de N en los brotes disminuyó en 

condiciones elevadas de CO2. Mahmoud y Narisawa (2013) encontraron que un 

DSE identificado como Scolecobasidium humicola, aumentó la biomasa en plantas 

de tomate en presencia de fuentes de nitrógeno orgánico. 

Trabajos más recientes confirmaron la importancia de los hongos DSE como 

descomponedores de materia orgánica y facilitadores en la movilización de 

compuestos de fósforo y nitrógeno. Este es el caso de tres aislamientos 

Phialocephala fortinii obtenidos a partir de raíces de Asparagus officinalis, los que 

aumentaron el crecimiento de plantas al utilizar fuentes orgánicas de fósforo y 

nitrógeno y en medios orgánicos y semiorgánicos (Surono y Narisawa, 2017). 

Vergara et al., (2017) también trabajaron con fuentes orgánicas e inorgánicas 

enriquecidas con 15N en tomate inoculadas o no con hongos DSE y determinaron 

que en los tratamientos con hongos DSE en presencia de la fuente orgánica 

mostraron una mayor eficiencia de recuperación 15N, P y K. Además, aumentaron 

los contenidos de 15N, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn y Zn, la altura de las plantas, el 
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número de hojas y otros parámetros de crecimiento. En contraste, los únicos efectos 

positivos observados en presencia de la fuente de N inorgánico fueron la eficiencia 

de recuperación de K, el contenido de K y el área foliar en presencia de una de las 

cepas de DSE. Al emplear las mismas cepas de DSE con el objetivo de evaluar su 

impacto en la actividad de las bombas de protones, la recuperación de nitrógeno a 

partir de una fuente inorgánica (sulfato de amonio) y la acumulación de nutrientes en 

plantas de arroz, Vergara et al., (2019) comprobaron que una de las cepas 

endofíticas indujo la expresión de ciertas isoformas de la H+-ATPasa de membrana 

plasmática, la actividad de la H+-ATPasa de membrana y la H+-pirofosfatasa. 

Debido a estos resultados los investigadores postularon que estos efectos reflejan 

una estrategia para mejorar la recuperación de N del sulfato de amonio y el 

crecimiento de las plantas de arroz. Por el contrario, Yatki et al., (2019) encontraron 

que al evaluar dos cepas de DSE de los géneros Periconia y Cadophora, sólo la 

primera de ellas aumentó la biomasa de plantas de tomate cuando estaban 

presentes fuentes orgánicas, pero ambas promovieron el crecimiento cuando se 

cultivaron con fertilizantes inorgánicos. Estos investigadores sugieren que la 

respuesta de crecimiento del tomate con fertilización inorgánica no se basaría en 

mejoras en la nutrición vegetal, lo que sí podría explicar los resultados en presencia 

de fuentes orgánicas con Periconia. Li et al., (2023) pudieron establecer que la 

aplicación de hongos DSE identificados como Acrocalymma aquatica y Alternaria 

alstroemeria combinados con residuos orgánicos para el cultivo de la planta 

medicinal Isatis indigotica bajo estrés por sequía, mejoró el contenido del alcaloide 

epigoitrina, un compuesto con propiedades antivirales, y también la biomasa vegetal. 

En los ensayos que fueron realizados en maceta observaron además que la 

aplicación mixta de DSE y residuos orgánicos tuvo efectos sinérgicos adicionales 

sobre las actividades enzimáticas del suelo y la materia orgánica del suelo. En 

resumen, existen numerosos trabajos que registran la participación de varios hongos 

endofitos en la mejora del crecimiento de las plantas y la absorción de nutrientes sin 

embargo, pocos trabajos establecen cuáles son los mecanismos específicos por los 

que hongos endofitos modifican la fisiología de las plantas y ejercen sus efectos 

(Sarkar et al., 2021) (Fig 5). Más allá de estos trabajos puntuales, se acepta que no 

hay evidencias claras de un intercambio directo de nutrientes entre una planta y los 
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DSE, ya que nunca se han detectado interfaces especializadas para la transferencia 

mutualista de nutrientes (Ruotsalainen et al., 2022).  

Los conocimientos recientes sobre la genética de los DSE revelaron que muchas 

cepas tienen una proporción notablemente alta de genes característicos de los 

hongos saprobios en sus genomas (Schlegel et al., 2016; Knapp et al., 2018). De 

hecho se ha comprobado que algunas cepas producen una amplia gama de 

enzimas hidrolíticas y oxidativas, incluyendo amilasas, celulasas, lacasas, lipasas, 

pectinasas, oxidasas polifenólicas, enzimas proteolíticas y xilanasas, y muestran una 

actividad lignolítica incompleta (Caldwell et al., 2000; Vohník et al., 2012; Surono y 

Narisawa, 2017). De este modo, uno de los principales mecanismos por los cuales 

benefician a su hospedante es mediante la mineralización de sustratos presentes en 

el suelo, favoreciendo la incorporación de nutrientes (Vohník et al., 2012; Knapp et 

al., 2018; Deng et al., 2020; Ruotsalainen et al., 2021). Algunos autores hipotetizan 

que los DSE requieren solo una inversión mínima de recursos de la planta a causa 

de su capacidad saprofítica por lo que podrían obtener C a partir de subproductos 

metabólicos de desechos de la planta (Ruotsalainen et al., 2021). Entonces, aún 

queda por entender las razones de su colonización intrarradical e intracelular, lo que 

ha llevado a preguntarse si el tipo de colonización está relacionado con la búsqueda 

de un nicho seguro y estable o refugio dentro de las raíces frente a condiciones 

adversas presentes en el suelo (Ruotsalainen et al., 2021). 

 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-022-03264-x#ref-CR36
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-022-03264-x#ref-CR9
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Fig 5. Los efectos de la colonización de DSE en la aptitud de las plantas afectadas por metales 

pesados y sequía. Las DSE favorecen el crecimiento de las plantas mejorando su nutrición. A cambio 

del carbono (C) derivado de las plantas, los DSE descomponen eficientemente el sustrato del suelo 

incrementando el conjunto de nutrientes (P y N) disponibles para las plantas (a). Los DSE protegen a 

las plantas de los metales pesados (HM), ya sea por su inmovilización directa por las hifas fúngicas o 

favoreciendo su secuestro en las paredes celulares de las plantas, reduciendo la reserva soluble de 

HM (b) y su posterior translocación al tejido vascular de las raíces y los brotes (c). Los DSE 

aumentan la tolerancia de las plantas a la sequía y la salinidad mejorando las propiedades hidráulicas 

de las raíces. Las plantas colonizadas por DSE producen raíces más largas de menor diámetro y 

mayor biomasa, caracterizadas por un intercambio iónico y una absorción de agua eficiente (d). 

Además, la presencia de DSE en plantas afectadas por la sequía mejora la conductancia estomática, 

el intercambio de gases y la transpiración (e). Las asociaciones mutuas entre las DSE y las plantas 

favorecen la fisiología vegetal, aumentando el contenido de clorofila, la tasa de fotosíntesis y la 

producción de fitohormonas, como la auxina (IAA) y el ácido abcísico (ABA), así como los 

mecanismos de defensa de las plantas, como la producción de osmolitos, enzimas antioxidantes y 

metabolitos secundarios (f). La exposición de plantas no colonizadas por el DSE a la sequía y al HM 

provoca su baja biomasa, clorosis, aumento del daño oxidativo y pérdida de transpiración (g). 

Modificado de Malicka et al., (2022) 

 

En Argentina, hay muy pocos trabajos que evalúen los efectos sobre los 

hospedantes, particularmente sobre su nutrición y crecimiento. Entre aquellos en los 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vascular-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/water-uptake
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/stomatal-conductance
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/photosystem
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/abscisic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/antioxidative-enzymes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorosis
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que se observaron efectos beneficiosos para las plantas hospedantes, pueden 

mencionarse incrementos en la biomasa, en el número de frutos en plantas de soja y 

trigo al inocular una cepa nativa perteneciente al género Drechslera (Navarro, 2008). 

En ensayos realizados con una cepa de hongo DSE identificada como Alternaria 

alternata, seleccionada por su tolerancia al fungicida carbendazim, se realizaron 

ensayos en plantas de trigo con y sin la incorporación del fungicida, se encontraron 

aumentos en la biomasa de las plantas en presencia de la cepa en los tratamientos 

con el agroquímico (Cisneros et al., 2014). En ensayos preliminares en plantas de 

soja con DSE provenientes de diferentes regiones y hospedantes, Lo et al., (2014) 

hicieron un análisis fisiológicos de tres cepas pertenecientes al orden Pleosporales y 

encontraron que dos de ellas fueron capaces de producir auxinas, ninguna solubilizó 

fosfatos, todas produjeron endo y exoglucanasas, sólo una ligninasas y ninguna 

produjo pectinasas. Al evaluar los efectos en plantas de soja, encontraron que las 

tres cepas produjeron aumentos en la longitud de los vástagos y en los pesos secos 

de vástagos y raíces, aunque las diferencias no fueron significativas. Posteriormente, 

Lo et al., (2014) realizaron ensayos en plantas de trigo y de cebada, combinando 

una cepa de Dreschlera sp. con una de un hongo MA, Rhizophagus intrarradices, 

con cosechas en diferentes etapas fenológicas. En trigo, estos investigadores 

encontraron un adelantamiento en la espigazón en el tratamiento con el DSE, 

mientras que en las plantas inoculadas sólo con la cepa de hongo MA y con ambas 

cepas, mostraron incrementos en el número de espigas. Por último, Rothen (2015) 

al analizar el perfil enzimático de diversos DSE, encontró una relación entre las 

capacidades enzimáticas y el comportamiento en la planta hospedante, donde los 

endofitos estrictos fueron los que menos actividades enzimáticas presentaron. La 

producción de AIA fue variable. En ensayos de facilitación y translocación de N in 

vitro, Cladosporium sphaerospermum, favoreció el crecimiento de plantas de Glycine 

max. Los mismos resultados fueron obtenidos en condiciones de invernadero, 

cuando las plantas fueron co-inoculadas con bacterias fijadoras de nitrógeno, las 

que además desarrollaron mayor cantidad de nódulos en presencia del DSE. Este 

hongo también promovió el crecimiento de Triticum aestivum. Estos resultados 

positivos se dieron particularmente en condiciones donde el nitrógeno no se 

encontraba asimilable. 
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Interacciones múltiples Epichloë-Bromus auleticus- DSE 

Como se ha mencionado, las plantas están involucradas simultáneamente en 

múltiples interacciones con microorganismos (Larimer et al., 2010). Sin embargo, la 

mayor parte de la investigación sobre las interacciones tripartitas en plantas se ha 

centrado en los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) y las bacterias fijadoras de 

nitrógeno (Afkhami et al., 2020). Por lo tanto, es importante ampliar estos estudios 

más allá de las asociaciones de HMA, rizobios y leguminosas, mejorando así 

nuestro conocimiento sobre las interacciones múltiples. 

Los HMA, clasificados en el Phylum Glomeromycota (Schüβler et al., 2001), son 

simbiontes mutualistas obligados de la mayoría de las plantas. Mientras que la 

planta hospedante proporciona carbohidratos, el simbionte fúngico puede aumentar 

la absorción de nutrientes inorgánicos, especialmente fósforo y nitrógeno, así como 

el aumento de la resistencia frente a los patógenos de las plantas y la sequía (Smith 

y Read, 2008). Se han observado efectos positivos y negativos en la colonización de 

la raíz por HMA debido a la simbiosis con endofitos Epichloë (Chu-Chou et al., 1992; 

Guo et al., 1992; Müller, 2003; Novas et al., 2005, 2009; Omacini et al., 2006; Mack 

y Rudgers, 2008; Liu et al., 2011; Arrieta et al., 2015; Vignale et al., 2016, 2018, 

2020, 2023). Mientras que las investigaciones realizadas en gramíneas silvestres 

han mostrado un mayor grado de colonización de HMA en plantas asociadas a 

Epichloë (E+) que en plantas no asociadas (E-) (Novas et al., 2005, 2009; Larimer et 

al., 2012; Arrieta et al., 2015; Vignale et al., 2016, 2018, 2020), las investigaciones 

realizadas en gramíneas agronómicas seleccionadas mostraron resultados opuestos 

(Chu-Chou et al., 1992; Guo et al., 1992; Müller, 2003; Omacini et al., 2006; Mack y 

Rudgers, 2008; Liu et al., 2011). En América del Sur, estudios en gramíneas 

silvestres realizados en el campo y en el invernadero han demostrado que la 

colonización de la raíz por HMA se promueve en plantas E+ en comparación con las 

plantas E- (Novas et al., 2005, 2009; Arrieta et al., 2015; Vignale et al., 2016, 2018, 

2020, 2023). Además, en un estudio reciente en el campo, las plantas E+ de Bromus 

auleticus promovieron la colonización por HMA de vecinos agronómicos (Vignale et 

al., 2020) (Fig. 6).  

Sin embargo, una clase de interacción multitrófica que ha recibido poca atención es 

la que se establece entre las plantas, los endofitos fúngicos foliares y endofitos de 

raíz. Hasta donde sabemos, hay sólo unos pocos estudios que han evaluado la 
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interacción simultánea de Epichloë/DSE/HMA/gramínea (Vandegrift et al., 2015; 

Slaughter y McCulley, 2016; Slaughter et al., 2018, 2019). Estos autores han 

propuesto que la interacción múltiple depende de la fisiología del hospedante, la 

disponibilidad de inóculo, la interacción con los simbiontes y el medio ambiente. 

Estos estudios enfatizan que no es posible generalizar sobre las interacciones 

múltiples y destacan el papel clave del contexto ambiental, así como los 

antecedentes genéticos. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que hayan 

evaluado la  interacción simultánea y diversidad asociada a Epichloë/DSE/B. 

auleticus. 

 

El fósforo, su rol esencial en la nutrición y desarrollo de las plantas 

El fósforo (P) es un elemento esencial que está presente en todos los suelos en 

formas tanto inorgánicas como orgánicas. Las formas inorgánicas derivan de la 

meteorización de la roca mineral primaria, incluyendo varias formas de apatita 

(Smeck, 1985). Tras la meteorización, el P inorgánico (Pi) se encuentra en la 

solución del suelo como ortofosfatos, incluyendo H2PO4 y HPO4. Dependiendo de las 

condiciones del suelo, los ortofosfatos pueden ser adsorbidos por complejos 

minerales, convirtiéndolos en formas insolubles (Kruse et al., 2015). En suelos 

ácidos, están ligados tanto a óxidos de hierro y aluminio como a minerales 

arcillosos; sin embargo, en suelos alcalinos, están ligados principalmente al 

carbonato de calcio (Hinsinger, 2001). Además, los ortofosfatos solubles que no 

quedan adsorbidos son a menudo asimilados en varios sistemas biológicos; por lo 

tanto, aproximadamente entre el 30% y el 80% del P presente en el suelo está 

inmovilizado en diversas formas orgánicas (Dalai, 1977). La forma más común de P 

orgánico es el fosfato de inositol, que constituye aproximadamente el 60% del P 

orgánico total en el suelo (Dalai, 1977). El fosfato de inositol es estable y se forma 

por una serie de ésteres de fosfato que van desde monofosfatos hasta hexafosfatos. 

El fitato, o hexakisfosfato de inositol, es la forma más abundante de fosfato de 

inositol (Turner et al., 2002). Otras formas de P orgánico incluyen fosfatos de 

glicerol, fosfolípidos, ácidos nucleicos y fosfatos de azúcar; todos estos están 

contenidos principalmente en la biomasa microbiana del suelo y, en conjunto, 

constituyen menos del 2% del P orgánico total del suelo (Stewart y Tiessen, 1987). 

Todas las formas de P orgánico en el suelo son no biodisponibles, es decir, no están 
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fácilmente disponibles para la absorción por las plantas, porque inherentemente 

tienen altos pesos moleculares y, por lo tanto, deben ser hidrolizadas en formas 

inorgánicas solubles, como el ortofosfato (Stewart y Tiessen, 1987).  

El P juega un papel crucial en muchos procesos moleculares de las plantas, 

incluyendo la síntesis de ácidos nucleicos, la síntesis y estabilidad de membranas, la 

respiración, las vías de transducción de señales, la actividad enzimática y las 

reacciones redox (Ha y Tran, 2014). El P también es vital en la fotosíntesis, la 

formación de embriones y semillas, y la fijación biológica de nitrógeno (Ha y Tran, 

2014). Debido a su papel fundamental en las plantas, la concentración en el suelo 

que está biodisponible para las raíces de las plantas es bastante baja (Bieleski, 

1973). Así, cuando el suministro de P en el suelo no satisface la demanda de P de la 

planta, esto resulta en múltiples efectos adversos sobre el crecimiento y desarrollo 

de la planta, incluyendo defoliación, intolerancia a factores de estrés biótico y 

abiótico, y una reducción significativa del rendimiento (Jain et al., 2007) 

Para satisfacer la demanda de alimentos de la creciente población humana, 

fertilizantes químicos a base de P (incluidos fosfato monoamónico, fosfato 

diamónico, superfosfato y diferentes formulaciones de nitrógeno-fósforo-potasio) han 

sido utilizado ampliamente en todo el mundo desde la década de 1960 (Carvalho, 

2006). Aunque esta práctica ha demostrado ser eficaz para mitigar temporalmente 

los síntomas de la deficiencia de nutrientes de P en los cultivos, las aplicaciones 

frecuentes de fertilizantes de P en exceso, tienen impactos ambientales 

perjudiciales, incluyendo la eutrofización de los ecosistemas acuáticos debido a la 

lixiviación y drenaje del P residual de los campos agrícolas (Cade-Menun et al., 

2010; King et al., 2015). Además, el P es un recurso no renovable, y las reservas 

conocidas de fosfato de roca, que actualmente abastecen la demanda agronómica 

de fertilizantes de P, son insostenibles y se estima que se agotarán en un plazo de 

50 a 100 años (Dhillon et al., 2017). Finalmente, entre el 75 y el 90% del P aplicado 

se precipita por complejos de hierro, aluminio o calcio presentes en el suelo, 

haciéndolo inaccesible para la planta en el primer año de aplicación (Cade-Menun et 

al., 2010). La baja fertilidad del suelo y las altas aplicaciones de P también inhiben 

directamente a los microorganismos que pueden mejorar naturalmente la 

disponibilidad de P en los suelos (García et al., 2015).  
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Las plantas adaptadas a suelos deficientes en P mejoran su adquisición y eficiencia 

en el uso de P mediante (1) cambios en los rasgos arquitectónicos de las raíces, (2) 

aumentando la tasa de mineralización de P a partir de minerales de roca, (3) 

removilizando fuentes orgánicas de P mediante la hidrólisis, (4) reemplazando 

fosfolípidos en las membranas con sulfolípidos y galactolípidos, o (5) empleando 

rutas metabólicas que pueden conservar P (Giehl y von Wiren, 2014). Sin embargo, 

la adaptación más importante a las condiciones de suelo limitantes en P es el 

desarrollo de interacciones con microbios del suelo (Raven et al., 2018). 

Un gran número de organismos microbianos, incluidos bacterias, hongos y algas, 

exhiben la capacidad de solubilización y mineralización de P. Para una mejor 

utilización del P acumulado en los suelos, los microorganismos solubilizadores de 

fósforo, capaces de transformar el P insoluble en formas solubles, pueden funcionar 

como biofertilizantes (Zhu et al., 2012). El uso de biofertilizantes de P es un enfoque 

prometedor para mejorar la producción de alimentos a través del aumento del 

rendimiento agrícola, ya que es amigable con el medio ambiente (es decir, un 

paradigma que enfatiza el uso de enmiendas biológicas del suelo en lugar de 

productos químicos) (Babalola y Glick, 2012). 

Entre los hongos con capacidad de solubilizar P se destacan cepas de: Aspergillus, 

Paecilomyces, Penicillium y Trichoderma, entre otros (Srinivasan et al., 2012; 

Sharma et al., 2013). El estudio de la capacidad de solubilización de fosfatos 

presentes en el suelo por hongos DSE, se ha incrementado en los últimos años, 

unos de los primeros trabajos es el de Barrow y Osuna (2002) describieron la 

capacidad de Aspergillus ustus, el que describieron como un DSE. Desde entonces 

esta capacidad se ha documentado en cepas de origen y taxonomía diversos. 

Hongos solubilizadores de fósforo y Epichloë 

En relación con el efecto de la asociación Epichloë-gramínea sobre los hongos 

solubilizadores de fósforo, hasta el momento solo se conoce el estudio de Arrieta et 

al., (2015). En este trabajo, se investigó la comunidad de hongos en la rizósfera de 

Bromus auleticus, comparando plantas E+ (asociadas a E. pampeana) y E−, así 

como suelos agrícolas y no agrícolas. Se lograron aislar 356 cepas de hongos, de 

las cuales 49 solubilizaron fosfato tricálcico en medio NBRIP agarizado. La 

caracterización morfológica reveló que la mayoría de estos hongos correspondían a 
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los géneros Aspergillus, Penicillium y Talaromyces. Cabe destacar que el estatus 

endofítico de B. auleticus influyó significativamente en la diversidad de hongos 

solubilizadores de fosfato (HSF) en la rizósfera, observándose una mayor diversidad 

en las plantas E+. Además, se registró una mayor diversidad de HSF en suelos no 

agrícolas en comparación con los suelos agrícolas. Por su parte, Stefanoni Rubio 

(2019) detectó diferencias en la solubilización de P, por parte de HSF, ya que no 

todas las cepas solubilizaron todas fuentes utilizadas, a su vez la concentración de 

exudados de raíces asociadas Epichloë presentó un incremento en la solubilización 

de P.  

 

 

Fig 6. Esquema que resume los efectos de los hongos endofíticos bajo el suelo sobre la colonización 

de las raíces de los HMA y la eficiencia de la simbiosis, la absorción de P y la reducción del estrés de 

la planta basado en experimentos in vivo. Hongos micorrícicos arbusculares (HMA); endofito septado 

oscuro (DSE); micelio extrarradical (MER); hongos solubilizadores de fósforo (HSF). Modificado de 

Della Monica et al., (2021). 
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Forrajera Bromus auleticus 

Bromus auleticus Trin. ex Nees (Pooideae) es una gramínea C3 perenne invernal 

nativa de Argentina, sur de Brasil y Uruguay. Dentro de Argentina, donde es 

vulgarmente denominada cebadilla chaqueña, su área de distribución abarca las 

provincias de La Pampa, Buenos Aires, Córdoba, Santa Fe, San Luis, Entre Ríos y 

Corrientes (Gutiérrez y Pensiero, 1998; Millot, 2001). Se la puede encontrar tanto en 

pastizales de la región pampeana como en las sierras cordobesas y puntanas, sur 

de la región chaqueña y en la Mesopotamia hasta la mitad sur de Corrientes. Habita 

en suelos arenosos o arenosos-humíferos pero en las áreas de gran explotación 

agroganadera es más difícil de encontrar por efecto del laboreo continuado 

(Gutiérrez y Pensiero, 1998). 

Las plantas son cespitosas, presentan rizomas breves y forman matas cuyas cañas 

pueden alcanzar hasta 1 m de altura (Burkart, 1969). Las panojas son erectas y 

pueden medir hasta 20 cm de longitud. Las espiguillas son grandes (2 a 3 cm) y 

portan entre 6 y 9 flores (Fig. 7).  

Debido a su alta productividad, palatabilidad, riqueza en proteínas, persistencia a 

campo y resistencia a la sequía (Moraes y Oliveira, 1990; Millot, 1999; Gasser et al., 

2005), es una de las forrajeras más valiosas en el Cono Sur (Millot, 1999; Traverso, 

2001; Ayala et al., 2010; Bustamante et al., 2012). 

 

 

Fig. 7. Plantas de Bromus auleticus en el campo experimental de la FCEN-UBA. A.Vista general de la 

planta. B. En estado de antesis. C. Con semillas. Fotos tomadas por Daniel Ruíz Mínguez y Natalia 

Terlizzi. 
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Como ya se ha mencionado, los efectos observados en el desarrollo de gramíneas 

asociadas a endofitos Epichloë pueden ser explicados por la producción de 

metabolitos incorporados al suelo a través de los exudados radiculares, siendo 

responsables de modular las comunidades de los microorganismos rizosféricos. 

Debido a que estas comunidades, a su vez, tienen un rol central en la utilización de 

los nutrientes y, por lo tanto, en promover el desarrollo del hospedante y de plantas 

vecinas, y considerando la información previamente presentada, es de interés 

abordar la interacción simultánea entre una gramínea nativa silvestre, los endofitos 

Epichloë y los endofitos DSE (Fig. 8). La intención es obtener una comprensión más 

completa de cómo estos tres organismos interactúan entre sí. Al adoptar un enfoque 

holístico, se busca desentrañar gradualmente los mecanismos complejos que están 

en juego en este sistema específico. 

 

Fig. 8. Esquema general de los grupos funcionales aéreos y subterráneos de los  endofitos fúngicos: 

(1) Epichloë en la semilla (transmisión vertical). (2) Endofitos Epichloë creciendo en tallos y hojas. (3) 

DSE, en las raíces. Todos ellos interactúan simultáneamente dentro de la misma planta. DSE, 

endofito septado oscuro. Modificado de Della Monica et al., (2021). 
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HIPÓTESIS 

La presencia simultánea de simbiontes funcionalmente distintos, que proporcionan 

diferentes beneficios a la planta, se evidencia en la promoción de la colonización del 

hospedante por parte de los mismos y su efecto conjunto beneficia a las plantas 

hospedantes 

 

Particulares 

 

Los endofitos Epichloë, en simbiosis con su hospedante, afectan la asociación de la 

raíz con endofitos septados oscuros (DSE), lo cual se evidencia en la riqueza y 

diversidad de los DSE asociados. Nuestra predicción es que la asociación con 

Epichloë se relaciona con una mayor diversidad y riqueza de DSE. 

 

Los exudados de los endofitos Epichloë afectan de manera diferencial el crecimiento 

de cepas de DSE con diferentes estrategias nutricionales. 

Predicción: Los exudados de endofitos Epichloë favorecerán el crecimiento de cepas 

de DSE endofíticas y son antagónicos para cepas de DSE patogénicas. 

 

La asociación simultánea de B. auleticus con endofitos Epichloë y DSE, debido a ser 

simbiontes funcionalmente distintos y que proporcionan diferentes beneficios a la 

planta, se evidencia en propiedades emergentes (i.e. efectos distintos el esperado 

para cada simbionte en particular) que benefician a las plantas hospedantes. Se 

predice que la presencia de diferentes tipos de simbiontes incrementa el uso de los 

recursos de sus hospedantes, así como un aumento en la capacidad de absorción 

de P. 
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Objetivos Generales  

Se proponen 3 objetivos generales que a su vez pueden estar asociados a objetivos 

particulares. 

 

1. Evaluar el efecto de la simbiosis Bromus auleticus-Epichloë sobre la identidad 

de las cepas DSE asociadas a las raíces del hospedante. 

Objetivos particulares 

●  Evaluar la naturaleza endofítica-patogénica de las cepas DSE a partir de 

ensayos de resíntesis. 

● Identificar cepas de DSE, aisladas de raíces de Bromus auleticus asociadas o 

no al endofito Epichloë. 

● Analizar el efecto de la asociación mutualista Bromus auleticus-Epichloë 

sobre la diversidad y riqueza de las cepas de DSE bajo estudio. 

● Analizar la relación entre la identidad del hongo DSE, su comportamiento y 

frecuencia, en plantas de Bromus auleticus asociadas o no al endofito 

Epichloë. 

2. Evaluar los caracteres asociados al tipo de interacción que establecen los 

endofitos DSE con Bromus auleticus y determinar el efecto de los endofitos Epichloë 

sobre estos rasgos. Identificar a los endofitos DSE en términos de características 

beneficiosas para el hospedante. 

Objetivos particulares 

 

● Evaluar la capacidad de solubilización de fósforo de las cepas DSE aisladas 

de B. auleticus. 

● Analizar y establecer el grado de correlación entre los patrones de 

colonización en el hospedante y las tasas de crecimiento de las cepas DSE y 

su relación con su estrategia nutricional. 

● Evaluar el efecto de los exudados de Epichloë sobre el desarrollo in vitro de 

cepas de DSE. 

● Evaluar el efecto de una cepa de Setophoma terrestris sobre plantas adultas 

de Bromus auleticus asociadas o no a Epichloë. 
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3. Evaluar el efecto simultáneo de los  endofitos Epichloë y DSE sobre el 

desarrollo del hospedante. 

Objetivos particulares 

 

● Evaluar el efecto conjunto de los  endofitos Epichloë y de DSE sobre el 

desarrollo del hospedante.  

 

● Cuantificar el contenido de fósforo en el tejido aéreo de plantas de Bromus 

auleticus asociadas o no a Epichloë e inoculadas o no con el DSE, con 

incorporación o no de una fuente de P inorgánica. 

 

● Analizar el efecto de la asociación con Epichloë sobre el grado de 

colonización del DSE en las raíces de Bromus auleticus. 

 

● Evaluar el impacto de la asociación simultánea de B. auleticus con  endofitos 

Epichloë y  endofitos DSE sobre los parámetros de crecimiento del 

hospedante.  
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INTRODUCCIÓN 

Continuo mutualismo-parasitismo 

La comunidad microbiana endofítica ha experimentado millones de años de 

coevolución dentro de la planta hospedante y ha dado como resultado la generación 

de una retroalimentación reactiva en la fisiología del hospedante (Poveda et al., 

2021). Se suele emplear el término holobionte para referirse a la planta y su 

microbioma o endobioma asociado, el que de manera similar a los sistemas 

ecológicos de los organismos superiores, muestra una dinámica interdependiente y 

compleja que actúa como un determinante esencial para el crecimiento y desarrollo 

general de la planta (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Además, mientras que las 

plantas se originan a partir de semillas, el microbioma tiene una multitud de fuentes. 

El ensamblaje de estas comunidades depende de la interacción entre la plántula 

emergente y su entorno circundante, siendo el suelo la fuente principal (Sánchez-

Cañizares et al., 2017). Estas comunidades microbianas son controladas por la 

planta a través de diferentes estrategias, como el perfil específico de exudados de la 

raíz y las respuestas de defensa (Olanrewaju et al., 2019) pero a pesar de este 

control, el microbioma aún es capaz de adaptarse y prosperar. 

La simbiosis con microorganismos es un fenómeno ubicuo con un impacto masivo 

en todos los organismos vivos. Los factores que alteran las interacciones 

interespecíficas son centrales en la ecología de estas asociaciones (El-Metwally et 

al., 2023). El “continuo mutualismo-parasitismo” es un paradigma establecido como 

marco para explicar por qué las asociaciones simbióticas pueden desplazarse de 

mutualismos a parasitismos (Francis y Read, 1995; Saikkonen et al., 1998; Jones y 

Smith, 2004). En el caso particular de las interacciones planta-hongo, según este 

paradigma, las asociaciones compatibles entre el hospedante y el hongo producen 

respuestas en el hospedante que están delimitadas en un extremo por mutualismos 

obligados en los que los hospedantes no pueden sobrevivir en ausencia de sus 

simbiontes fúngicos y en el otro extremo por parasitismos, que conducen a la 

muerte de una planta hospedante debido a la presencia del hongo. Si bien la 

posición de cada asociación planta-hongo compatible a lo largo de este continuo 

resulta de interés y depende del contexto (Karst et al., 2009), es necesario conocer 

los factores que operan en la variabilidad en estas simbiosis y cómo lo hacen. Estos 
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factores incluyen, entre otros, la variabilidad biótica de los hongos componentes 

(Munkvold et al., 2004; Grünig et al., 2008; Mandyam et al., 2012; 2013) o plantas 

hospedantes (Jones et al., 1990; Thompson et al., 1994; Karst et al., 2009; 

Hoeksema et al., 2010) así como la variabilidad abiótica en la disponibilidad de luz o 

nutrientes o en el estrés bajo el cual se evalúa la simbiosis hongo-hospedante 

(Johnson et al., 1994; 1997; Redman et al., 2001; Rodríguez et al., 2008). 

La existencia de un continuo entre el mutualismo y el parasitismo ha constituido la 

alternativa más ampliamente aceptada para explicar el rango de respuestas posibles 

en diferentes asociaciones entre hongos y plantas. Tanto en el caso de otros 

hongos asociados a las raíces como los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) 

(Johnson et al., 1997, Jones y Smith 2004), o los endofitos foliares (Schulz y Boyle 

2005; Schulz 2006), el caso de los hongos DSE no ha sido la excepción. Sin 

embargo, debido a la gran heterogeneidad dentro del grupo, mientras algunos 

investigadores sugieren que se trata simplemente de habitantes ocasionales del 

entorno de la raíz, otros los consideran parásitos y muchos que se trata de hongos 

mutualistas (Mandyam y Jumpponen 2015). 

Rango de respuestas de las plantas a los hongos DSE 

En el marco de este paradigma, se ha tratado de definir la posición de los hongos 

DSE. En los últimos años se han incrementado los trabajos que documentan que los 

efectos de los hongos DSE resultan beneficiosos, no sólo para las plantas, sino 

también para los endofitos (He et al., 2020; Akhtar et al., 2022) y muchos han sido 

mencionados en la introducción general de esta tesis. Esto ha puesto de manifiesto 

la importancia de este grupo de hongos y sus posibles aplicaciones biotecnológicas 

(Li et al., 2023), sobre todo en el ámbito agroindustrial debido a los efectos sobre la 

promoción del crecimiento e incrementos en la salud y productividad de las plantas. 

Gran parte de la bibliografía reciente muestra resultados alentadores que relacionan 

la colonización por hongos DSE con una mejor respuesta de las plantas a 

condiciones de salinidad, sequía, presencia de metales pesados y otras 

adversidades ambientales, sobre todo en vista de la creciente preocupación por el 

cambio climático global y la contaminación en agroecosistemas (Li et al., 2023; 

Raza et al., 2019). Otro ámbito en el que los hongos DSE se han destacado es en la 

industria farmacológica al mejorar el contenido de ingredientes activos en distintos 
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hospedantes (He et al., 2019; Su et al., 2021; Li et al., 2023) o ser fuente de 

metabolitos bioactivos con diferentes propiedades (Lee et al., 2017; Siless et al., 

2018; Tienaho et al., 2019).  

Sin embargo, ha habido informes de efectos neutrales y negativos de DSE en las 

plantas hospedantes. Es el caso de trabajos realizados con DSE del complejo de 

especies Phialocephala fortinii-Acephala applanata (PAC). Tellenbach et al., (2011) 

informaron que algunas cepas causaron enfermedades en las plántulas de abeto, 

mientras que otras no tuvieron efectos nocivos, por lo que concluyeron que los 

efectos negativos o neutrales de estos DSE dependen de la cepa empleada. Por su 

parte, empleando especies de este complejo en plantas de abedul y abeto, 

Reininger et al., (2012) mostraron que una de las cepas evaluadas originó 

respuestas opuestas en ambos hospedantes, reduciendo en forma significativa la 

biomasa en abeto, pero no en abedul. Además, en la mitad de las combinaciones 

cepa-hospedante, la biomasa vegetal se correlacionó en forma negativa con la 

biomasa endofítica. Resultados similares fueron reportados por Zhu et al., (2015) en 

la planta medicinal Epimedium wushanense, quienes informaron que de siete 

aislamientos de hongos DSE, uno identificado como Leptodontidium orchidicola 

mejoró el crecimiento de la planta y el contenido de ingredientes activos, mientras 

que tres aislamientos no identificados provocaron la muerte de las plantas y, los tres 

restantes tuvieron un impacto negativo o neutral en el crecimiento de la planta y la 

acumulación de metabolitos bioactivos (Zhu et al., 2015). Por su parte, Li et al., 

(2018) también informaron los efectos positivos, neutrales y negativos de diferentes 

DSE sobre el crecimiento de Ammopiptanthus mongolicus en condiciones de 

sequía. Cepas de DSE perteneciente a Phialophora spp., Paraconiothyrium spp. y 

Embellisia chlamydospora generaron efectos positivos sobre el número de ramas y 

el contenido mineral de A. mongolicus, mientras que otras cepas de 

Paraconiothyrium spp. y de Darksidea spp. mostraron impactos negativos en los 

mismos parámetros (Li et al., 2018). Por otra parte, al evaluar los efectos de la 

coinoculación de diferentes cepas de DSE, los resultados de la competencia entre 

ellas dependían de las cepas involucradas y así cuando una cepa inhibió el 

desarrollo de otra, también redujo el impacto de sus efectos. Por su parte Li et al., 

(2019) al evaluar 4 cepas de diferentes especies de DSE en programas de 

restauración de regiones desérticas con Hedysarum scoparium, encontraron que los 
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efectos benéficos fueron particularmente notables en condiciones de estrés hídrico 

cuando inocularon las plantas con Phialophora sp. y Leptosphaeria sp. Sin embargo, 

cuando las plantas fueron inoculadas con Embellisia chlamydospora se observó una 

reducción notable en el crecimiento en condiciones de buen riego, comportamiento 

no observado cuando se expusieron al estrés hídrico. En resumen, se ha propuesto 

que el impacto de los hongos DSE, ya sea negativo o positivo, depende de la 

especie e incluso de la cepa y del aislamiento. Además las especies hospedantes 

también pueden jugar un papel de importancia (Mandyam y Jumpponen 2015; Li et 

al., 2019). 

Colonización de la planta hospedante: Importancia de los ensayos de 

resíntesis 

En los trabajos con hongos DSE, independientemente de la búsqueda de cepas con 

potenciales aplicaciones, o en todo caso como medida previa para ello, es necesario 

establecer el papel de las cepas aisladas a partir de las raíces de la planta 

hospedante. Además, este aspecto es fundamental en estudios ecológicos 

(Schlaeppi y Bulgarelli 2015). Habitualmente, al realizar aislamientos de hongos, se 

consideraba suficiente emplear raíces sanas y asintomáticas para concluir que las 

cepas fúngicas obtenidas constituían hongos endofitos de raíz de acuerdo con la 

definición amplia de hongos endofitos (Wilson, 1995; Saikkonen et al., 1998). Sin 

embargo, en los últimos años, aunque emplear plantas sanas en su ambiente 

natural para los muestreos, resulta una medida fundamental, es muy importante 

realizar ensayos de resíntesis. Éstos son ensayos que consisten en establecer la 

asociación y evaluar tanto el comportamiento de las cepas al reinocularse en las 

plantas hospedantes, como las respuestas de éstas últimas. Se debe contar con 

cultivos puros y en buen estado de las cepas, las que, en general, se inoculan en 

semilla o en plántula en condiciones controladas. Este tipo de ensayos, aunque en 

cierto grado resultan un tanto artificiales, permiten clasificar el tipo de interacción 

que se establece y determinar si la presencia del hongo causa efectos negativos o 

beneficiosos en la planta hospedante. En algunos trabajos los ensayos de resíntesis 

se han realizado en macetas en cámara de crecimiento o en condiciones de 

invernáculo (Schadt et al., 2001), sin embargo, es recomendable que la inoculación 

se realice en condiciones de esterilidad y que las plantas se mantengan en un 

sistema cerrado utilizando medio sintético como el medio Murashige y Skoog (MS) u 
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otro sustrato de crecimiento propicio para el hospedante. De este modo se intenta 

obtener resultados representativos del comportamiento del hongo. Por otra parte, 

aunque en algunos trabajos se han empleado plantas modelo o plantas de fácil 

acceso y observación como lo es el puerro (Mandyam y Jumpponen, 2008; Knapp et 

al., 2012; 2018), es mejor utilizar el mismo hospedante del que fueron obtenidas las 

cepas (Ban et al., 2012). 

Los resultados de los ensayos de resíntesis pueden ser analizados en distintos 

niveles. El primero de ellos, es el macroscópico e incluye el análisis del estado 

general de la planta y de la presencia o no de síntomas tales como clorosis, 

marchitamiento, necrosis, defoliación y reducciones significativas en el crecimiento 

de las plantas. El segundo nivel es el análisis microscópico de las raíces. Este nivel 

es fundamental para corroborar la infección y colonización de los tejidos por parte 

de las cepas en evaluación, lo que implica principalmente el reconocimiento de hifas 

septadas, melanizadas, al menos parcialmente y microesclerocios en el interior de 

las raíces (Knapp el al., 2012). Asimismo, en los ensayos de resíntesis, resulta clave 

realizar una minuciosa observación de las características del tejido colonizado. 

Alteraciones microscópicas como invaginaciones o papilas en membranas 

plasmáticas, degradación y engrosamiento de paredes celulares, desorganización 

celular, deposición de compuestos y muerte celular indican una relación patogénica 

(Yu et al., 2001; Ohki et al., 2002; Yonezawa et al., 2004; Hashiba y Narisawa 2005; 

Zeilinger et al, 2016; Rothen et al., 2017). 

Identificación y diversidad de los hongos DSE 

Para explorar el potencial de los hongos endofitos presentes en un ambiente y/o 

diferentes nichos o asociados a determinado hospedante, es esencial determinar la 

diversidad de la comunidad, cuya composición está altamente influenciada por la 

edad, los tejidos y el genotipo de las plantas hospedantes (Kumar et al., 2019). 

Tradicionalmente, la identificación de hongos endofíticos presentes en ambientes 

naturales ha sido limitada debido a la naturaleza no cultivable y no esporulante de la 

mayoría de los hongos endofíticos. En el caso particular de los hongos DSE, su 

identificación por medio de caracteres morfológicos ha resultado difícil debido a la 

ausencia de estructuras reproductivas (Mandyam y Jumpponen, 2015). Aunque 

Addy et al., (2005), se han propuesto condiciones para inducir la esporulación in 
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vitro, como el empleo de medios específicos y una incubación prolongada a bajas 

temperaturas, ha sido necesario recurrir a la aplicación de métodos moleculares 

para su identificación (Grünig et al., 2011). Además, una herramienta que se ha 

empleado como primer acercamiento para caracterizar hongos DSE es la 

clasificación en base a morfotipos propuesta por Lacap et al., (2003). En ella se 

propone agrupar los aislamientos en base a una serie de características 

relacionadas con la velocidad de crecimiento, color, textura y morfología de las 

colonias tanto en el anverso como en el reverso de cultivos puros. Estas 

agrupaciones presentan una alta correlación entre las secuencias de ADN de los 

aislamientos incluídos en un mismo morfotipo (Lacap et al., 2003) y constituyen 

muchas veces un paso previo de gran utilidad antes del empleo de técnicas 

moleculares. 

Los avances en las técnicas moleculares, principalmente la secuenciación del 

espaciador interno transcrito (ITS) del ADNr nuclear en el caso de cultivos de cepas 

aisladas, y en los años recientes, las técnicas de metagenómica, particularmente la 

pirosecuenciación, han facilitado el procedimiento de identificación de estos hongos. 

Sin embargo, aunque es necesario destacar que las técnicas de metagenómica han 

favorecido el desarrollo de un acervo genético de hongos endofíticos beneficiosos, 

no se utilizan para cultivos puros de hongos aislados, sino para establecer patrones 

de distribución y preferencias ecológicas distintivas. En el caso de los hongos DSE, 

el empleo de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con secuencias ITS 

resultan las más aceptadas y son las que se han empleado en las últimas décadas 

(Grunig et al., 2011, Kia et al., 2017). En general, en el desarrollo de cebadores para 

realizar PCR con el fin de evaluar la diversidad fúngica en el suelo ha sido el grupo 

de genes rRNA y, a pesar de sus limitaciones, el gen 18S rRNA, el más utilizado, 

explotando tanto las regiones conservadas como las variables que contiene (Kia et 

al., 2017). Sin embargo, el empleo de las regiones espaciadoras de ADNr no 

codificantes, como las secuencias ITS, se benefician de una rápida tasa de 

evolución, lo que da como resultado una mayor variación de secuencia entre 

especies estrechamente relacionadas en comparación con las regiones codificantes 

más conservadas del grupo de genes de ADNr. Por lo tanto, en hongos, estas 

secuencias generalmente proporcionan una mayor resolución taxonómica que las 

secuencias generadas a partir de regiones codificantes (Lord et al., 2002; Anderson 
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et al., 2003). White y sus colegas (1990) diseñaron los primeros cebadores de PCR 

para la amplificación de regiones de ADNr 18S e ITS de hongos a partir de ADN 

extraído. Aunque éstos se diseñaron con información de secuencias de referencia 

limitada, demostraron ser herramientas muy poderosas y todavía son ampliamente 

utilizadas. Son especialmente útiles tratándose de cultivos puros y se los ha 

considerado como marcadores estándar para códigos de barras de ADN de hongos. 

Esto ha permitido contar con una buena base de datos que permite la identificación 

a nivel de género e inclusive, de especie. Además es posible hacer filogenias 

cuando se desea responder a preguntas relacionadas con procesos evolutivos y de 

especiación o análisis de la influencia de la filogenia y otros caracteres del hongo en 

su interacción con las plantas, aunque generalmente se complementan con el 

empleo de otras secuencias (Kia et al., 2017). Más recientemente, técnicas como el 

análisis de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) y la espectrometría de masas 

MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization- time of flight), entre otras, 

también han sido empleadas como complemento para la identificación rápida y 

eficiente de hongos tanto dependientes como independientes del cultivo (Kumar et 

al., 2019). 

Los hongos DSE constituyen un grupo polifilético actualmente distribuido en más de 

40 clases, 100 órdenes y unas 1500 especies pertenecientes a diferentes órdenes 

del Phylum Ascomycota. Curiosamente, como ya se ha mencionado, estos endofitos 

se han aislado de diversos hospedantes y a partir de un amplio rango de hábitats, 

inclusive a partir de plantas que crecen en condiciones extremas. Como 

consecuencia, se estima que es un grupo altamente diverso. Algunos investigadores 

consideran que esta enorme diversidad puede estar correlacionada con su papel 

beneficioso decisivo en el ecosistema y sus procesos (Wani et al., 2015; Sampangi-

Ramaiah et al., 2020). La mayoría de los estudios de diversidad pertenecen a 

diferentes ecosistemas del hemisferio Norte. Se ha podido establecer que una alta 

proporción de especies de DSE puede ser incluida principalmente dentro de los 

órdenes Heliotiales, Pleosporales, Sordariales o Pezizales. Trabajos recientes 

también han identificado DSE pertenecientes a géneros de los órdenes 

Chaetothyriales, Calospheriales, Eurotiales, Hypocreales, Magnaporthales, 

Microascales, Xylariales. Leotiales, Capnodiales y Chaetosphaeriales (Newsham 

2011; Knapp et al., 2012; Mandyam y Jumpponen 2015; Santos et al., 2021). Entre 
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los géneros de hongos DSE que han sido aislados con mayor frecuencia o que han 

sido caracterizados con mayor profundidad se pueden mencionar a Cadophora, 

Microdochium, Trichocladium y especialmente Phialocephala (Grünig et al., 2008). 

El género Phialocephala incluye especies estrechamente relacionadas 

filogenéticamente, que son indistinguibles y que se agrupan en el complejo de 

especies denominado PAC. Los DSE más frecuentes en los ecosistemas forestales 

naturales del hemisferio norte pertenecen al PAC (Stoyke y Currah, 1991; Addy et 

al., 2005; Grünig et al., 2011; Stroheker et al., 2021). Phialocephala fortinii fue 

descrita por primera vez en asociación con Pinus sylvestris por Wang y Wilcox 

(1985). Desde entonces, esta especie se ha encontrado en muchos ambientes, 

sobre todo del hemisferio norte. Por otro lado, otro complejo de especies con amplia 

distribución es el altamente polimórfico Phialophora/Cadophora 

(Chaetothyriales/Helotiales) y Harpophora (Magnaporthales) con anamorfos en los 

géneros Gaeumannomyces y Magnaporthe (Gams, 2000; Yuan et al., 2010; Zhang 

et al., 2011). Phialophora comprende especies que colonizan ampliamente árboles 

y, en menor medida, plantas herbáceas, mientras que el género Harpophora se 

asocia típicamente con las raíces de plantas herbáceas, principalmente Poaceae 

(Berthelot et al., 2017; Likar y Regvar, 2009; Sieber, 2002). Aunque la investigación 

de DSE está aumentando, nuestro conocimiento sobre la diversidad de estos 

hongos sigue siendo limitado (Santos et al., 2021). La clasificación dentro de este 

grupo se ha actualizado gradualmente y aún está en actualización. 

Permanentemente se están describiendo nuevas especies, pero también se cuenta 

con muchos aislamientos que aún no tienen un posicionamiento taxonómico 

adecuado (Yuan et al., 2010; Knapp et al., 2015; Malicka et al., 2022).   

Diversidad de los hongos DSE en Argentina 

En nuestro país la mayoría de los estudios se han limitado a analizar la colonización 

de diversas plantas hospedantes en distintas regiones y en muchos de ellos se ha 

correlacionado con la colonización por distintos tipos de micorrizas. Los trabajos de 

aislamiento e identificación, con análisis de la comunidad de DSE son muy escasos. 

Puede mencionarse un estudio preliminar en el que se aislaron hongos DSE 

asociados a la especie endémica Puccinellia frígida asociada a humedales 

hipersalinos de Laguna Brava, una laguna altoandina con condiciones climáticas 

extremas, ubicada en la provincia de La Rioja. Del total de aislamientos, que se 
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agruparon en 5 órdenes diferentes, la mayoría pertenecieron a los géneros: 

Alternaria, Embellisia, Emericellopsis, Cadophora, Gaeumannomyces y 

Aureobasidium, muchas de ellas mostraron elevada tolerancia a la salinidad  

(Cisneros et al., 2014). Por su parte Rothen et al., (2017) estudiaron la comunidad 

de estos endofitos, asociada a plantas de soja de campos de la provincia de Buenos 

Aires, muestreadas en dos etapas fenológicas. Se pudo establecer que la identidad 

y la frecuencia de los aislamientos fue diferente en cada etapa de crecimiento del 

cultivo. Los aislamientos obtenidos pertenecieron en su mayoría al orden 

Pleosporales, pero se encontraron también unos pocos aislamientos de géneros 

pertenecientes a los órdenes Capnodiales, Botryosphaeriales y Helotiales. Algunos 

taxones como Boeremia sp., Cadophora sp., Coniothyrium sp., Corynespora 

cassiicola, Peyronellaea sp. y Phaeosphaeria sp., se aislaron exclusivamente de 

plántulas, mientras que en la etapa reproductiva fueron especies exclusivas 

Curvularia trifolii, Cladosporium sp. y Macrophomina phaseolina, esta última con 

comportamiento claramente patogénico. Dos especies frecuentes que se 

encontraron en ambas etapas fenológicas, fueron Paraphoma radicina y Alternaria 

alternata. Sus observaciones respaldan la hipótesis del cambio en el consorcio de 

estos hongos según la etapa de desarrollo del hospedante. Por su parte, Pescie et 

al., (2021) analizaron la presencia de hongos endofitos en las raíces de diferentes 

cultivares de arándano provenientes de tres zonas productoras. Sus resultados 

revelaron una gran variación tanto entre las zonas como entre los cultivares. 

Además, identificaron que algunos de los hongos endofitos presentaron una función 

patogénica. Entre los géneros más frecuentes pueden mencionarse Oidiodendron, 

Humicola y Coremiella. Dos especies del género Oidiodendron, O. maius y O. 

echinulatum, mostraron comportamiento micorrícico del tipo ericoide. En uno de los 

trabajos más recientes, Echeverría et al., (2024) aislaron e identificaron hongos 

endofíticos, entre ellos algunos DSE, a partir de raíces de un cultivo comercial de 

cebada. Los aislamientos pertenecieron a cuatro órdenes: Pleosporales, Xylariales, 

Hypocreales y Chaetothyriales. Entre los hongos DSE fueron identificados Exophiala 

equina, Curvularia arcana y Microdochium sp., los que, además, fueron capaces de 

solubilizar fosfatos. También debe mencionarse el trabajo de Miranda et al., (2020) 

quienes trabajaron con taxones de hongos coprófilos asociados a heces de un 

roedor herbívoro subterráneo del género Ctenomys (tuco-tuco), en el bioma Monte 

Desierto del noroeste argentino. Con el objetivo de caracterizar la naturaleza de la 
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interacción entre dichos hongos y las plantas hospedantes, aislaron numerosas 

cepas que se comportaron como hongos DSE cuando se asociaron con las raíces, 

aunque no siempre formaron microesclerocios. Todas pertenecieron al mismo clado 

dentro de la familia Lasiosphaeriaceae del orden Sordariales, los géneros más 

frecuentes fueron Zopfiella y Cercophora. Este trabajo demostró que este roedor 

presenta capacidad para dispersar hongos de las raíces dentro de sus heces, 

específicamente HMA y DSE. 

La información disponible revela, por un lado, que queda mucho por explorar dentro 

de este grupo de hongos y, por otro, que existen importantes diferencias entre las 

comunidades de hongos DSE nativas y las registradas para el hemisferio norte. La 

identidad de las cepas presentes en ambientes naturales y agrícolas son esenciales 

para establecer el papel en los ecosistemas, sus implicancias en el establecimiento 

y colonización por las plantas hospedantes, su potencial como bioinoculantes y su 

importancia biotecnológica en general. 

 

HIPÓTESIS PARCIALES 

 

●  Los endofitos Epichloë modulan la comunidad fúngica asociada a las raíces 

de Bromus auleticus, favoreciendo mayor diversidad y riqueza en las 

comunidades de hongos DSE. 

 

● Las plantas de Bromus auleticus asociadas a endofitos Epichloë favorecen la 

colonización por hongos DSE con comportamiento no patogénico. 

 

 

OBJETIVOS PARCIALES 

 

● Evaluar la naturaleza endofítica-patogénica de las cepas DSE a partir de 

ensayos de resíntesis. 

 

● Identificar cepas de DSE, aisladas de raíces de Bromus auleticus asociadas o 

no al endofito Epichloë. 
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● Analizar el efecto de la asociación mutualista Bromus auleticus-Epichloë 

sobre la diversidad y riqueza de las cepas de DSE bajo estudio. 

 

● Analizar la relación entre la identidad del hongo DSE, su comportamiento y 

frecuencia, en plantas de Bromus auleticus asociadas o no al endofito 

Epichloë. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Durante mi tesina de Licenciatura (Terlizzi, 2018), se obtuvieron aislamientos, 

clasificados como potenciales DSE a partir de raíces de Bromus auleticus sanas, 

asociadas (E+) y no asociadas (E-) al endofito de vástago Epichloë. Las plantas se 

encontraban en la estación experimental agrícola del Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria de Concepción del Uruguay (provincia de Entre Ríos, 

Argentina). En este capítulo se llevó a cabo lo siguiente: 

- Evaluar la naturaleza endofítica de los aislamientos y sus efectos en B. auleticus 

mediante ensayos de resíntesis en un sistema cerrado 

- Identificar las cepas mediante técnicas moleculares como PCR y análisis 

filogenéticos 

- Establecer la diversidad de la comunidad de hongos DSE asociada a plantas E+ y 

E- y realizar un análisis ecológico comparativo.  

 

Ensayo de resíntesis 

Para establecer la naturaleza simbiótica de los hongos, se procedió a realizar un 

ensayo de resíntesis en condiciones de esterilidad. Para ello, las semillas de B. 

auleticus se trataron con ácido sulfúrico al 50% durante 30 minutos para eliminar la 

palea y la lemma y posteriormente, se lavaron con agua de la canilla seguida de 

NaClO (50 %) durante 1 hora. Por último, fueron enjuagadas con agua estéril. Todos 

los pasos mencionados se realizaron en condiciones de agitación. Este 

procedimiento permite eliminar la paleo y lemna, sin dañar el embrión y luego 

proceder con la esterilización superficial de la semilla. Las semillas se incubaron a 

23 °C en placas de Petri (Ø 9 cm) con papel de filtro humedecido con 2 ml de agua 

destilada esterilizada. Cuando las radículas de las plántulas alcanzaron una longitud 

de 2 cm, fueron inoculadas con los hongos endofitos.  

Cada plántula fue transferida a una placa de Petri que contenía una colonia fúngica 

en activo crecimiento sobre agar extracto de malta (AEM), colocando las raíces en 

contacto con la colonia. En el tratamiento control, las plántulas se colocaron en 

placas de Petri que contenían AEM sin la colonia fúngica. A continuación, las placas 

de Petri se incubaron en una cámara de cultivo con un ciclo de 16 horas de luz a 25 

ºC durante 5 días. Después de este periodo, cada plántula fue transferida a un tubo 

(de 2,5 cm de diámetro y 25 cm de altura) con 20 ml de vermiculita y solución de 
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Hoagland estériles. Finalmente, los tubos se colocaron en una cámara de cultivo a 

22 ºC, con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, durante 30 

días. Al término del experimento, se analizó el estado general de las plantas, 

prestando atención a síntomas como clorosis, marchitamiento, necrosis, caída de 

hojas o marcada inhibición del crecimiento. 

Una vez que las plantas fueron cosechadas, el sistema radical fue dividido en dos 

submuestras, una de ellas se empleó para realizar el re-aislamiento del hongo DSE, 

mientras que la otra submuestra fue clarificada y teñida con el fin de de corroborar la 

presencia del hongo en el interior de las raíces y cuantificar el nivel de colonización. 

Para re-aislar las cepas de DSE, se sometió la submuestra del sistema radical 

correspondiente, a una esterilización superficial. Esto se consiguió mediante un 

lavado secuencial en etanol al 70% durante 30 segundos, seguido de una inmersión 

en NaClO al 10% durante 3 minutos y, finalmente, etanol al 50% durante 30 

segundos. Luego, las raíces se cortaron en fragmentos de no más de 5 mm y se 

colocaron en cajas de Petri con AEM. Se sembraron 5 fragmentos por placas y se 

incubaron en la oscuridad a 25ºC. Se realizaron observaciones periódicas bajo lupa 

binocular para detectar hifas emergentes de los extremos de cada fragmento. 

La submuestra restante del sistema radicular se conservó en solución FAA 

(formaldehído:ácido acético:etanol; al 10%, 5%, 50%, en agua destilada) hasta que 

se pudo proceder con la clarificación con KOH 10% por 15 minutos, neutralización 

con HCl 0.2 N durante 3 minutos y finalmente tinción con Trypan Blue 0.02% por 15 

minutos, según el protocolo de Phillips y Hayman (1970). Esta tinción permitió 

observar las estructuras fúngicas al microscopio óptico (Fig 1.1). 

 

Identificación de los aislamientos fúngicos de DSE 

Si bien algunas de las cepas fueron identificadas morfológicamente, gran parte de 

ellas no originaron estructuras reproductivas (Terlizzi, 2018). Por lo tanto, se 

procedió a emplear técnicas moleculares con el fin de identificar todas las cepas y 

corroborar las identificaciones morfológicas realizadas previamente. La identificación 

se confirmó a nivel de especie mediante técnicas moleculares. 

 

-Extracción de ADN 

Para obtener ADN genómico, se partió de cultivos puros de cada aislamiento en 

AEM. A partir de cada colonia se procedió al cultivo e incubación de cada cepa en 
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caldo de extracto de malta (CEM) en cámara con condiciones controladas de 

temperatura (25 ºC) y oscuridad. La extracción del ADN genómico se realizó 

utilizando el kit de aislamiento de ADN microbiano UltraClean® (Mo Bio Laboratories 

INC.,Carlsbad, CA, EE.UU.). Posteriormente, se realizó una cuantificación del ADN 

utilizando el kit Qubit dsDNA HS Assay de Invitrogen, para conocer la cantidad de 

ADN con la cual se trabajaba y así ajustar la cantidad de ADN genómico durante la 

amplificación (Fig. 1.1)  

 

-Amplificación y secuenciación de las secuencias de ADN 

Se procedió a realizar la amplificación de la región de los espaciadores transcritos 

ribosómicos internos (ITS) utilizando los cebadores ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) 

a través de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Para la PCR la mezcla de reacción se realizó con 50 μl de volumen final de una 

mezcla que contenía 1-3 μl de ADN genómico, 37-39 μl de agua Milli-Q y se 

utilizaron 10 μl de PCR-mix. La PCR-mix contenía, 10 mM de dNTP, 10x de Buffer 

de reacción TAS, 3 mM de MgCl2, 100 μM de cebadores ITS4, 100 μm de 

cebadores ITS5 y 5000 U/ml de ADN polimerasa T-Holmes (Inbio Highway). Las 

condiciones de la reacción fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalización (94 ºC 

durante 2 min), 35 ciclos de desnaturalización (94 ºC durante 20 s), apareamiento a 

53,5 ºC (40 s), extensión a 72 ºC (1 min 50s) y una extensión final a 72 ºC (4 min). 

Los productos de la PCR fueron cuantificados utilizando un NanoDrop, previo al 

envío de los mismos para su secuenciación y purificación por el servicio de 

genotipado de Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur) mediante el método Sanger. 

 

-Análisis filogenéticos 

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa BioEdit 7.2.5 y se 

compararon con secuencias del GenBank (NCBI) mediante BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm .nih.gov/). Las secuencias fueron alineadas usando el 

programa Clustal W del Mega X (Kumar et al., 2018) se sometieron al método de 

máxima verosimilitud y al modelo general reversible en el tiempo (Nei y Kumar 

2000) con análisis de Bootstrap con 1000 réplicas para el soporte de los nodos 

(Felsenstein 1985). Siempre que estuvieron disponibles, se utilizaron secuencias de 

materiales tipo. 
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Fig. 1.1 Esquema de la metodología a seguir para identificación de cepas DSE y ensayo de 

resíntesis. 

 

Análisis de la diversidad y la riqueza 

  

Para comparar la riqueza y abundancia de especies entre plantas E+ y E-, se 

utilizaron los índices de Shannon-Wiener (H) y Simpson (D). El índice H´, tiene en 

cuenta la riqueza y la uniformidad, dando información independientemente del 

tamaño de la muestra considerada (Poole 1974), mientras que el índice D es 

sensible a la abundancia de una o dos de las especies más comunes de la 

comunidad (Simpson, 1949). Su valor oscila entre 0 y 1; valores próximos a cero 

indican que la comunidad es diversa, es decir, las especies presentes están 

igualmente representadas, con valores próximos de frecuencia, mientras que 

valores próximos a 1 indican la existencia de especies dominantes y, por ende, 

menor diversidad. Como complemento a este análisis, se realizó un análisis 

estadístico para comparar la riqueza en DSE entre los diferentes estados de 

Epichloë. Los análisis emplearon un Modelo Lineal Generalizado (MLG) ajustado 

por máxima verosimilitud con una distribución de Poisson. 

Se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA) utilizando como variables 

a las 14 especies de DSE identificadas en los aislamientos obtenidos de las 12 

plantas. Se incluyó la opción scale=TRUE para estandarizar las variables, lo que 

implica que se trabajó con la matriz de correlación en lugar de la matriz de 
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covarianza. Esto asegura que todas las variables contribuyan equitativamente al 

análisis, independientemente de sus unidades de medida o varianza. Los puntajes 

de las muestras en las primeras tres componentes principales fueron extraídos y se 

calculó la correlación entre estos puntajes y las variables originales para identificar 

las variables más influyentes en las componentes principales. Adicionalmente, se 

evaluó la significancia estadística de las correlaciones utilizando pruebas de 

correlación de Pearson, y se calcularon los valores de p correspondientes. 

Finalmente, se analizó la relación entre las componentes principales y la variable 

“estatus endofítico de la planta de origen”, para determinar su influencia en la 

estructura de los datos. Los análisis se realizaron con el paquete “vegan” en el 

entorno R. Todos los análisis se realizaron utilizando el entorno R, versión 4.3.0 

(2023-04-21, ucrt). 
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RESULTADOS 

Identificación de los aislamientos fúngicos de DSE 

Se identificaron 29 cepas de hongos mediante técnicas moleculares, aisladas de 

plantas sanas de B. auleticus: 18 de plantas E+ (Fig 1.2) y 11 de plantas E- (Fig 

1.3). Estas cepas se caracterizaron por la presencia de melaninas en cultivos en 

AEM. De estas, 7 fueron identificadas a nivel de género y 22 a nivel de especie.  

La Figura 1.3 muestra el árbol filogenético obtenido mediante el método de máxima 

verosimilitud.  

 

Fig 1.2. Cepas DSE aisladas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë e identificadas 

molecularmente como A. Setophoma terrestris B. Microdochium bolleyi C.Magnaporthiopsis sp. D. 

Simplicillium lamellicola E.Thelonectria blackeriella F. Epiccocum sp. G. Poaceascoma helicoides H. 

Microdhocium trichocladiopsis I. Periconia macrospinosa J. Hymenoscyphus sp. K. Dactylonectria sp.  
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Fig 1.3. Cepas DSE aisladas de Bromus auleticus no asociadas a Epichloë e identificadas 

molecularmente como A. Setophoma terrestris B. Tetraplosphaeria sp. C. Herpotrichia sp. D. 

Exophiala tremulae E. Periconia macrospinosa F. Poaceascoma helicoides G. Microdochium bolleyi 
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Fig 1.4. Árbol filogenético construído con el método de Máxima Verosimilitud, a partir de aislamientos 

de endofitos septados oscuros (DSE), de las raíces de B. auleticus, asociadas o no a Epichloë, 

basado en secuencias de los ITS ADNr. Modelo evolutivo: General Reversible en el Tiempo. En cada 

nodo se muestran los soportes de bootstrap. Grupo externo: Rhizopus microsporus.  
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Ensayo de Resíntesis 

 

El ensayo de resíntesis (Fig 1.5) permitió establecer que, de las 18 cepas aisladas 

de plantas E+, 11 mostraron comportamiento endofítico y sólo 7 fueron patogénicas. 

En contraste, en las plantas E-, la mayoría presentó comportamiento patogénico, ya 

que sólo 3 de las 11 cepas se comportaron como endofíticas, (Tabla 1.1).  

 

 
 
Fig 1.5. Etapas del ensayo de resíntesis, inoculación de las plántulas mediante el contacto de las 

raíces con la colonia fúngica. Luego, trasplante a tubos de ensayos con vermiculita como sustrato de 

crecimiento. Incubación en cámara a 24 °C con fotoperíodo de 16 hs luz/8hs oscuridad durante 30 

días. Finalmente se evaluó el estado general de la plántula y se tiñeron las raíces para observar 

estructuras fúngicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1.1. Identificación y estatus endofítico de las cepas aisladas de plantas de B. auleticus E+ y E-, 

y sintomatología y colonización de DSE asociada a las plántulas durante la resíntesis. 

ID=identificación molecular usando los cebadores ITS4 e ITS5. HSH= hifas septadas hialinas, HSO = 

hifas septadas oscuras. El color verde se asoció a cepas endofíticas y el rojo a cepas patogénicas a 

partir del ensayo de resíntesis. 
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Diversidad y Riqueza 

 

Para comparar la comunidad de hongos DSE en plantas E+ y plantas E- (Fig. 1.6.), 

se determinaron la riqueza y diversidad mediante los índices de Shannon-Wiener y 

Simpson, cuyos valores correspondientes pueden observarse en la Tabla 1.2. 

 

 
 
Fig 1.6. Abundancia de géneros/especies de acuerdo al estatus endofítico de las plantas de origen. 

Los números entre paréntesis indican el número de aislamientos por estatus.  

 

 

Tabla 1.2. Riqueza, índice de Shannon y Simpson asociados a plantas E+ y E-. 
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Análisis de correlación de estatus vs especies 

La correlación de las variables “especies” con la variable estatus endofítico de la 

planta de origen de cada aislamiento muestra que no hay correlaciones 

significativas entre ellas (Fig. 1.7) 

 
Fig. 1.7. Matriz de correlación entre variables especies y el estatus endofítico de la planta de origen. 

Se muestran los coeficientes de correlación de Pearson calculados para 14 datos entre las variables: 

Estatus, correspondiente a la planta de origen. Setophoma terrestris. Epicoccum sp. Herpotrichia sp. 

Periconia macrospinosa. Poaceascoma helicoides. Tetraplosphaeria sp. Hymenoscyphus sp. 

Microdochium bolleyi. Microdochium trichocladiopsis. Exophiala tremulae. Magnaporthiopsis sp. 

Dactylonectria sp. Thelonectria blackeriella. Simplicillium lamellicola. Se extrajeron los valores de p 

que se expresan como: * p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en 

función del valor del coeficiente de correlación. Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa 

fuerte), "turquesa" (correlación positiva fuerte), "blanco" (sin correlación). 

 

Análisis multivariado 

El análisis de componentes principales (PCA) permitió descomponer las 

correlaciones entre las variables estudiadas. Los resultados indican que la inercia 

total y no restringida es igual a 14, lo que sugiere que todas las variaciones fueron 

incluidas en el análisis. En cuanto a los valores propios (eigenvalues), el primer 

componente principal (PC1) presentó un valor de 2.9984, explicando el 21.42% de 

la variación total. Por su parte, el PC2, con un eigenvalue de 2.6645, explica el 

19.03%. Finalmente, el PC3, con un eigenvalue de 1.5796, PC3 explica 11.28%. Por 
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lo tanto, los tres primeros PC explican el 51% de la variabilidad del sistema 

evaluado. 

En relación a la contribución de las especies a cada componente principal, 

Setophoma terrestris fue la variable que más contribuyó positivamente a la PC1. 

También es notable la influencia negativa de Dactylonectria sp. y Thelonectria 

blackeriella, lo que sugiere que estas especies tienen un impacto significativo en la 

separación de muestras en la dirección de PC1. Microdochium trichocladiopsis y 

Hymenoscyphus sp. son las especies con mayor impacto en PC2, ambas con una 

correlación positiva significativa, seguidas de Microdochium bolleyi lo que indica que 

estas especies desempeñan un papel clave en la variabilidad explicada por esta 

componente. Magnaporthiopsis sp. seguida de Hymenoscyphus sp. y Microdochium 

trichocladiopsis aportan de forma significativa a la PC3. Esto sugiere que estas 

especies son críticas para capturar la variabilidad explicada por este componente. 

Finalmente, se puede mencionar a la especie Herpotrichia sp. que resultó ser el 

principal contribuyente negativo.  

La distribución espacial de las especies en el gráfico de PCA (Fig. 1.8) permite 

identificar cómo se agrupan o dispersan en función de sus contribuciones a las dos 

primeras componentes principales (PC1 y PC2), sugiriendo la posible existencia de 

al menos tres comunidades diferenciadas. Uno de los grupos estaría conformado 

por especies como Setophoma terrestris y Hymenoscyphus sp. ubicadas en el 

cuadrante superior derecho (PC1 y PC2 positivos), que podría estar asociado a 

plantas E+. En el cuadrante inferior izquierdo (PC1 y PC2 negativos), especies 

como Simplicillium lamellicola, Dactylonectria sp., y Thelonectria blackeriella 

muestran afinidad en este espacio, lo que podría indicar una comunidad con 

características opuestas a las del Grupo 1, sin embargo, también asociado a plantas 

E+. En el cuadrante inferior derecho (PC1 positivo, PC2 negativo), se encuentran 

especies como Periconia macrospinosa y Poaceascoma helicoides. Estas especies 

parecen agruparse debido a su contribución moderada al PC1 y baja al PC2. Este 

grupo se encuentra asociado a plantas E+ y E-, por lo que en este caso no queda 

claro la existencia de alguna tendencia. Considerando patrones adicionales, 

especies como Microdochium bolleyi y Herpotrichia sp. están más separadas del 

centro, lo que sugiere que explican gran parte de la variación asociada a las 

componentes principales, mientras que especies, como Tetraplosphaeria sp. y 
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Exophiala tremulae, se agrupan cerca del origen, lo que indica que tienen 

contribuciones más moderadas a los componentes analizados. 

 

 

 

Fig 1.8. Análisis de componentes principales (PCA) realizado sobre 14 cepas de endofitos septados 

oscuros aislados plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) y plantas no asociadas (E-). 

Los números representan las muestras de plantas. Las plantas numeradas 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 

corresponden a E+ y las plantas numeradas; 8; 9; 11; 12; corresponden a E-.  

 

Se realizó una prueba de correlación de Pearson para evaluar la significancia de las 

correlaciones entre las variables y el estatus de la planta de origen. La matriz de p-

valores muestra que las correlaciones no son estadísticamente significativas. 
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DISCUSIÓN 

El estudio de las interacciones planta-microorganismo permite explorar la diversidad 

de estrategias nutricionales de los hongos asociados y su impacto en el hospedante. 

Para avanzar en esta comprensión, es fundamental evaluar experimentalmente la 

naturaleza de estas relaciones, ya que las condiciones ambientales y los factores 

del hospedante pueden influir en el comportamiento de los microorganismos. En 

este sentido, los ensayos in vitro de resíntesis constituyen una herramienta clave 

para validar si los hongos aislados actúan como endofitos o patógenos bajo 

condiciones controladas, proporcionando una base para discutir la complejidad de 

estas interacciones. Estos experimentos permitieron realizar observaciones 

preliminares para describir y entender el tipo de interacción entre planta-

microorganismo en nuestro sistema acotado de estudio.  

Aunque los hongos fueron aislados de plantas sanas de Bromus auleticus cultivadas 

a campo, era necesario corroborar su comportamiento endofítico.  

 

Cepas endofíticas 

En relación a las especies que mostraron sólo cepas endofíticas fueron identificadas 

Microdochium trichocladiopsis, Magnaporthiopsis sp., Dactylonectria sp. y 

Thelonectria blackeriella, todas a partir de plantas E+. Por su parte, Periconia 

macrospinosa fue aislada tanto a partir de plantas E+, como de plantas E-. Respecto 

de Microdochium trichocladiopsis, antecedentes mencionan su aislamiento a partir 

de la rizósfera de Triticum aestivum (De Hoog y Hermanides-Nijhof 1977) y de 

raíces sanas de Arabidopsis thaliana (Mesnyi et al., 2021). En este último caso los 

autores secuenciaron el genoma de los endofitos fúngicos más representativos 

asociados a las raíces de A. thaliana entre los que se encontraba M. 

trichocladiopsis, el cual estaba presente en más del 50 % de las muestras. 

Asimismo, se realizaron ensayos de re-inoculación y evaluación del rendimiento que 

revelaron que esta especie no presentó un efecto negativo o positivo para la planta, 

lo que respalda su comportamiento como endofito. En este estudio las plantas 

inoculadas con la cepa de M. trichocladiopsis, se presentaban sanas y en las raíces 

se observaron hifas septadas oscuras y microesclerocios, confirmando la estrategia 

endofítica de la cepa, además de la inoculación exitosa. Además, como se 
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mencionó, en nuestro país Rhoten et al., (2018) y Echeverría et al., (2024) aislaron 

otras especies de este género que fueron consideradas endofíticas. 

En el caso de Magnaporthiopsis sp., especies asociadas a este género han sido 

identificadas como fitopatógenos causantes de enfermedades de raíz en céspedes 

asociados a campos deportivos sembrados con Festuca rubra y Poa annua entre 

otros (Luo et al., 2017; Wong et al., 2022), también hay especies asociadas a la 

marchitez en cultivos de importancia económica como maíz y algodón (Dor y Degani 

2019). En nuestro estudio, las plántulas de B. auleticus no presentaron síntomas de 

enfermedad aunque las raíces se observaron más delgadas y con coloración oscura 

respecto al control, a su vez se observaron hifas colonizando las raíces y la cepa 

inoculada logró ser reaislada, por lo tanto la inoculación resultó exitosa. Algo similar 

ocurrió con Dactylonectria sp. Gran parte de los estudios describen a las especies 

de este género como patógenos en leñosas frutales, como la vid y el manzano, en lo 

que se conoce como Síndrome del replante del manzano. Este síndrome afecta 

principalmente la biomasa aérea, mientras que en el sistema radicular, los síntomas 

incluyen una reducción significativa de la biomasa de raíz, un menor número de 

raíces, y la aparición de lesiones radiculares necróticas, negras y hundidas (Mancini 

et al., 2018; Gramaje et al., 2020). Sin embargo, otros estudios señalan un rol no 

patogénico de ciertas especies de Dactylonectria, en las plantas circundantes a 

campos de vid (Agustí-Brisach et al., 2011). Además, se han logrado aislar especies 

de este género a partir de plantas asintomáticas, como cereales y brasicáceas 

(Langenhoven et al., 2018), lo que sugiere que su comportamiento puede depender 

del contexto ecológico y del hospedante, o más aún, el hecho de que fitopatógenos 

se encuentren en plantas circundantes asíntomáticas puede determinar una 

estrategia, en la que dichas plantas sirvan de reservorio del inóculo. En el ensayo se 

resíntesis llevado a cabo en este estudio, las plantas inoculadas fueron más 

pequeñas que las del tratamiento control, sin embargo todas se encontraban en 

condiciones saludables y se observaron hifas septadas hialinas al microscopio 

óptico. 

En relación con Thelonectria blackeriella, los antecedentes la mencionan tanto como 

endofítica como fitopatógena. Este hongo ha sido aislado de raíces de plantas 

sanas de ginseng, Panax bipinnatifidus var. bipinnatifidus (An et al., 2022). Sin 

embargo, ciertas especies del género forman parte de un complejo de hongos 

fitopatógenos, que también incluye a especies del género Dactylonectria, causantes 
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de la podredumbre de raíz en Panax ginseng (Guan et al., 2020). En este estudio, 

todas las plantas de las cuales se aisló T. blackeriella estaban sanas, y se 

observaron todas las estructuras fúngicas características de los DSE. 

Como se mencionó previamente en esta sección, las tres cepas identificadas como 

Magnaporthiopsis sp., Dactylonectria sp. y T. blackeriella, que en nuestro estudio 

han sido clasificadas como endofíticas, tienen antecedentes como patogénicas. Una 

posible explicación para su comportamiento como endofíticas radica en que la 

interacción con el hospedante depende en gran medida de las diferencias entre las 

especies de plantas hospedantes involucradas. En este estudio se utilizó el mismo 

hospedante del cual fueron aisladas, lo que podría haber favorecido una interacción 

menos agresiva. Además, las condiciones experimentales y la asociación de las 

plantas con el endofito de vástago Epichloë, el cual podría modular la respuesta 

planta-DSE, son factores que también podrían influir en esta interacción. 

Finalmente se identificó Periconia macrospinosa con estrategia endofítica, asociada 

a plantas E+ y E-. Esta especie ha sido descripta por distintos autores como hongo 

DSE, aislado de una amplia variedad de ambientes que van desde templado a 

tropicales y de sistemas agrícolas a pastizales nativos (Domsch et al., 1980; Ellis 

1971; Mandyam et al., 2010 Knapp et al., 2018). Si bien hay un estudio que 

menciona por primera vez a esta especie como causante de mancha foliar en una 

cucurbitácea de importancia económica en India (Sarkar et al., 2019), Yakti et al., 

(2018) evaluaron parámetros de crecimiento en plantas de tomate, observando un 

aumento de la biomasa de raíces y brotes cuando los recursos de nutrientes 

orgánicos estaban presentes. Más aún recientemente, se ha evaluado su efecto 

como promotor de crecimiento en plantas de pepino (Cucumis sativus L.) y su efecto 

antagonista ante Fusarium oxysporum (Sidhoum et al., 2024). Estos antecedentes 

demuestran que el hongo se comporta como un endofito, lo que concuerda con 

nuestros resultados. 

 

Cepas patogénicas 

Las cepas clasificadas como patógenas debido a la presencia de lesiones en la 

parte aérea, en las raíces o bien ocasionar la muerte de las plántulas, incluyeron 

especies de Epicoccum e Hymenoschyphus ambas aisladas de plantas E+, así 

como una especie de Tetraplosphaeria y Exophiala tremulae aisladas de plantas E-. 
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El género Epicoccum está asociado al Fusarium Head Blight (FHB), ocupando el 

mismo nicho que el complejo de especies del FHB en las cabezas maduras de los 

cereales y en el grano cosechado (Karlsson et al., 2021). Mientras que, 

Hymenoscyphus es un género extenso de la familia Helotiaceae, que incluye más 

de 150 especies. Durante mucho tiempo se consideró que estaba integrado por 

descomponedores saprótrofos y endofitos no patógenos, hasta que la aparición de 

H. fraxineus como un exitoso patógeno invasor de fresnos en Europa, evidenció su 

capacidad patogénica causando grandes pérdidas (Rafiqui et al., 2023).  

En cuanto a Tetraplosphaeria, aunque existen pocos estudios sobre su rol como 

endofito, este organismo ha sido aislado a partir de caña de azúcar en etapas de 

producción comercial (Xiao et al., 2022). Estos investigadores evaluaron la 

diversidad y riqueza de endofitos en dos tipos de producción de azúcar, 

convencional y mecanizada. Aunque no encontraron diferencias significativas en la 

diversidad entre ambos tipos de producción, observaron una mayor abundancia del 

género Tetraplosphaeria en la producción mecanizada, lo cual sugiere un posible 

efecto positivo en el crecimiento y salud de la caña de azúcar en este sistema de 

producción. Este hallazgo contrasta con los resultados obtenidos en la única cepa 

perteneciente a este género aislada en este estudio.  

En el caso de Exophiala tremulae, existe poca información sobre esta especie en 

particular. El género Exophiala está ampliamente distribuido, y varias especies 

dentro de este grupo han sido identificadas como posibles agentes de micosis en 

humanos y animales. Sin embargo, en otros estudios, algunas especies de 

Exophiala han demostrado potencial para aplicaciones agrícolas y biotecnológicas 

(Thitla et al., 2022). El primer registro se realizó en Canadá a partir de madera de 

Populus tremuloides, y su caracterización enzimática sugiere un posible rol saprobio 

(Crous et al., 2011). Mientras que Macia-Vicente et al., (2016) señalaron que esta 

especie se asocia principalmente a plantas o suelo, incluyendo suelo rizosférico. 

Aproximadamente el 95 % de los registros de material vegetal corresponden a 

raíces, en su mayoría de plantas sanas, lo cual, si bien coincide con las condiciones 

de aislamiento de este trabajo, ya que se utilizaron para ello plantas sanas de B. 

auleticus, contrasta con los resultados de resíntesis obtenidos en este estudio. 

Además, las fuentes bibliográficas (Crous et al., 2011; Macia-Vicente et al., 2016)) 

indican que su distribución es exclusiva del Hemisferio norte, recientemente 
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Echeverría et al., (2024) han citado el aislamiento de cepas de E. equina y nuestro 

aislamiento sería el primer registro de esta especie en Argentina. 

Los antecedentes mencionados indican que, en algunos casos, estas especies han 

mostrado un comportamiento endofítico y saprobio, aunque la mayoría de los 

estudios han involucrado hospedantes distintos y diversos al evaluado en este 

trabajo. A nivel macro y microscópico, estas especies han presentado un menor 

desarrollo de B. auleticus, presentando hojas cloróticas y al observar la colonización 

se detectó una gran cantidad de hifas externas. Aunque es necesario una 

investigación más profunda, la existencia de cepas endofíticas o patogénicas dentro 

de una misma especie, no es algo nuevo y ha sido estudiado más profundamente 

en géneros como Verticillium y Fusarium, entre los que se han descripto patógenos 

o endofitos dentro de un mismo hospedante o entre hospedantes distintos (Lofgren 

et al., 2018; Wheeler et al., 2019). En este caso, se ha postulado una expansión del 

rango de hospedantes junto con las capacidades endofíticas y patógenas que hayan 

facilitado la infección y el flujo genético entre poblaciones sintomáticas y 

asintomáticas de hospedantes a pesar de presentar una diferenciación menor 

(Wheeler et al., 2019). Sin embargo, la capacidad de los hospedantes para albergar 

infecciones asintomáticas, la estabilidad de estas infecciones a lo largo del tiempo y 

los mecanismos involucrados en el mantenimiento del endofitismo y la patogénesis, 

son aspectos que aún quedan por dilucidar. 

 

Rol dual de las cepas DSE: endofítico y patogénico en sistemas planta-

microorganismo 

Los resultados de las pruebas de resíntesis revelaron que algunas cepas mostraron 

un comportamiento patogénico y otras endofítico, incluso dentro de la misma 

especie. De esta manera se detectaron cepas con estrategias nutricionales 

divergentes en Setophoma terrestris, Poaceascoma helicoides, Microdochium 

bolleyi, Simplicillium lamellicola y Herpotrichia sp. De las 5 especies que 

presentaron ambas estrategias nutricionales, en la mayoría se observó una menor 

biomasa radicular en cepas con comportamiento patogénico en comparación con las 

plantas asociadas a cepas endofíticas. A su vez las observaciones de las raíces 

teñidas al microscopio, permitieron detectar que en todos los casos había una gran 

cantidad de hifas externas rodeando las raíces, por lo que estas cepas podrían, 

además, haberse comportado como saprobias. En este estudio, se identificaron 7 
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cepas de S. terrestris, 4 aisladas de plantas E+ y 3 de plantas E-. Además, según 

los resultados del ensayo de resíntesis, 5 cepas mostraron un comportamiento 

patogénico y 2 fueron clasificadas como endofíticas.  

S. terrestris es conocido como el agente causal de la enfermedad de la 

podredumbre rosada de la raíz en cebollas y del enrojecimiento o podredumbre 

rosada de la raíz en diversos hospedantes de importancia económica como sandías 

y melones (Bruton et al., 1997), maíz (Campbell et al., 1991; Koenning et al., 2007), 

calabazas (Ikeda et al., 2012) y plantas de colza (Yang et al., 2017). Esta 

enfermedad, típica de climas cálidos y severa en sistemas de monocultivo, produce 

síntomas característicos primarios como la coloración rosado pálido en las puntas 

de las raíces y en los puntos de ramificación de las raíces, seguido de un 

marchitamiento de las raíces con decoloración de rojo a púrpura intenso (Yoshida et 

al., 2022). Estos síntomas coinciden con los observados en las plántulas de B. 

auleticus, las cuales permitieron determinar la patogenicidad de las cepas, incluso 

observando podredumbre basal. Sin embargo, en otros estudios S. terrestris ha sido 

aislada como hongo endofítico de kale (Brassica oleracea var. acephala) (Poveda et 

al., 2022), plantas leñosas (Knapp et al., 2012) y plantas de ginseng (Park et al., 

2012). Poveda et al., (2022) llevaron a cabo ensayos con hongos endofíticos, entre 

ellos S. terrestris, y hongos patógenos, con el fin de estudiar cómo afectan los 

glucosinolatos (GSL) a la colonización de cepas con distintas estrategias 

nutricionales. Los GSL son metabolitos secundarios presentes en la familia 

Brassicaceae, los cuales confieren resistencia a la planta frente a estrés biótico y 

abiótico. Además, realizaron ensayos de crecimiento en seis especies de Brassica y 

evaluaron la actividad enzimática de S. terrestris. Los autores observaron que, al día 

7 de la inoculación, S. terrestris mostró una colonización significativamente mayor 

en comparación con las demás cepas, tendencia que se atenuó para el día 17, 

momento en el que no se encontraron diferencias significativas entre las cepas 

endofíticas. Las cepas patógenas, en cambio, presentaron una colonización menor, 

posiblemente debido a la producción de GSL, ya que los perfiles de concentración 

de estos compuestos fueron mayores en plantas inoculadas con cepas patogénicas. 

En cuanto a los efectos sobre el crecimiento de las plantas, S. terrestris mostró 

actividad promotora del crecimiento, especialmente en B. nigra y B. carinata 

(Poveda et al., 2022). Sin embargo, en B. napus, la inoculación de las raíces resultó 

en una reducción del crecimiento, lo cual es congruente con lo informado por Yang 
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et al., (2017), quienes documentaron el primer caso de podredumbre rosada de la 

raíz en B. napus causada por S. terrestris. Finalmente, los análisis in vitro 

demostraron por primera vez en esta especie la capacidad de S. terrestris para 

solubilizar fósforo, además de su actividad xilanasa y amilasa. 

Continuando con las cepas identificadas en este estudio, Poaceascoma 

helicoides presentó una cepa con comportamiento endofítico aislada a partir de 

plantas E+ y dos cepas patogénicas provenientes de plantas E-. Las cepas 

patogénicas causaron una reducción de la biomasa radicular en comparación a las 

plantas inoculadas con la cepa endofítica. Resulta interesante mencionar, que la 

estrategia nutricional de P. helicoides parece estar influenciada por la presencia o 

ausencia de Epichloë, lo que sugiere una interacción compleja entre estos 

microorganismos y su hospedante. La investigación sobre P. helicoides es 

relativamente limitada pero ofrece perspectivas interesantes. Algunos estudios la 

describen como una especie saprobia en tallos y raíces de gramíneas (Pookamsak 

et al., 2015), mientras que otros la identifican como un hongo endofítico aislado a 

partir de distintas especies de plantas herbáceas (Goodarzian et al., 2021), de caña 

de azúcar en Brasil (Fors et al., 2020) y de Phragmites australis en China (Minghui 

et al., 2024). En este último caso, no sólo se aisló el hongo, sino que se caracterizó 

como resistente al Cadmio (Cd), y capaz de aumentar su biomasa con incrementos 

en los niveles del metal pesado, lo que sugiere su potencial uso como agente 

biorremediador (Minghui et al., 2024).  

En lo que respecta a Microdochium se sabe que varias especies del género 

presentan comportamientos patógenicos o endofíticos. En particular, M. bolleyi ha 

sido ampliamente investigada por sus propiedades endofíticas en gramíneas y 

cereales. En este estudio se han aislado 4 cepas, 2 de ellas endofíticas y 2 

patogénicas, independientemente del estatus de Epichloë. En Argentina, M. bolleyi 

fue aislado como endofito a partir de raíces de trigo (Rothen et al., 2018), y otra 

especie del mismo género, Microdochium sp., que fue aislada a partir de cebada, 

mostró capacidad para solubilizar diferentes fuentes de P inorgánico in vitro 

(Echeverría et al., 2024). Por su parte, Mandyam et al., (2010) informaron de 

resultados positivos tras la inoculación de esta especie en Adropogon gerardii. Sin 

embargo, también se han observado hallazgos contrastantes. Algunas 

investigaciones han identificado formas patógenas de M. bolleyi aisladas de plantas 
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enfermas, las cuales son responsables de la podredumbre de raíz y corona 

demostrando una alta virulencia, particularmente en gramíneas (Ünal, 2024).  

Siguiendo la lista de especies con estrategias nutricionales contrastantes 

obtenidas en este estudio, en el caso de Simplicillium lamellicola se identificaron tres 

cepas asociadas a plantas E+, de las cuales dos fueron endofíticas y una 

patogénica. Las especies del género Simplicillium tienen una amplia distribución y 

son reconocidas por su versatilidad ecológica, actuando como parásitos de 

mamíferos y plantas, simbiontes, entomopatógenos y nematófagos, dado su amplio 

espectro de hospedantes y sustratos (Wei et al., 2019). Además, investigaciones 

recientes han sugerido potenciales beneficios. Abaya et al., (2021) demostraron que 

S. lamellicola aumentó el crecimiento durante la fase de plántula y actuó como un 

prometedor agente de control biológico, reduciendo eficazmente la enfermedad FHB 

en plantas de Tricticum aestivum. 

Finalmente, las dos cepas de Herpotrichia sp. que fueron aisladas de plantas 

E-, también mostraron estrategias opuestas. Los estudios encontrados, asocian una 

especie de Herpotrichia con plántulas enfermas de pino siberiano en viveros 

forestales en Siberia Central (Sheller et al., 2020), mientras que a otras especies del 

género, con una enfermedad de plántulas en coníferas que provoca oscurecimiento 

en las acículas (Kowalski et al., 2012; Schneider et al., 2009). Sin embargo no hay 

registros de esta especie, como endofítica o asociada a gramíneas, por lo que este 

estudio sería el primer registro.  

Estos resultados son consistentes con el concepto del continuo mutualismo-

parasitismo, donde la naturaleza de la interacción fluctúa a lo largo de un espectro 

en función de factores como el ambiente y la disponibilidad de recursos (Schulz y 

Boyle, 2005; Mandyam y Jumpponen, 2015).  

Cabe destacar que entre las cepas aisladas originalmente como endofíticas, 

algunas adoptaron un comportamiento patogénico en condiciones controladas, 

sugiriendo que el ambiente experimental pudo influir en su interacción. Sin embargo, 

no se descarta que, bajo condiciones más cercanas a las de su entorno natural, 

estas mismas cepas puedan ejercer un efecto beneficioso para la planta. Esto es 

consistente con las observaciones de Junker et al., (2012), quienes reportaron un 

aumento de los síntomas negativos de endofitos foliares, usualmente asintomáticos, 

cuando estos fueron reinoculados en su hospedante de origen bajo condiciones de 

cultivo axénico.  
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Por otra parte, los resultados del metanálisis de Newsham (2011) permitieron 

establecer que los efectos positivos asociados a los DSE, como el incremento en la 

biomasa vegetal, se observaron cuando la inoculación se realizó en un sistema sin 

nitrógeno (N) inorgánico adicional o cuando la mayor parte del N se había 

suministrado en formas orgánicas. En nuestro sistema, se utilizaron como fuentes 

de N dos formas inorgánicas, nitrato de potasio y nitrato de calcio, incluidas en la 

solución de riego. Esto podría haber favorecido la respuesta patogénica por parte de 

ciertas cepas. Sin embargo se requerirán estudios adicionales para establecer con 

mayor precisión el papel diferencial de las fuentes orgánicas e inorgánicas sobre el 

comportamiento de cada cepa en particular. 

Nuestros resultados son coherentes con antecedentes que demuestran que 

una misma cepa puede tener efectos opuestos dependiendo del hospedante 

(Reininger et al., 2012) o incluso efectos opuestos dependiendo de la identidad de la 

cepa en un mismo hospedante (Li et al., 2018). Un ejemplo interesante que respalda 

lo mencionado anteriormente es el estudio de Mandyam et al., (2010), en el que se 

evaluaron dos cepas fúngicas: Periconia macrospinosa, también identificada en esta 

tesis, y Microdohium sp., un género presente en este trabajo. Los autores aislaron 

estos hongos endofíticos a partir de pastizales altos de la pradera en Kansas, 

Estados Unidos y realizaron ensayos de resíntesis en puerro, un hospedante distinto 

al hospedante de origen, en el que también evaluaron los efectos sobre su biomasa, 

lo mismo que en la gramínea Andropogon gerardii. Los resultados mostraron que el 

crecimiento del puerro no manifestó una respuesta significativa a la inoculación con 

P. macrospinosa o Microdochium sp., mientras que A. gerardii tendió a responder 

positivamente a la presencia de ambos. Por su parte, Mandyam et al., (2012) 

utilizando combinaciones de plantas hospedantes y hongos DSE nativos de 

praderas de pastos altos en estudios de resíntesis junto con datos de colonización 

de DSE en el campo, confirmaron el amplio rango de hospedantes de los hongos 

DSE, sugiriendo que las gramíneas pueden ser más fuertemente colonizadas por 

DSE y más sensibles a la colonización de DSE que herbáceas dicotiledóneas y que 

la simbiosis cae dentro de un rango a lo largo del continuo mutualismo-parasitismo. 

Por su parte, Collinge et al., (2022) mencionan que algunos patógenos pueden 

adoptar temporalmente un estilo de vida endofítico en sus plantas hospedantes. Sin 

embargo, estos no deben considerarse verdaderos endofitos, ya que tienen el 

potencial de causar enfermedades cuando las condiciones son favorables. En 
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contraste, el mismo organismo puede actuar como un verdadero endofito en una 

planta no hospedante, en la cual no provoca enfermedad. Esto subraya que la 

capacidad de causar daño depende del contexto ecológico y del tipo de interacción 

específica entre el microorganismo y la planta.  

 

Los hábitos tróficos de los hongos están asociados con la presencia o ausencia de 

genes involucrados en la degradación de los componentes de la pared celular de las 

plantas. Los análisis filogenéticos han proporcionado evidencia de modificaciones 

genómicas en ciertos hongos simbiontes de las raíces con el fin de cambiar de 

estilos de vida saprotróficos/patógenos a estilos de vida simbióticos (Kohler et al., 

2015; Hacquard et al., 2016). Se ha documentado una pérdida convergente de 

rasgos saprotróficos, como los genes que codifican enzimas que degradan la pared 

celular de las plantas por ejemplo, en hongos ectomicorrícicos (Kohler et al., 2015). 

Las estructuras de interfaz se han considerado las características definitorias de las 

interacciones entre raíces y hongos, sin embargo, los mecanismos subyacentes del 

intercambio de nutrientes varían entre las diferentes asociaciones y se considera 

que el tipo de interacción planta-hongo en el espectro mutualismo-parasitismo 

depende en última instancia del equilibrio nutricional alcanzado por la asociación 

más que del tipo de estructura de interfaz que se forma (Smith, 1996). 

Independientemente del tipo de simbiosis y de los rasgos morfológicos, el resultado 

neto de las interacciones raíz-hongo para las plantas hospedantes (respuestas 

positivas, neutrales o negativas) está determinado por las condiciones ambientales 

(p. ej., disponibilidad de nutrientes en el suelo), la genética planta/hongo y las 

relaciones temporales durante el desarrollo micorrízico (Johnson, Graham y Smith, 

1997). Las simbiosis entre raíces y hongos, como los hongos micorrícicos 

arbusculares y los endofitos, son componentes clave de los ecosistemas terrestres. 

Estas asociaciones, que presentan una gran diversidad en cuanto a sus estrategias 

tróficas (obligados, facultativos o hemibiotrofos) y relaciones simbióticas (desde 

mutualismo hasta parasitismo), también muestran una gran variabilidad en sus 

estrategias de colonización de raíces y nutrición. Ciertas asociaciones forman 

estructuras de interfaz especializadas, como arbúsculos y redes de Hartig, mientras 

que otras se limitan a hifas intracelulares o intercelulares no especializadas en las 

raíces (Kariman et al., 2018). En comparación con las simbiosis micorrícicas más 

conocidas o los endofitos foliares sistémicos transmitidos verticalmente, los 
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endofitos fúngicos asociados a las raíces han recibido poca atención (Rodríguez et 

al., 2009). A raíz de ello, quedan por comprobar muchos factores que 

potencialmente influyen en estas simbiosis (Mandyam y Jumpponen, 2015). Los 

esfuerzos por explicar de manera indiscutible y profunda la simbiosis con los hongos 

DSE han sido una constante, pero las respuestas de los hospedantes a los hongos 

DSE son consideradas, en líneas generales, inciertas y actualmente están en 

debate (Santos et al., 2021). Dos de los metanálisis más recientes con los que se 

cuenta, han producido resultados contradictorios. Alberton et al., (2010) concluyeron 

que, si bien las respuestas del crecimiento del hospedante eran variables, tendían a 

ser en promedio negativas, sin embargo Newsham (2011) con un análisis más 

amplio y detallado encontró que la inoculación con DSE aumentó la biomasa del 

hospedante. En el estudio de las interacciones, las moléculas efectoras 

desempeñan un papel interesante en la comunicación planta-microorganismo, 

Constantin et al., (2021) han identificado homólogos de efectores patogénicos en 

cepas endofíticas de Fusarium oxysporum. Aunque estas cepas endofíticas suelen 

presentar un menor número de efectores, este hallazgo sugiere que las cepas 

endofíticas mantienen una capacidad limitada para influir en la fisiología de la 

planta, lo que podría estar relacionado con su menor virulencia comparada con las 

cepas patógenas. Estos estudios evidencian que las interacciones entre endofitos y 

plantas dependen no solo de la especie de microorganismo involucrado, sino 

también de la identidad del hospedante y de las condiciones abióticas. Esto subraya 

la complejidad y especificidad de las relaciones simbióticas, donde los mismos 

endofitos pueden tener efectos variables dependiendo del contexto ecológico y 

fisiológico en el que se desarrolla la planta. 

 

La identificación de cepas DSE aisladas de plantas sanas de B. auleticus, 

tanto asociadas como no asociadas a Epichloë, ha revelado por primera vez la 

presencia de cepas de hongos asociados a esta especie forrajera nativa. El ensayo 

de resíntesis permitió profundizar en la comprensión del papel de cada cepa, 

destacando su comportamiento dentro del continuo mutualismo-parasitismo. Estos 

resultados deben interpretarse teniendo en cuenta el hospedante específico con el 

que trabajamos, así como las condiciones ambientales del medio, que pueden influir 

en la expresión de las interacciones entre las cepas y la planta.  
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Diversidad 

Al analizar la riqueza y diversidad de los DSE asociados a B. auleticus, se observó 

que estas varían en función de la interacción del hospedante con Epichloë. Las 

plantas E+ mostraron una mayor riqueza, con 11 especies en comparación con las 7 

observadas en las plantas E-, lo que indica una mayor tendencia a la diversidad de 

hongos en las plantas asociadas a Epichloë. Esta tendencia también se reflejó en el 

índice de Shannon, que fue 19.35% superior en las plantas E+, en comparación con 

las E-, lo que sugiere una mayor equidad y diversidad dentro de la comunidad de 

hongos. El índice de Simpson, aunque sólo fue ligeramente mayor (4.82%) en las 

plantas E+, respalda esta mayor diversidad en las plantas asociadas a Epichloë. 

Estudios previos muestran resultados diversos con diferentes microorganismos. 

Arrieta et al., (2015) analizaron la diversidad de hongos saprobios solubilizadores de 

fósforo, en suelos sometidos o no a prácticas agronómicas, asociados a B. auleticus 

infectada o no con Epichloë pampeana. En ambos tipos de suelos observaron que la 

diversidad fúngica fue mayor en suelos asociados a Epichloë, lo que sugiere que 

esta asociación influye positivamente en la diversidad microbiana del entorno. Por 

su parte, Vignale et al., (2023) obtuvieron resultados contrastantes cuando 

evaluaron la diversidad de HMA en plantas B. auleticus con los ecotipos El Palmar 

(EP) y La Pampa (LP), asociadas a Epichloë. Los análisis de diversidad alfa y beta 

revelaron diferencias significativas en la riqueza y composición de HMA entre los 

ecotipos. Sin embargo, no se observaron diferencias en las comunidades de HMA 

del suelo atribuibles a Epichloë. Mientras tanto Garces et al., (2022) realizaron un 

trabajo a campo para evaluar la composición de DSE asociados a plantas de 

Ammophila breviligulata E+ y E-, enriquecidas o no con una fuente de nitrógeno. Los 

resultados revelaron que Epichloë aumentó la riqueza de endofitos radiculares en A. 

breviligulata en un 17% pero sólo cambió la composición de la comunidad de 

endofitos radiculares en condiciones enriquecidas con nitrógeno. Otro estudio 

analizó la composición de hongos en semillas de Puccinellia distans asociadas o no 

a Epichloë typhina, mostrando que la abundancia y riqueza fue mayor en semillas E-

, sugiriendo un rol protector de E. typhina al limitar la colonización de hongos 

presentes en las semillas, la mayoría de los cuales fueron identificados como 

patógenos o saprótrofos latentes en gramíneas (Górzyńska et al., 2017). En relación 
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con los endofitos foliares no clavicipitaceos, un estudio comparó la comunidad de 

hongos endofíticos cultivables en hojas de plantas de Poa bonariensis E+ y E-, 

recolectadas de una población dioica (Mc Cargo et al., 2020). Aunque no se 

encontraron diferencias significativas en la riqueza ni en la diversidad de endofitos 

entre plantas E+ y E-, ni entre plantas pistiladas y estaminadas, los resultados 

sugieren que Epichloë y el sexo de la planta hospedante podrían modular algunos 

de los taxones dominantes de hongos endofíticos foliares. 

Estos resultados, junto con estudios previos, sugieren que Epichloë 

desempeña un papel modulador en la comunidad microbiana asociada a las plantas. 

En general promueve una mayor riqueza y diversidad de hongos endofíticos en 

plantas E+, aunque su influencia parece depender de factores como el ambiente y la 

disponibilidad de recursos. Por ejemplo, en suelos sometidos a prácticas 

agronómicas o bajo diferentes fuentes de nitrógeno, Epichloë favorece la diversidad 

fúngica. Sin embargo, en otros contextos, como en semillas de Puccinellia distans, 

limita la colonización de ciertos hongos, posiblemente como un mecanismo 

protector. Esto sugiere que el impacto de Epichloë no se restringe a efectos directos 

sobre la planta hospedante, sino también en la microbiota asociada, modulando su 

composición y potencialmente favoreciendo interacciones beneficiosas para la 

planta en función de las condiciones ambientales y de los recursos disponibles. 

Los resultados del análisis multivariado revelaron que la distribución y asociación de 

las cepas fúngicas varían significativamente entre plantas. Algunas especies, como 

Setophoma terrestris, Hymenoscyphus sp., Simplicillium lamellicola, Dactylonectria 

sp. y Thelonectria blackeriella, mostraron una posible relación con el estatus 

endofítico del hospedante. Sin embargo, esta asociación no fue concluyente. Estos 

hallazgos resaltan la complejidad de las interacciones entre estos hongos y sus 

hospedantes, y sugieren que la estrategia de colonización podría estar influida por 

factores adicionales, como las condiciones ambientales o características específicas 

de cada planta. 

Este es el primer trabajo que identifica y analiza la diversidad de hongos DSE 

asociados a B. auleticus, en particular en asociación o no con E. platensis. Los 

géneros más representados fueron Setophoma y Microdochium con 7 y 5 cepas, 

respectivamente. Setophoma sólo representado por S. terrestris y Microdochium con 
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4 cepas de M. bolleyi y una de M. trichocladiopsis. Además se realizó un estudio de 

la respuesta del hospedante en un sistema cerrado, en condiciones controladas, 

que permitieron brindar un panorama de las diversas estrategias nutricionales que 

pueden adquirir las especies halladas, muchas de ellas no descriptas como DSE en 

Argentina. Especies como M. bolleyi, S. terrestris, P. helicoides y S. lamellicola 

fueron las más frecuentes y si bien no se encontró una tendencia significativa, la 

presencia de E. platensis marcó una mayor riqueza y diversidad de hongos DSE, 

particularmente con estrategia endofítica. 

En conjunto, estos resultados, obtenidos a partir de cepas autóctonas, 

proporcionan una base sólida para estudios posteriores plasmados en los próximos 

capítulos. Subrayando que cada especie tiene un rol clave en la variabilidad de la 

comunidad fúngica, y que la presencia o abundancia de ciertas especies puede ser 

un indicador importante de condiciones ecológicas específicas o de relaciones con 

el hospedante. Estos hallazgos resaltan la importancia de ciertos hongos en la 

composición de la comunidad y sugieren que la interacción con el hospedante y con 

otras especies endofíticas, como Epichloë, es compleja y probablemente 

dependiente de múltiples factores ambientales y biológicos. 
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CONCLUSIONES PARCIALES 

 

● Las especies Setophoma terrestris, Microdochium bolleyi, Microdochium 

trichocladiopsis, Poaceascoma helicoides, Epicoccum sp., Hymenoscyphus 

sp., Simplicillium lamellicola, Magnaporthiopsis sp., Thelonectria blackeriella, 

Periconia macrospinosa, Dactylonectria sp., Herpotrichia sp., 

Tetraplosphaeria sp., Exophiala tremulae se asocian como DSE a plantas de 

Bromus auleticus. 

 

● Las cepas de DSE aisladas de Bromus auleticus presentan diferente 

estrategia nutricional, endofítica o patogénica, incluso entre cepas de la 

misma especie. 

 

● Las plantas de B. auleticus asociadas a Epichloë presentaron mayor 

diversidad y riqueza que las plantas E-.  

 

● La presencia de Epichloë favorecería la asociación del hospedante con cepas 

endofíticas. 
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INTRODUCCIÓN 

Dado que los endofitos DSE son comunes en las raíces de diversas plantas en 

muchos entornos, es esperable que interactúen con otros microorganismos en 

simbiosis con el hospedante. Los DSE han sido aislados de plantas asociadas a 

hongos micorrícicos arbusculares (HMA), ericoides, orquidoides o ectomicorrícicos 

(Jumpponen y Trappe, 1998; Mandyam y Jumpponen, 2005), además de gramíneas 

en asociación con endofitos Epichloë (Terlizzi et al., 2022). Sin embargo, la mayoría 

de los estudios se han centrado casi exclusivamente en un organismo específico y su 

impacto en el crecimiento de la planta y la protección frente a diferentes estreses 

(Santos et al., 2021). Pocos estudios han hecho énfasis en las posibles interacciones 

entre DSE y otros hongos que habitan el mismo hospedante (Reininger et al., 2012; 

Reininger y Sieber, 2012; Della Monica et al., 2015), principalmente hongos 

micorrícicos. Los resultados de estos trabajos han demostrado efectos que van desde 

inhibidores hasta sinérgicos y han revelado distintos potenciales de los DSE para 

mejorar y promover el crecimiento de las plantas (Cano y Bago, 2005; Fryar et al., 

2005; Pereira et al., 2012; Terlizzi et al., 2022). 

A partir de lo expuesto se desprende que, además de analizar caracteres de interés 

en los microorganismos, es necesario estudiar cada modelo biológico antes de poder 

concluir cuál será el resultado neto de todas las interacciones. Desde la perspectiva 

de usar inoculantes de DSE como promotores del crecimiento de plantas o como 

agentes de biocontrol, es importante seleccionar cepas adecuadas que no se vean 

afectadas por otros simbiontes de las raíces o de vástago, que sean competitivas 

frente a ellos, sin ocasionarles perjuicios cuando se trate de simbiontes que otorguen 

beneficios de interés a las plantas. Por lo tanto, en la búsqueda de consorcios 

fúngicos adecuados para la mejora y protección de la biomasa vegetal, es necesario 

evaluar el tipo de relaciones, que pueden ser desde sinérgicas a antagónicas y 

establecer los factores que operan sobre ella.  

Entre los caracteres que resultan beneficiosos para el desarrollo del hospedante, la 

capacidad para solubilizar fósforo (P) es uno de gran interés. Como se mencionó en 

la introducción general, la biodisponibilidad de fertilizantes de P en el suelo es 

disminuida por la adsorción a partículas del suelo (“fijación”). Como consecuencia de 
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ello, la aplicación de fertilizantes en concentraciones mayores a la cantidad requerida 

por el cultivo es empleada para contrarrestar la fuerte unión de los fosfatos a la matriz 

del suelo (MacDonald et al., 2011). Esto puede traer consecuencias ambientales 

debido a que, incluso en pequeñas cantidades  el P filtrado a cuerpos de agua, puede 

causar floraciones algales (Elser y Bennett, 2011).  

Los microorganismos son uno de los componentes clave tanto de los suelos naturales 

como de los cultivados, afectando su calidad y la productividad de las plantas (van der 

Heijden et al., 2008). Muchos juegan un rol fundamental en el ciclo biogeoquímico del 

P, afectando su biodisponibilidad (Khan et al., 2010). Existen hongos y bacterias 

capaces de solubilizar P a partir de aquellas formas no disponibles que se encuentran 

en la rizósfera. Se considera que los hongos son más eficientes que las bacterias 

para su manejo en la solubilización de P, principalmente debido a que la forma de 

crecimiento miceliano de los hongos, les permite a éstos cubrir áreas de colonización 

más amplias que las bacterias (Kucey, 1983). Sumado a esto, en general, los hongos 

solubilizadores de fosfato (HSF) producen más ácidos, el principal mecanismo de 

solubilización y, en consecuencia, exhiben una mayor eficiencia que las bacterias al 

ser empleados in vitro, tanto en medios líquidos como sólidos (Venkateswarlu et al., 

1984). 

En Argentina se han realizado diversos estudios in vitro y en macetas utilizando HSF. 

Scervino et al., (2010) detectaron diferencias en la secreción de ácidos orgánicos en 

especies de Penicillium y Talaromyces al agregar distintas sales de fósforo. En otros 

estudios, se registró que en P. purpurogenum y en T. flavus la solubilización de P 

varía según las fuentes de carbono y nitrógeno suplementadas al medio de cultivo 

(Scervino et al., 2011; Stefanoni Rubio et al., 2016). Además, según Della Mónica et 

al., (2014), la cepa de T. flavus afectó el estado pre-infectivo de HMA, así como 

también mejoró el rendimiento de plantas trigo en interacción con dichos hongos.  

 

Los DSE como solubilizadores de Fósforo 

Principales resultados a nivel mundial 

Los estudios sobre la capacidad de solubilizar P por parte de los DSE son aún más 

escasos. Como se mencionó en la introducción general, un trabajo pionero es el de 

Barrow y Osuna (2002). En este trabajo los investigadores describieron una cepa de 

Aspergillus ustus asociada a las raíces de Atriplex canescens una planta de 
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importancia ecológica en los pastizales áridos del suroeste de EE. UU. que suele ser 

colonizada en mayor proporción por hongos DSE que por HMA. La inoculación de la 

cepa mencionada mostró que cuando se suministró fuentes de P no disponibles para 

la planta, como fosfato de roca o fosfato tricálcico [TCP, Ca3(PO4)2], el hongo colonizó 

las raíces permitiendo el acceso a esas fuentes incrementando la biomasa aérea y 

radicular y la eficiencia en el uso de fósforo. Posteriormente, estos mismos 

investigadores, mediante un sistema dual de cultivo demostraron que A. ustus 

solubilizó, transfirió y transportó P a partir de roca fosfórica y de TCP, lo que 

determinó aumentos en el número y longitud de ramificaciones en raíces 

transformadas (Ri-T-DNA) de D. carota (Osuna y Barrow, 2009). Santos et al., (2013) 

relacionaron la mayor solubilización de fósforo a nivel rizosférico, con la microbiota 

endofítica presente en diversos cultivos de Brasil, particularmente con la alta 

proporción de DSE. En trabajos con Phialocephala turiciensis, Acephala applanata, P. 

glacialis y Phaeomollisia piceae, Della Mónica et al., (2015) establecieron que existiría 

una estrecha relación entre DSE y HMA en cuanto a la disponibilidad y absorción de 

P en las plantas al comparar los efectos de la co-inoculación de Trifolium repens en 

presencia de fuentes orgánicas e inorgánicas de P. Estos investigadores 

determinaron que los DSE aumentaron la reserva de P en el suelo, que la absorción 

de P por las plantas aumentó con los HMA y que los DSE fueron más eficientes en la 

mineralización del P orgánico, independientemente de la presencia de HMA. Estas 

observaciones y el hecho de que el contenido de P de las plantas aumentó con la 

coinoculación de los hongos, les permitieron llegar a la conclusión de que mientras los 

DSE aumentan la reserva de P en la rizósfera, los HMA transfieren el P a la planta 

hospedante. Por su parte, Surono y Narisawa (2017) encontraron que P. fortinii tiene 

un papel en la promoción del crecimiento de A. officinalis sobre todo debido al 

aprovechamiento de fuentes orgánicas tanto de P como de N en el suelo. 

Más recientemente, Xu et al., (2020) en ensayos en maceta y utilizando un sistema 

compartimentalizado estudiaron los efectos de un DSE identificado como Exophiala 

pisciphila en plantas de maíz. Este hongo indujo aumentos de la biomasa, la 

absorción de P y la fotosíntesis al disminuir el pH de la rizósfera. Al analizar el patrón 

transcripcional del maíz observaron que la presencia del hongo modificaba las rutas 

de ocho vías metabólicas. Sin embargo, el principal mecanismo involucrado fue la 

solubilización de TCP en la rizósfera. Por su parte, Luo et al., (2023) seleccionaron 

tres cepas de hongos DSE solubilizadoras de P de los géneros Thozetella, Pezicula y 



Capítulo 2         Natalia L. Terlizzi 

 
 

93 
 

Hyaloscyphaceae con el objetivo de determinar el impacto de la inoculación simple, 

doble o triple de DSE sobre plantas de arándano. Estos autores demostraron 

incrementos significativos en la biomasa de las plántulas, el contenido de nutrientes 

en las plantas y en el suelo, así como un aumento significativo de fósforo disponibles 

y de fosfatasa ácida. Por último, Bi et al., (2024) utilizaron pulsos del isótopo de 

carbono (13C) para cuantificar la distribución de C de las plantas en respuesta a 

diferentes hongos DSE. Sus resultados indicaron un equilibrio fuente-sumidero entre 

la asignación de C de las plantas y la contribución de P de los hongos, estableciendo 

que, en general, los hongos DSE y los HMA confirieron una mayor recompensa a las 

plantas con niveles bajos de P a través de estrategias sinérgicas funcionales. 

  

DSE solubilizadores de P en Argentina 

En nuestro país los estudios con cepas de DSE autóctonas son escasos. En 

diferentes estudios de diversidad que evaluaron la capacidad de los aislamientos para 

solubilizar fosfatos, esta actividad no mostró ser de las más comunes entre los 

hongos DSE. Rothen (2015) evaluó numerosas cepas aisladas a partir de cultivos de 

trigo (Triticum aestivum) y soja (Glycine max) de la provincia de Buenos Aires y 

ninguna de ellas mostró actividad solubilizadora. De manera similar, cepas aisladas 

de Puccinellia frígida asociada a lagunas de alta montaña de la provincia de La Rioja 

tampoco mostraron dicha capacidad (Cisneros et al., 2014). Uno de los primeros 

estudios que describió la capacidad solubilizadora de cepas autóctonas in vitro, 

incluyó hongos DSE aislados de raíces de Triticum aestivum y de las forrajeras 

Panicum coloratura y Chloris gayana (Spagnoletti et al., 2017). Varias cepas 

mostraron solubilización en medio sólido, destacándose en la solubilización de TCP 

aquellas identificadas como Ophiosphaerella sp. y Cochliobolus sp., seguidas por 

Setosphaeria rostrata. En contraste, cepas de Drechslera sp., y de Ophiosphaerella 

herpotricha, lograron solubilizar fosfato de aluminio [FA, AlPO4]. En medio líquido, los 

aislamientos mostraron diferentes capacidades para generar acidez y solubilizar 

fosfatos. Una cepa de Drechslera sp., resultó ser la más eficiente en solubilizar TCP, 

mientras que una de Curvularia sp. se destacó en la solubilización de FA y otra de 

Ophiosphaerella sp. en la de fosfato ferroso [FF, FePO4]. En uno de los primeros 

estudios en los que se incluyó el efecto sobre las plantas, se evaluó una cepa del 

género Curvularia en su capacidad de influir en las fracciones insolubles de fósforo 

inorgánico (Pi) en un ensayo en maceta con sorgo (Barresi et al., 2022). Aunque no 
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se observaron estructuras fúngicas en las raíces ni cambios en la fracción de Pi, se 

registraron incrementos en la biomasa de vástago y en la longitud de raíz, efectos que 

podrían atribuirse a una actividad saprofítica de la cepa. A pesar de que los 

resultados no fueron concluyentes, muestran la potencialidad de ese modelo. 

Por otra parte, recientemente Echeverría et al., (2024) aislaron diversas cepas 

endofíticas de raíces de cebada (Hordeum vulgare), entre ellas algunas identificadas 

como DSE. Todas las cepas mostraron algún grado de solubilización de alguna fuente 

inorgánica de P tanto en medio sólido como líquido. Entre ellas, dos cepas de 

Exophiala equina solubilizaron TCP, sin embargo sólo una de ellas fue capaz de 

solubilizar FA; una cepa de Curvularia arcana logró solubilizar ambas fuentes de P, 

mientras que Microdochium sp. solo solubilizó TCP. Sin embargo, en un estudio 

anterior, Rothen et al., (2018) caracterizaron fisiológicamente una cepa de 

Microdochium bolleyi aislada de raíces de trigo en un campo agronómico de la 

provincia de Buenos Aires, sin que se detectara capacidad para solubilizar P. 

 

Análisis de caracteres de DSE asociados a estrategias nutricionales 

Como se mencionó anteriormente, los efectos reportados de los DSE en las plantas 

hospedantes varían desde interacciones negativas hasta positivas. Esta variabilidad 

en la naturaleza de las asociaciones no es sorprendente, dado el amplio rango de 

hongos que han sido clasificados como DSE, el uso de aislamientos fúngicos no 

identificados en los experimentos, y la amplia la variedad de diseños experimentales y 

condiciones del ambiente utilizados por los investigadores (Grünig et al., 2002). 

Esta variabilidad sugiere que la asociación puede considerarse como una interacción 

flexible, cuya direccionalidad, hasta cierto punto, está determinada por pequeñas 

diferencias en la expresión génica fúngica en respuesta al hospedante y también por 

el reconocimiento del hospedante y su respuesta frente a la presencia del hongo. 

Varios estudios que examinaron la relación entre el genotipo del hospedante y la 

expresión del estilo de vida simbiótico mutualista demostraron que cepas de algunas 

especies fúngicas pueden expresar estilos de vida tanto parasíticos como mutualistas 

dependiendo del genotipo de su hospedante. Se requiere de un equilibrio preciso 

entre las demandas del endofito y la respuesta de la planta, de manera que, un 

desequilibrio desencadena síntomas de enfermedad o el hongo es excluido por las 
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reacciones de defensa inducidas del hospedante. La base genética y bioquímica de 

un cambio de estilo de vida fúngico de endofítico a parasitario se caracteriza por un 

desequilibrio en el intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo (Mengistu, 

2020). En general, el cambio de estilo de vida de endofítico a patogénico o viceversa 

al colonizar su hospedante podría deberse a la interrupción de una comunicación 

equilibrada con el factor hospedante (Kuo et al., 2014). 

Las simbiosis de plantas con endófitos beneficiosos o neutrales comparten muchos 

atributos comunes con las interacciones de las plantas con patógenos. Los hallazgos 

recientes que surgen de los estudios de interacciones compatibles entre un 

hospedante y un hongo endofito han mejorado nuestra comprensión de los factores 

que resultan determinantes para que el hongo se comporte como un endófito o un 

parásito y de cómo las plantas hospedantes pueden evitar la explotación por parte de 

parásitos perjudiciales, pero se benefician de los endófitos mutualistas. Un pilar 

fundamental de las teorías clásicas de la evolución de la virulencia, es decir la 

cantidad de daño que los patógenos infligen a sus hospedantes, es la suposición de 

que la tasa de crecimiento del patógeno está positivamente correlacionada con la 

virulencia (Lindsay et al., 2023). Sin embargo, a pesar de algunos respaldos 

empíricos (Ben-Ami et al., 2008; De Roode et al., 2008; Kerr et al., 2006; Zhan et al., 

2016), a menudo hay evidencia limitada de que la tasa de crecimiento y la virulencia 

están positivamente correlacionadas (Zhan et al., 2002; Tardy et al., 2019). A veces 

se ha encontrado que los patógenos de crecimiento más lento son incluso más 

virulentos que los de crecimiento más rápido (Gower y Webster, 2005; Little et al., 

2008; Meyer et al., 2010) lo que pone en duda la generalidad de las teorías actuales y 

su capacidad predictiva. 

En este estudio, además de la variabilidad esperada, hemos registrado diferencias en 

las estrategias nutricionales entre cepas de la misma especie. Por lo tanto, resulta 

interesante evaluar, bajo las mismas condiciones y el mismo hospedante, la 

existencia de una correlación entre la tasa de crecimiento, la colonización de las 

raíces y la estrategia nutricional adoptada por cada cepa de hongos DSE aislados en 

el presente estudio. Además, aunque las cepas fueron aisladas de tejido sano, 

algunas de ellas mostraron una relación patogénica con las plántulas de B. auleticus 

en el ensayo de resíntesis. Esto plantea la pregunta de si la edad del hospedante 

puede tener un efecto en el cambio de rol de las cepas. Para analizarlo, se realizó un 
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ensayo en macetas donde plantas de 4 meses de B. auleticus fueron inoculadas con 

una cepa de Setophoma terrestris, que resultó patogénica en los ensayos de 

resíntesis. 

 

Exudados de raíces 

Más allá de las asociaciones que han evolucionado al tipo mutualista o patogénico, 

las plantas sirven de hábitat para miles de microorganismos. A diferencia de las 

simbiosis de rizobios-leguminosas o plantas-HMA, en las que la coevolución ha 

modelado resultados simbióticos específicos (Denison y Kiers, 2011), la historia 

evolutiva de las asociaciones planta-microbioma es menos conocida. Los exudados 

de las raíces, entre otros azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, fitohormonas y 

vitaminas, pueden atraer a varios microorganismos y también pueden actuar como 

moléculas señalizadoras que median interacciones en la rizósfera (Olanrewaju et al., 

2019). Los componentes químicos de los exudados radicales tendrían la propiedad de 

disuadir a algunos microorganismos, pero atraer a otros (Bai et al., 2022). Algunos 

autores consideran que en general, las asociaciones negativas expresan virulencia 

solo en un número limitado de especies hospedantes y se estima que en el caso de 

los hongos alcanzaría sólo el 2% de las especies conocidas (Nihorimbere et al., 

2011). De este modo, las plantas se asegurarían interacciones microbianas 

beneficiosas en la rizósfera seleccionando por ejemplo, cepas que mejoren la 

fertilidad del suelo, degraden sustancias tóxicas o induzcan la producción de 

metabolitos secundarios en la planta (Chamkhi et al., 2022). 

Las raíces de las plantas liberan una variedad de compuestos químicos que actúan 

como nexo que permite la comunicación entre la vegetación y el suelo (Fujii et al., 

2021), la que permite garantizar beneficios que mejoran la resistencia de las plantas a 

las amenazas y aseguran su desarrollo normal. Los exudados de las raíces juegan un 

papel vital en la regulación de la composición microbiana del suelo y en las 

propiedades químicas y físicas del suelo (Nardi et al., 2000; Oburger et al., 2018). Al 

mismo tiempo, el estado de crecimiento y desarrollo, junto con los patrones de 

secreción de las raíces de las plantas, responden a los cambios en el suelo. Por lo 

tanto, los exudados de las raíces son un factor significativo en la retroalimentación 

planta-suelo.  
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En el siglo pasado, se introdujo el término "rizósfera" como un “hot spot” microbiano 

del sistema radicular (Hartmann et al., 2008). La región rizosférica, una zona 

específica alrededor de la raíz, alberga diversos tipos de microorganismos, 

principalmente bacterias, hongos, nematodos, larvas de insectos, ácaros, amebas y 

protozoos (Bonkowski et al., 2009). Los microorganismos de la rizósfera dominan el 

ciclo de los nutrientes en sistemas planta-suelo (Singh y Mukerji, 2006). Estos 

microorganismos pueden incrementar la capacidad de las plantas para adquirir 

nutrientes del suelo, ya sea aumentando la superficie de absorción de la raíz, debido 

por ejemplo a la formación de una red extrarradical que permite alcanzar microporos 

del suelo al que no acceden las raíces, o solubilizando macronutrientes, tales como P 

y azufre (Smith y Read, 2010). Por otro lado, el crecimiento microbiano en el suelo 

está limitado por carbono (Mukerji, 2002), por lo que los exudados de raíz podrían 

jugar un rol importante. Estos exudados están compuestos por carbohidratos, ácidos 

grasos, aminoácidos esenciales, ácidos orgánicos, enzimas hidrolíticas, hormonas 

reguladoras del crecimiento, vitaminas, nucleótidos, flavonoides, polifenoles, esteroles 

y compuestos orgánicos volátiles (Hartmann et al., 2009; Hu et al., 2018; Ankati y 

Podile, 2019). Se estima que entre un 5 y un 23% del carbono fotosintéticamente 

asimilado es transferido a la rizósfera a través de los exudados de raíz (Walker et al., 

2003; Marschner, 2012).  

La composición de los exudados de las raíces puede verse afectada cuantitativa y 

cualitativamente por diferentes factores físicos y químicos. La mayoría de los factores 

químicos y físicos que afectan el proceso de exudación de las raíces se consideran 

estrés abiótico, como la sequía, la alta salinidad, las inundaciones, las temperaturas 

extremas o la carencia de nutrientes (Henry et al., 2007; Carvalhais et al., 2011; 

Khorassani et al., 2011). Diferentes factores biológicos, intrínsecos a la planta, 

también afectan la exudación de las raíces, incluyendo el genotipo y la edad de la 

planta. El tipo y la cantidad de los compuestos sintetizados y liberados por las raíces 

están bajo control genético de la planta (Czarnota et al., 2003; Micallef et al., 2009). 

Además, la presencia de microorganismos en la rizósfera puede afectar el crecimiento 

de las plantas de manera positiva o negativa, y estas relaciones están ampliamente 

moduladas por los exudados de las raíces de las plantas (Schrey et al., 2015; 

Dessaux et al., 2018). 
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La asociación que las plantas establecen con los endofitos Epichloë puede influir en 

los ciclos biogeoquímicos que ocurren a nivel del suelo (Guo et al., 2016). En 

Schedonorus arundinaceous, se ha registrado que los exudados de raíces de plantas 

E+, difieren en la composición química de los exudados provenientes de raíces E− 

(Guo et al., 2015). En concordancia con estos resultados, Rojas et al., (2016) 

observaron que la comunidad de hongos rizosféricos en plantas de S. arundinaceous 

difería significativamente entre plantas E+ y E−. Este estudio reveló que la diversidad 

fúngica cambia sustancialmente, presentando una mayor abundancia de 

Glomeromycota y una menor abundancia de Ascomycota fitopatógenos en la rizósfera 

de plantas E+. Estudios realizados en gramíneas silvestres nativas también apoyan 

estas observaciones. En Bromus pictus y B. auleticus, se han detectado, en estudios 

in vitro, efectos diferenciales de los exudados obtenidos tanto de plantas E+ y E-, 

como de cultivos de Epichloë sobre parámetros pre-infectivos e infectivos de HMA. 

Estos resultados, sugieren diferencias en la composición de los exudados atribuibles 

a la asociación del hospedante con endofitos Epichloë (Novas et al., 2011, Vignale et 

al., 2018).  

En este Capítulo, se presentan los resultados de ensayos in vitro de co-cultivo dual 

entre diferentes DSE y endofitos Epichloë, con el objetivo de evaluar el tipo de 

interacción entre estos organismos. 
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HIPÓTESIS PARCIALES 

● Determinadas cepas de hongos DSE tienen la capacidad de solubilizar 

distintas fuentes de fósforo inorgánico.  

 

● Las cepas de DSE con estrategias endofíticas presentan tasas de crecimiento 

y patrones de colonización diferentes en comparación con las cepas 

patogénicas. 

 

● Epichloë tiene un efecto diferencial sobre el crecimiento de las cepas DSE que 

es dependiente de su estrategia nutricional.  

 

● Ciertas cepas de DSE con estrategia patogénica identificadas como 

Setophoma terrestris pueden mostrar menor virulencia a) en plantas adultas de 

B. auleticus que en plántulas y b) en plantas adultas asociadas a Epichloë 

platensis en comparación con las plantas no asociadas.  

 

OBJETIVOS PARCIALES 

● Evaluar la capacidad de solubilización de fósforo de las cepas de DSE aisladas 

de B. auleticus. 

● Analizar y establecer el grado de correlación entre los patrones de colonización 

en el hospedante y las tasas de crecimiento de las cepas DSE y la relación con 

su estrategia nutricional. 

● Evaluar el efecto de los exudados de Epichloë sobre el desarrollo in vitro de 

cepas de DSE con diferentes estrategias nutricionales.  

● Evaluar el efecto de una cepa de Setophoma terrestris sobre plantas adultas 

de Bromus auleticus asociadas o no a Epichloë. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

En función de los objetivos propuestos, se plantearon 4 ensayos independientes: 

Evaluación de la capacidad de solubilización de fósforo de las cepas de 

DSE. 

La estrategia para la selección de hongos solubilizadores de fósforo (HSF) es utilizar 

un medio selectivo definido que carezca de fuentes disponibles de P soluble. El medio 

de cultivo National Botanical Research Institute Phosphate (NBRIP) es un medio 

sintético que fue propuesto como adecuado y apropiado para esta función y es 

ampliamente utilizado. Dicho medio presenta alta concentración de glucosa como 

fuente de carbono y una baja concentración de sulfato de amonio como fuente de 

nitrógeno, condiciones que han sido reportadas como óptimas para la solubilización 

de P (Nautiyal, 1999). El medio NBRIP puede ser utilizado tanto en forma agarizada 

como líquida. En medio agarizado, permite evaluar cualitativamente la solubilización 

de P mediante la visualización de un halo de decoloración alrededor del micelio 

(Katznelson et al., 1962). En medio NBRIP líquido, se puede medir analíticamente la 

concentración de P disuelto en el medio mediante técnicas colorimétricas. Como 

fuente de P se estableció el uso de fosfato tricálcico (TCP) con una tasa de 

solubilización baja a media (Haynes, 1982). Se realizaron dos ensayos para evaluar la 

capacidad de solubilización de P de las cepas de DSE aisladas. En el primero, todas 

las cepas aisladas fueron cultivadas en NBRIP agarizado suplementado con TCP 

como fuente de P. En el segundo ensayo, las cepas que produjeron halo de 

solubilización y que fueron identificadas como endofíticas en el capítulo 1, fueron 

cultivadas en medio NBRIP líquido suplementados con tres fuentes de P. 

- Ensayo 1. Evaluación de cepas solubilizadoras de P en medio NBRIP sólido. 

Con el fin de seleccionar las cepas con capacidad de solubilizar fósforo, se realizó un 

estudio sobre todas las cepas de DSE en placas de Petri (Ø 9 cm) con medio sólido 

NBRIP (Nautiyal, 1999). Se utilizó TCP como fuente de P y cada cepa fue sembrada 

por triplicado. Como control se utilizó el mismo medio sin inocular. Las cajas de Petri 

se incubaron a 23°C en oscuridad. El seguimiento de los cultivos se realizó durante 

15 días. Aquellas cepas que presentaron un halo de solubilización alrededor de la 

colonia fueron seleccionadas para continuar el estudio de solubilización de P en 

medio líquido (Fig. 2.1). 



Capítulo 2         Natalia L. Terlizzi 

 
 

101 
 

- Ensayo 2. Cuantificación de la solubilización de P 

Para cuantificar la capacidad de solubilización de P de las cepas seleccionadas en el 

ensayo 1 se realizó un estudio utilizando medio NBRIP líquido. En este ensayo se 

incorporaron nuevas fuentes de P. En total se utilizaron tres fuentes: fosfato tricálcico 

(TCP), fosfato ferroso (FF) y fosfato de aluminio (FA). En el ensayo 1 se detectaron 6 

cepas con capacidad para solubilizar P (Fig. 2.1). Para esta etapa, entre las 6 se 

descartaron las que habían resultado patogénicas en el ensayo de resíntesis y una 

cepa endofítica (63) que comenzó a presentar irregularidades en su desarrollo en 

cultivo. Entre las dos restantes se seleccionó la cepa C71A, identificada como 

Thelonectria blackeriella que fue la que presentó la mayor mayor crecimiento, a nivel 

de diámetro de la colonia, en medio sólido NBRIP, además de una promoción del 

crecimiento bajo distintas concentraciones de exudados de Epichloë (Capítulo 2). 

El ensayo contó con un diseño factorial aleatorizado. Los factores analizados fueron 

fuente de P (3 niveles) y cepa de DSE (1 niveles). Se utilizaron 5 réplicas por 

tratamiento. Las muestras se cosecharon al vigésimo día.  

 

Procedimiento 

Condiciones de crecimiento, cosecha y curva de calibración 

Se realizó una curva de calibración con una cepa (Thelonectria blackeriella, C71A). 

Para ello se colocaron 0,1 g de TCP y se adicionaron 20 ml de medio líquido NBRIP 

en Erlenmeyers de 125 ml. La cepa fue cultivada en medio agar extracto de malta 

(AEM) para preparar el inóculo de este ensayo. Se sembraron tres fragmentos (⌀ 0,7 

mm) tomados del borde de la colonia en cada Erlenmeyer. Como control, se agregó 

un taco de AEM. El pH del medio de cultivo fue ajustado a 7.00 con hidróxido de sodio 

1M. Los erlenmeyers fueron mantenidos en agitación constante (150 r.p.m) a 23 °C 

en oscuridad. Para construir la curva de calibración, se cosecharon cinco Erlenmeyers 

inoculados y cinco de control a los 2, 5, 8, 13 y 20 días de incubación. Al momento de 

la cosecha, se filtró el cultivo al vacío utilizando un Kitasato, un embudo Büchner y 

papel de filtro. El extracto líquido fue congelado (−20°C) para la posterior medición de 

P soluble (ppm) con el kit Spectroquant Phosphate Test (Art. N 1.14842 Merck). El 

micelio retenido en el papel de filtro fue secado durante 48 horas en estufa a 60°C, y 

luego se colocó en un desecador durante 4 horas con sílica gel. Transcurrido ese 
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tiempo, se registró el peso seco (g). La curva de calibración se realizó con el medio 

filtrado, utilizando NBRIP como solvente y una solución patrón que contenía 8g/L de 

K2HPO2 (detalles en Anexo). De acuerdo a los resultados obtenidos, se elaboró una 

curva de crecimiento considerando también la solubilización de P en el tiempo, con el 

fin de seleccionar el tiempo de cosecha para los siguientes ensayos. 

 

Ensayo de solubilización con 3 fuentes de fósforo 

En esta etapa se trabajó con la misma cepa y bajo las mismas condiciones de 

crecimiento y cosecha mencionadas previamente. Sin embargo en esta ocasión el 

medio líquido NBRIP fue suplementado con las diferentes fuentes de P (TCP, FF, y 

FA). Cada fuente de P fue suministrada al medio en una concentración de 3.22 × 10−2 

M, equivalente a la concentración estándar de P en el TCP (10 g/L) utilizada en el 

medio NBRIP (Nautiyal, 1999). En el vigésimo día, cuando la solubilización alcanzó su 

máximo de acuerdo con la curva de calibración, el medio líquido se filtró al vacío. Tal 

como se explicó previamente, el micelio retenido en el papel de filtro fue secado 

durante 48 hs en estufa a 60° C, para la posterior determinación de peso. Como 

control se utilizó el mismo medio sin inocular, con el fin de conocer los valores de 

solubilización no biológica de P. Los valores de P soluble (ppm) del control fueron 

restados a los de los distintos tratamientos. 

 

Fig. 2.1. Esquema de la metodología a seguir para los ensayos de solubilización de fósforo en medio 

sólido y medio líquido NBRIP.  
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Análisis estadístico 

Para analizar las diferencias entre tratamientos, se aplicó la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis, adecuada para N bajos y datos que no cumplen con la normalidad ni 

homogeneidad de varianzas. Posteriormente, se realizaron comparaciones a 

posteriori mediante el test de Dunn, ajustando los valores de significancia con el 

método de Benjamini-Hochberg para controlar el error tipo I. Todos los análisis se 

llevaron a cabo con el software R versión 4.3.0 (2023-04-21 ucrt).  

 

Evaluación de la correlación entre el patrón de colonización, la tasa de 

crecimiento y estrategia nutricional  

Para evaluar la existencia de correlación, la estrategia nutricional se determinó según 

los resultados de la resíntesis realizada en el Capítulo 1, donde cada aislamiento fue 

clasificado como endofito o patógeno. La colonización del hospedante (porcentajes de 

colonización establecidos por micelio septado oscuro, micelio hialino o 

microesclerocios), se estableció en los mismos fragmentos de raíces de las plántulas, 

mediante la visualización del tejido radicular teñido. La tasa de crecimiento de los 

DSE se calculó en cultivos en AEM, utilizando el coeficiente "r".  

Tasa de crecimiento intrínseca 

Cada aislamiento fue repicado en cajas de Petri de 5 cm de diámetro con medio AEM 

por triplicado. El crecimiento se evaluó midiendo el diámetro de la colonia en cm 

durante un periodo de 34 días, registrándose 15 mediciones para cada aislamiento. 

En cada fecha de observación se midieron dos diámetros perpendiculares por colonia 

y se calculó el promedio. Para cepa se ajustó un modelo de crecimiento logístico a los 

datos de crecimiento utilizando la función nls (Nonlinear Least Squares) en R, a través 

de la siguiente fórmula: 

 

donde el parámetro K indica el diámetro máximo alcanzado, r representa la tasa de 

crecimiento y t0 es el tiempo en el que se observa el crecimiento más rápido. 
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Colonización de raíces  

Cuando se cosecharon las plántulas durante la resíntesis, una fracción de las raíces 

se utilizó para aislar a los DSE y la otra para cuantificar la colonización. Las raíces se 

lavaron con agua de la canilla para remover restos del sustrato adherido a ellas y se 

tiñeron inmediatamente con Trypan Blue (Phillips y Hayman, 1970). Luego, se 

clarificaron por inmersión en una solución de KOH 10 % y se dejaron por 30 minutos a 

90 °C. Se enjuagaron con agua de la canilla y luego se sumergieron en una solución 

de HCl 0.2 N durante 3 minutos para neutralizar los restos de KOH. Posteriormente se 

sumergieron en una solución de Trypan Blue (0,02 %) por 15 minutos a 90 °C. Por 

último se colocaron en ácido láctico para su conservación y posterior observación al 

microscopio óptico. La cuantificación se realizó siguiendo el procedimiento propuesto 

por McGonigle et al., (1990). Se registraron todas las hifas septadas, melanizadas o 

no, y los microesclerocios observados al microscopio en 150 campos por planta, o los 

disponibles en caso de un sistema radical pobremente desarrollado, usando 

segmentos de 1 cm de longitud. 

 

Análisis estadísticos 

Para el análisis de todas las cepas (N=29), se calculó la matriz de correlación para las 

variables: estrategia nutricional (endofito, patógeno); estatus endofítico de la planta 

donde fue aislado, tasa de crecimiento intrínseca, diámetro máximo alcanzado por la 

colonia. Se calculó el p valor para cada correlación. 

Además, en los casos en que la masa radicular permitió evaluar colonización (N=8), 

se calculó la matriz de correlación para los datos: estrategia nutricional (endofito, 

patógeno); estatus endofítico de la planta donde fue aislado, tasa de crecimiento 

intrínseca, diámetro máximo alcanzado por la colonia; hifas septadas hialinas (HSH), 

hifas septadas oscuras (HSO) y microesclerocios (M). Las cepas analizadas fueron: 

Microdochium bolleyi (C23A2, C51, G2), Setophoma terrestris (C53), Hymenoscyphus 

sp. (C54), Periconia macrospinosa (C87), Thelonectria blackeriella (C71A) y 

Herpotrichica sp. (CG5B). Se calculó el p valor para cada correlación. También se 

realizó un análisis multivariado a través de un Análisis de Componentes Principales 

(PCA) para explorar la estructura subyacente de los datos y para identificar patrones 
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de variabilidad entre las variables. Este análisis proporciona una visión general de 

cómo se agrupan o diseminan las observaciones en función de las variables 

consideradas. Finalmente, se analizó la existencia de correlación entre la variable 

“estatus” y las componentes principales resultantes del análisis anterior. 

 

Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de 

DSE. 

Aislamiento Epichloë a partir de plantas bajo estudio 

Para aislar una cepa de Epichloë platensis, se esterilizaron superficialmente 

fragmentos de 0.5 mm de muestras de tejido de vástago de B. auleticus del Campo 

Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA, en una 

parcela con plantas asociadas o no a E. platensis. El protocolo de esterilización 

incluyó una inmersión en etanol al 70% v/v durante 1 minuto, seguida de una 

inmersión en hipoclorito de sodio al 3% p/v durante 15 minutos, y un enjuague en una 

solución de etanol al 50% v/v durante 1 minuto. Posteriormente, los fragmentos se 

sembraron en placas de Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), incubados en la 

oscuridad a 23°C y revisados regularmente para detectar el crecimiento fúngico. 

 

Exudados de Epichloë platensis 

Se seleccionó al azar uno de los aislamientos de E. plantensis para obtener 

susexudadoso. Este aislamiento se cultivó en Erlenmeyers de 125 ml de medio 

líquido estéril Glucosa-Asparagina (GA) (Galvagno, 1976), en condiciones de 

agitación a 150 rpm a 23 °C durante 15 días. Luego, la biomasa fúngica fue separada 

del medio mediante una filtración con papel de filtro en vacío utilizando un kitasato y 

un embudo de Büchner. Finalmente, el medio de cultivo se esterilizó dos veces por 

filtración a través de una membrana de Millipore de 0.22 mm. Los exudados del 

endofito se conservaron a -20 ºC. 

 

Efecto de los exudados de Epichloë en el crecimiento de cepas de DSE 

Para analizar el efecto de los exudados del aislamiento de E. platensis sobre el 

desarrollo in vitro de cepas de DSE, el aislamiento seleccionado se cultivó en medio 

AEM, suplementado con exudados en concentraciones de 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v), 
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según Novas et al., (2011). Como control se utilizó el mismo volumen de medio GA 

estéril en lugar de exudados. Las placas de Petri (Ø 9 cm) se incubaron en oscuridad 

a 24 ºC durante 20 días o hasta que el micelio alcanzó el borde de la placa. Cada día 

se midieron dos diámetros perpendiculares de la colonia en las mismas cajas de Petri 

y se calculó el promedio de estos dos valores. Para poner a punto la metodología, se 

realizó un ensayo preliminar (Fig. 2.2) donde se emplearon dos cepas, una con 

estrategia endofítica: Microdochium bolleyi (C23A2) y otra con estrategia patogénica 

Setophoma terrestris (C53) en el ensayo de resíntesis. El ensayo presentó un diseño 

experimental factorial completamente aleatorizado, que incluyó dos factores: 

concentración de exudados (cinco niveles: 0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v) y día de 

observación. La concentración de exudados y el día de observación se trataron como 

factores fijos. Se realizaron cinco repeticiones para cada tratamiento en el 

experimento. 

Ensayo principal 

Una vez analizados los resultados del ensayo preliminar, se decidió repetirlo, 

incorporando más cepas endofíticas y patogénicas. En este ensayo se utilizaron 

nuevamente las cepas Microdochium bolleyi (C23A2) y Setophoma terrestris (C53) y 

se incorporaron las cepas: Thelonectria blackeriella (C71A) y Herpotrichia sp. (CG5B) 

que resultaron endofíticas y con capacidad de solubilizar P y Poaceascoma helicoides 

(CE8) como patogénica (Fig. 2.2), bajo las mismas condiciones del ensayo preliminar. 
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Fig. 2.2. Esquema del ensayo efecto de los exudados de Epichloë en el crecimiento de cepas de DSE. 

Primero se obtuvieron los exudados de E. platensis, posteriormente se realizó un ensayo preliminar, 

con dos cepas y finalmente un ensayo principal con 5 cepas total, algunas endofíticas y otras 

patogénicas.  

Análisis Estadísticos 

Las diferencias en el crecimiento de cada cepa de DSE se evaluaron considerando 

los dos factores fijos. Dado que las observaciones se realizaron sobre las mismas 

cajas de Petri, se incluyó la variable “caja” como variable aleatoria. La varianza se 

modeló a través de modelos que consideraron la interacción y los efectos aditivos. Se 

verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad. La idoneidad del modelo 

se comparó utilizando el criterio de información de Akaike (AIC). 

También se realizó un análisis para evaluar comparativamente las diferencias en el 

diámetro de la colonia a los 13 días, cuando algunas de las cepas alcanzaron el borde 

de la caja. Se realizó un ANOVA de dos factores. Los factores principales fueron la 

concentración de exudados (5 niveles) y la identidad de la cepa de DSE (2 ó 5 

niveles, dependiendo si se tratara del ensayo preliminar o el principal). Para cumplir 

con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, utilizamos weights=varIdent 
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para ajustar un modelo de varianza con diferentes varianzas para cada nivel. Las 

diferencias entre tratamientos se analizaron utilizando el paquete emmens en R, que 

permite obtener medias marginales estimadas (EMMeans) para los factores 

involucrados en el modelo. Además, se realizó un análisis de letras homogéneas 

utilizando la función cld (comparisons of least-squares means to derive letter 

displays). Este método asigna letras a las medias de los grupos para indicar cuáles 

son significativamente diferentes entre sí. Todos los análisis se llevaron a cabo con el 

software R versión 4.3.0 (2023-04-21 ucrt).  

 

Evaluación del efecto de una cepa de Setophoma terrestris en plantas 

adultas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë. 

Cepa de Setophoma terrestris bajo estudio 

En este ensayo se utilizó una cepa identificada molecularmente como Setophoma 

terrestris (C53), aislada de raíces de plantas sanas de B. auleticus y caracterizada 

como patogénica en el ensayo in vitro de resíntesis (Capítulo 1). Con el objetivo de 

evaluar el efecto de esta cepa patogénica en plántulas, en plantas adultas E+ y E- , 

éstas se inocularon con S. terrestris (S+) o se dejaron sin inocular (S-).         

Procedimiento 

Se realizó un ensayo en maceta de 12 cm de diámetro (800 cm3) con plantas de 4 

meses de edad. Estas se obtuvieron a partir de semillas de plantas de B. auleticus E+ 

y E- que fueron esterilizadas superficialmente. Tal como se realizó en el Capítulo 1, 

las semillas utilizadas se trataron con ácido sulfúrico al 50% durante 30 minutos para 

eliminar la palea y la lemma y posteriormente, se lavaron con agua de la canilla 

seguida de NaClO (50%) durante 1 hora. Por último, fueron enjuagadas con agua 

destilada estéril. Todos los pasos mencionados se realizaron en condiciones de 

agitación. Este procedimiento permite eliminar la palea y lemma, sin dañar al embrión 

y luego proceder con la esterilización superficial de la semilla. Las semillas se 

incubaron a 23 ºC en placas Petri (9 cm) con papel de filtro humedecido con 2 ml de 

agua destilada esterilizada. Las semillas utilizadas se sumergieron 1 minuto en 

solución etanol 70%, luego 10 minutos en lavandina-agua 1:1, y por último en etanol 

50%. Una vez esterilizadas, se colocaron 20 semillas de cada estatus endofítico en 
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cajas de Petri de 90 Ø mm con dos papeles de filtro, estériles, que fueron 

humedecidas con 2 ml de agua estéril. Luego de 2 semanas de haber germinado, las 

plántulas de tamaño uniforme fueron colocadas en macetas con el sustrato 

correspondiente a cada tratamiento. 

Para la preparación del inóculo de la cepa de S. terrestris fue cultivada en cajas de 

Petri de 90Ø mm con AEM. El inóculo del patógeno se preparó colocando 4 tacos de 

agar (4 mm de lado) tomados a partir del borde de las colonias en activo crecimiento 

(de 7 días) en Erlenmeyers (500 ml) con el sustrato de crecimiento. Éste consistió en 

una mezcla estéril de 200 gr de arena, 20 gr harina de maíz y 80 ml de agua 

destilada. Los Erlenmeyers se agitaron manualmente cada dos días hasta alcanzar 

una colonización profusa y uniforme. Se colocaron 2.5 gr de inóculo por maceta. El 

ensayo se realizó por quintuplicado para cada tratamiento y las plantas se cosecharon 

a los 2 meses.  

Al momento de la cosecha, se evaluó el estado general de la planta. El vástago y el 

sistema radical fueron separados para medir el peso fresco y seco. El sistema radical 

fue separado en dos fracciones: una para cuantificar peso y la otra para realizar el re-

aislamiento del patógeno y teñir con Trypan Blue (Phillips y Hayman, 1970). La 

esterilización superficial de las raíces siguió el mismo procedimiento descripto en el 

Capítulo 1. Para medir el peso seco, las muestras se mantuvieron en una estufa a 

60૦C hasta alcanzar un peso constante (Fig. 2.3).  
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Fig 2.3. Esquema de la metodología a seguir, para evaluar la patogenicidad de Setophoma terrestris 

en plantas adultas de Bromus auleticus. 

 

 

Estatus endofítico de Epichloë 

El estatus endofítico fue evaluado en las plantas antes de ser cosechadas, utilizando 

la técnica histológica convencional detallada por Clark et al., (1983). Como criterio se 

estableció que una planta es considerada infectada (E+) si se visualizan hifas 

características intercelulares colonizando el parénquima cortical (ver Fig 1 en la 

Introducción general). 

Diseño Experimental y Análisis estadístico 

El diseño experimental fue factorial completamente aleatorizado, contando con dos 

factores fijos: estatus de Epichloë (E+/E-) y la inoculación con Setophoma terrestris 

(S+/S-). Las variables fueron analizadas por ANOVA de 2 factores utilizando el 

software R. Se chequearon los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Las 

diferencias entre tratamientos se analizaron utilizando el paquete emmens en R, que 

permite obtener medias marginales estimadas (EMMeans) para los factores 

involucrados en el modelo. Además, se realizó un análisis de letras homogéneas 

utilizando la función cld (comparisons of least-squares means to derive letter 

displays). Este método asigna letras a las medias de los grupos para indicar cuáles 
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son significativamente diferentes entre sí. Todos los análisis se llevaron a cabo con el 

software R versión 4.3.0 (2023-04-21 ucrt).  
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RESULTADOS 

Capacidad de solubilización de fósforo en medio sólido de las cepas de DSE 

A partir del ensayo en medio sólido, seis de las 29 cepas de DSE presentaron halo de 

solubilización en medio NBRIP (Tabla 2.1). De estas seis cepas, tres fueron 

descartadas por resultar patogénicas en el ensayo de Resíntesis del Capítulo 1. De 

las tres restantes se seleccionaron las cepas identificadas como Thelonectria 

blackeriella (C71A), Herpotrichia sp. (CG5B) y Magnaporthiopsis sp. (C63). Sin 

embargo, esta última comenzó a presentar irregularidades en el crecimiento, por lo 

que se excluyó de la evaluación (Fig. 2.4). Finalmente, se seleccionó la cepa 71A de 

T. blackeriella para avanzar en el estudio, debido a su mayor crecimiento a lo largo 

del tiempo, en el ensayo en presencia de distintas concentraciones de exudados de 

E. platensis , en comparación con Herpotrichia sp. Mientras que Magnaporthiopsis sp. 

presentó un crecimiento escaso y lento en medio NBRIP por lo tanto se desestimó 

para estos ensayos. 

Tabla 2.1. Cepas seleccionadas con capacidad de solubilizar P. (+++, ++,+ simbolizan el diámetro del 

halo de solubilización, de mayor a menor) 
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Fig. 2.4. Cepas solubilizadoras de fósforo en medio sólido NBRIP. A. Thelonectria blackeriella. B. 

Magnaporthiopsis sp. C. Microdochium bolleyi. D. Herpotrichia sp. E. Tetraplosphaeria sp. F. 

Poaceascoma helicoides. A partir del ensayo de resíntesis (Capítulo 1) las cepas se clasificaron en 

endofíticas (verdes) y patogénicas (rojas). 



Capítulo 2         Natalia L. Terlizzi 

 
 

114 
 

 

Capacidad de solubilización de Thelonectria blackeriella en medio líquido 

El ensayo de solubilización en medio líquido, mostró un incremento de P soluble a lo 

largo del tiempo, con un máximo al día 20, que se correlacionó con un aumento en la 

biomasa de T. blackeriella (Fig. 2.5). Asimismo se evaluó el pH, mostrando un menor 

valor cuando la concentración de P soluble fue máxima (Fig. 2.6). 

 

Fig 2.5. Curva de Crecimiento de Thelonectria blackeriella en medio líquido NBRIP, cuantificado como 

peso seco del micelio, y solubilización de TCP, cuantificada como P soluble.  
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Fig 2.6. Curva de pH y P soluble de Thelonectria blackeriella en medio líquido NBRIP a distintos 

tiempos.  

 

Capacidad de solubilización de fósforo de Thelonectria blackeriella a partir de 

diferentes fuentes de fósforo 

Debido a inconvenientes metodológicos, los valores obtenidos en los controles fueron 

superiores a los de los tratamientos correspondientes. Por esta razón, decidimos 

excluir esos valores del análisis y enfocarnos únicamente en la comparación entre los 

tratamientos. Sin embargo, esta decisión introduce una limitación: no contamos con 

los valores de solubilización basal generados en los controles, lo que habría permitido 

realizar una comparación directa entre los tratamientos. En consecuencia, los 

resultados del análisis deben considerarse orientativos. Lo más relevante es que la 

cepa demuestra capacidad para solubilizar diferentes fuentes de fósforo (TCP, FF y 

FA). A continuación, presentamos los resultados obtenidos, con la advertencia de que 

no deben considerarse como concluyentes. 

El análisis de Kruskal-Wallis evidenció diferencias significativas entre las fuentes de P 

evaluadas (χ² = 10.118, df = 2, p = 0.006). Las comparaciones post hoc con el test de 

Dunn, ajustadas mediante el método Bonferroni, indicaron que T. blackeriella mostró 

una solubilización significativamente mayor de FA que de FF (p = 0.004), mientras 
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que no se detectaron diferencias significativas entre la solubilización de FA y TCP (p 

= 0.363) ni entre FF y TCP (p= 0.216), siendo la capacidad de solubilización de TCP 

intermedia a la de las otras fuentes de P. 

En términos absolutos, la mayor solubilización de P se observó en el tratamiento FA 

(3.13 ± 1.08 mg/g), seguido de TCP (1.36 ± 0.41 mg/g), mientras que FF presentó la 

menor solubilización (0.63 ± 0.27 mg/g). Estos resultados destacan la capacidad 

diferencial de T. blackeriella para solubilizar P según la fuente utilizada (Fig. 2.7; Fig. 

2.8). 

 

Fig 2.7. Solubilización de fosfato de aluminio (FA), fosfato tricálcico (TCP) y fosfato ferroso (FF) (g/L) 

con respecto a la biomasa seca de Thelonectria blackeriella (g−1 ). Las barras corresponden a la 

media ± desvío estándar. Letras diferentes indican diferencias significativas.  
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Fig 2.8. Solubilización de Thelonectria blackeriella al día 5 de crecimiento en medio líquido NBRIP 

suplementado con 3 fuentes distintas de fósforo. A. Fosfato tricálcico (TCP), izquierda control sin 

inocular, derecha tratamiento con T. blackeriella. B. Fosfato de Aluminio (FA). C. Fosfato ferroso (FF). 

B y C, izquierda tratamiento con T. blackeriella, derecha control sin inocular.  

 

Evaluación de la estrategia nutricional, tasas de crecimiento y patrones 

de colonización de las cepas de DSE 

Para todas las cepas (N=29), se realizó un análisis de correlación entre las variables: 

estrategia nutricional, estatus endofítico, tasa de crecimiento intrínseca y diámetro 

máximo alcanzado por la colonia para (Fig. 2.9). Se observó una correlación positiva 

no significativa (p=0.82) entre la estrategia nutricional y el estatus endofítico, así como 

entre el estatus endofítico y la tasa de crecimiento intrínseca (p= 0.102). La tasa de 

crecimiento intrínseca (r) y el diámetro presentaron una correlación positiva y 
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significativa (p= 0.016). Finalmente, la estrategia nutricional y el diámetro mostraron 

una correlación positiva no significativa (p=0.56). 

        

Fig. 2.9. Matriz de correlación entre las variables estrategia nutricional, estatus endofítico, tasa de 

crecimiento intrínseca (r) y diámetro máximo alcanzado por la colonia. Se muestran los coeficientes de 

correlación de Pearson calculados para 29 datos entre las variables: estrategia= estrategia nutricional, 

estatus=estatus endofítico de la planta de donde la cepa DSE fue aislada, r=tasa de crecimiento 

intrínseca, diam= diámetro máximo alcanzado por la colonia. Los valores de p que se expresan como: 

*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en función del valor del 

coeficiente de correlación. Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa fuerte), "turquesa" 

(correlación positiva fuerte), "blanco" (sin correlación). 

 

Debido al escaso material de raíces disponible en algunas las plántulas, el análisis de 

colonización (hifas septadas hialinas, hifas septadas oscuras y microesclerocios), 

pudo realizarse sólo para ocho cepas. En este análisis se incluyeron las variables: 

estatus endofítico de la planta de donde la cepa fue aislada, estrategia nutricional 

(endofito, patógeno), hifas septadas hialinas, hifas septadas oscuras, 

microesclerocios y la tasa de crecimiento intrínseca (Fig. 2.10). Debido a la alta 

correlación entre tasa intrínseca y diámetro, sólo se incorporó a la tasa intrínseca.  

El estatus endofítico E+ de las plantas de origen evidencia una correlación negativa 

significativa con las HSO (p=0.006) y una baja correlación y no significativa con el 

resto de las variables. La estrategia nutricional endofítica presentó una correlación 

negativa moderada con las HSH, una correlación positiva muy débil con los 

microesclerocios y prácticamente ninguna correlación con las HSO ni con la tasa de 
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crecimiento. Las HSH mostraron una correlación negativa moderada con la estrategia 

nutricional y una correlación débil con los microesclerocios, sin correlación con las 

HSO. Sin embargo, se observó una correlación negativa significativa entre las HSH y 

la tasa de crecimiento (p=0.037). Por su parte, las HSO presentaron una correlación 

positiva no significativa con los microesclerocios y con la tasa de crecimiento y no se 

detectó correlación con la estrategia nutricional ni con las HSH. 

 

Fig. 2.10 Matriz de correlación entre las variables estrategia nutricional, estatus endofítico, tasa de 

crecimiento intrínseca (r) y diámetro máximo alcanzado por la colonia. Se muestran los coeficientes de 

correlación de Pearson calculados para 8 datos entre las variables: estatus=estatus endofítico de la 

planta de donde el DSE fue aislado, estrategia= estrategia nutricional, HSH=hifas septadas hialinas, 

HSO=hifas septadas oscuras, M=microesclerocios y r=tasa de crecimiento intrínseca. Los valores de p 

que se expresan como: *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en 

función del valor del coeficiente de correlación. Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa 

fuerte), "turquesa" (correlación positiva fuerte), "blanco" (sin correlación). 

 

Se realizó un análisis multivariado a través de un Análisis de Componentes 

Principales (PCA). Las variables estudiadas fueron: hifas septadas hialinas (HSH), 

hifas septadas oscuras (HSO), microesclerocios (M), estrategia nutricional y la tasa de 

crecimiento intrínseca (r). Debido a la alta correlación entre la tasa intrínseca y el 

diámetro, sólo se incorporó a la tasa intrínseca. Además, en este análisis se eliminó la 



Capítulo 2         Natalia L. Terlizzi 

 
 

120 
 

variable estatus endofítico para que este factor no influyera en la distribución espacial 

de los datos. 

Los eigenvalores obtenidos, que expresan la magnitud de la varianza capturada por 

cada componente principal y la proporción explicada de la varianza se muestran en la 

Tabla 2.2. El primer componente principal (PC1) explica el 45% de la varianza total en 

los datos, mientras que el segundo (PC2) y el tercer componente (PC3) explican el 

26% y el 15% respectivamente. La contribución de cada variable original a los 

componentes principales se muestra en la Tabla 2.3. Se observa que la variable 

estrategia nutricional tiene una carga negativa en PC1 y PC3, y una carga positiva en 

PC2. La variable HSH tiene una fuerte carga positiva en PC1, sugiriendo que está 

altamente correlacionada con esa componente. La variable HSO tiene una carga 

negativa en los tres primeros componentes, especialmente en PC2. La variable 

microesclerocios tiene cargas negativas en las dos primeras componentes, siendo 

más notable en PC1. La tasa de crecimiento tiene una fuerte carga negativa en PC1 y 

una carga baja positiva en PC3.  

 

Tabla 2.2. Eigenvalores y Varianza Explicada del PCA realizado en 8 cepas de DSE. 
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Tabla 2.3. Contribuciones (“species scores”) de cada variable en las tres primeras componentes. 

Estrategia nutricional (Estrategia), hifas septadas hialinas (HSH), hifas septadas oscuras (HSO), 

microesclerocios (M), tasa de crecimiento intrínseca ( r). 

          

En relación a la distribución espacial de las cepas en el plano conformado por las dos 

primeras componentes, se detecta que, en el cuadrante I se encuentra la cepa (G5B) 

de Herpotrichia sp. (7), con estrategia endofítica y aislada de planta E-. En el 

cuadrante II, cerca de la CP2 y hacia sus valores positivos, se sitúa la cepa 71A (1) 

de Thelonectria blackeriella, con estrategia endofítica y aislada de planta E+. También 

en este se localizan las cepas 23A2 (2) de Michrodochium bolleyi, y la C87 (3) de 

Periconia macrospinosa, ambas aisladas de planta E+, con estrategia endofítica y alta 

tasa de crecimiento. Un poco más apartada se encuentra la cepa C51 (5) también 

identificada como M. bolleyi y aislada de planta E+ pero con estrategia patogénica. En 

el cuadrante III se encuentra la cepa G2, identificada como M. bolleyi (8), con 

estrategia patogénica y proveniente de planta E-, esta cepa se caracteriza por alta 

tasa de crecimiento y alta colonización con microesclerocios. Finalmente en el 

cuadrante IV se agrupan las cepas C53 de S. terrestris (4) y la cepa C54 de 

Hymenoscyphus sp. (6), ambas aisladas de plantas E+, con estrategia patogénica, 

baja tasa de crecimiento y similar colonización por HSH. 

A partir del biplot (Fig. 2.11) generado de las componentes principales 1 (PC1) y 2 

(PC2), se detectan al menos tres grupos: (i) el primer grupo está conformado por las 

cepas 1, 2, 3, 5 y 7, (ii) el segundo grupo por las cepas 4 y 6 y el tercero (iii) por la 

cepa 8. Es interesante destacar que en el grupo (i) todas las cepas, excepto la 5, 

presentan estrategia endofítica, aunque esta última comparte la baja abundancia de 

HSH. El grupo (ii) se caracteriza por cepas patogénicas provenientes de plantas E+, 
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mientras que en el grupo (iii) la única cepa integrante es patogénica y proviene de una 

planta E-. 

A partir del análisis de correlación entre la variable “estatus” y las Componentes 

principales no se detectó existencia de correlación significativa con ninguna. Como 

síntesis de los resultados más destacados se puede mencionar que se observan 

diferencias en los coeficientes de correlación dependiendo de la cantidad de cepas 

analizadas. Además, las cepas con estrategia endofítica y con alta tasa de 

crecimiento se agrupan juntas. Por otro lado, las cepas con estrategia patogénica 

parecen tener diferente comportamiento, en parte debido al estatus endofítico de la 

planta de la que fueron aisladas. Sumado a esto, se evidencia la variabilidad de 

estrategias y respuestas que presentan las cepas identificadas como M. bolleyi. 

 

Fig 2.11. Análisis de componentes principales (PCA) realizado a partir de las variables hifas septadas hialinas 

(HSH), hifas septadas oscuras (HSO), microesclerocios (M), estrategia nutricional y la tasa de crecimiento intrínseca 

(r) de endofitos septados oscuros aislados plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) y plantas no 

asociadas (E-). Los números representan cepas de DSE. Las cepas numeradas corresponden a 1. Thelonectria 

blackeriella (C71A); 2. Microdochium bolleyi (C23A2); 3. Periconia macrospinosa (C87); 4. Setophoma terrestris 

(C53); 5. Microdochium bolleyi (C51); 6. Hymenoscyphus sp. (C54); 7. Herpotrichia sp. (CG5B) 8 Microdochium 

bolleyi (CG2). E+ o E- corresponde al estatus de planta aislada, mientras que E (endofítica) o P (patogénica) a la 

estrategia nutricional. 
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Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de 

DSE. 

Ensayo preliminar 

Para estudiar el efecto de las concentraciones de los exudados se consideraron como 

factores fijos al día de observación y la concentración. Sin embargo, debido al 

crecimiento “natural” de las cepas los primeros días, en todos los casos su efecto fue 

significativo por lo que no se lo incorporará al análisis de los resultados. 

La cepa de M. bolleyi mostró un mayor crecimiento al de la cepa de S. terrestris en 

todas las concentraciones de exudados utilizadas, además de un crecimiento más 

uniforme a lo largo de todas las concentraciones durante todos los días de medición 

(Fig. 2.13). Esta uniformidad se refleja en las diferentes curvas de crecimiento (Fig. 

2.14; Fig. 2.17). 

Al comparar el crecimiento de las cepas en el día 13, cuando M. bolleyi alcanzó el 

borde de la colonia (dia 13), se observan diferencias significativas en el diámetro de 

las colonias entre las cepas de ambas especies (F=28.68; p=4.062e-06). No se 

detectaron diferencias debido a las concentraciones de exudados (F=0.037;  p=0.99) 

ni una interacción significativa entre ambos factores (F=2.56; p= 0.053). La Fig. 2.13 

muestra claramente la disminución en el diámetro de la colonia de S. terrestris a 

medida que aumenta la concentración de los exudados en comparación con el 

control. 
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Fig. 2.13. Diámetros de las colonias de M. bolleyi (cepa 23A2) y Setophoma terrestris (cepa 53) en 

presencia de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë platensis (0.5, 1.5, 3 y 6 %, V/V) al 

día 13 de crecimiento. Las barras de error representan el desvío estándar. 

 

 

Fig. 2.14. Curvas de crecimiento de Microdochium bolleyi (cepa 23A2) cultivada en medio AEM 

suplementado con concentraciones del 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v) de exudados de Epichloë platensis. 

Las barras de error representan el desvío estándar. 
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En M. bolleyi no se observaron diferencias en los diámetros de las colonias entre el 

control y el agregado de exudados, salvo para la concentración de 3% que presentó 

en algunos puntos de la curva de crecimiento, valores inferiores al resto de los 

tratamientos. Sin embargo, como esta tendencia no se repite en la concentración 6%, 

consideramos que debe tratarse de alguna condición particular de las cajas usadas 

en este tratamiento. Al analizar el efecto de las concentraciones del exudado sobre la 

cepa se detectaron diferencias significativas (F=3.10; p=0.0402) (Fig. 2.15) para la 

concentración 3% en los últimos días de la curva de crecimiento evaluados. No se 

detectó interacción significativa entre los dos factores fijos (F=0.63; p= 0.94) (Fig 

2.16).  

 

Fig. 2.15. Diámetro promedio (en cm) de colonias de Microdochium bolleyi (cepa 23A2) a diferentes 

tiempos de incubación en AEM con el agregado de diferentes concentraciones de exudados (0%, 

0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) obtenidos de Epichloë platensis. Los valores representan la media ± error 

estándar (n = 5).  
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Fig. 2.16. Cultivos de Microdochium bolleyi (cepa 23A2) en medio AEM suplementado con diferentes 

concentraciones de exudados de Epichloë platensis. Ensayo preliminar. A. Control. B. 0.5%. C. 1.5%. 

D. 3%. E. 6%. 

 

En el caso de de S. terrestris, el crecimiento de la colonia disminuyó al exponerse a 

concentraciones crecientes de exudados de Epichloë en comparación con el control, 

aunque este efecto no fue estadísticamente significativo (F=1.34; p=0.29) (Fig. 2.17). 

Sin embargo, probablemente debido a la interacción significativa con el factor días de 

crecimiento (F=2.3310; p=0.0003), se observan diferencias significativas entre 

algunos tratamientos (Fig 2.18; Fig 2.19).  
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Fig. 2.17. Curvas de crecimiento de Setophoma terrestris (cepa 53) cultivada en medio AEM suplementado 

con concentraciones del 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v) de exudados de Epichloë platensis. 

 

Fig 2.18. Diámetro promedio (en cm) de colonias de Setophoma terrestris (C53) en diferentes tiempos 

de incubación en AEM con el agregado de diferentes concentraciones de exudados (0%, 0.5%, 1.5%, 

3% y 6% (v/v)) obtenidos de Epichloë platensis. Los valores representan la media ± error estándar (n = 

5).  
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Fig. 2.19. Cultivos de Setophoma terrestris (cepa 53) en medio AEM suplementado con diferentes 

concentraciones de exudados de Epichloë platensis. Ensayo preliminar. A. Control. B. 0.5%. C. 1.5%. 

D. 3%. E. 6%. 

 

Ensayo principal 

Las cepas estudiadas presentaron diferentes patrones de crecimiento.  

En el caso de M. bolleyi, el modelo que mejor explica la variabilidad correspondió al 

aditivo, donde se observó un efecto significativo en el crecimiento debido a la 

concentración de los exudados (F= 3.99; p= 0.028). A diferencia del ensayo 
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preliminar, en este ensayo, se ve que los mayores valores de diámetro para esta cepa 

se obtienen con la concentración de 0.5% de exudados, que muestra los mayores 

valores en los días 8, 10 y 12. Sin embargo, probablemente debido a la variabilidad 

de las muestras, no es significativamente mayor que al control (Fig 2.20 y Fig 2.21). 

 

 

Fig. 20.2. Ensayos de evaluación del efecto de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë 

platensis (0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) sobre el crecimiento de M. bolleyi (C23A2) A. Diámetro 

promedio (en cm) de colonias y B. Curvas de crecimiento de M. bolleyi a diferentes tiempos de 

incubación en AEM. Los valores representan la media ± error estándar (n = 5).  
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Fig 2.21. Cultivos de M. bolleyi en medio AEM suplementado con diferentes concentraciones de 

exudados de Epichloë platensis. Ensayo principal. De izquierda a derecha: arriba, Control, sin 

exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de exudados. A. Cultivos al día 6 de crecimiento. B. 

Cultivos al día 12 de crecimiento. 

 

Thelonectria blackeriella 

El modelo que mejor describe la variabilidad es el modelo aditivo. Dado que no se 

corroboraron los supuestos, se ajustó la varianza utilizando VarIdent, aunque el mejor 

ajuste se obtuvo aplicando una transformación logarítmica a la variable. Se detectó un 

aumento significativo en el diámetro de la colonia en función de la concentración de 

los exudados (χ²= 47.84; p=2.294e-10). Las concentraciones de 0.5 y 6% presentaron 

valores significativamente mayores en comparación al control (Fig 2.22 A). A partir 

del día 14, las cajas sometidas a la concentración 3% de exudados comenzaron a 

presentar una disminución en la velocidad de crecimiento, presentando valores 

cercanos a los del tratamiento control (Fig 2.22 B; Fig 2.23).  
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Fig. 2.22. Ensayos de evaluación del efecto de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë 

platensis (0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) sobre el crecimiento de T. blackeriella (C71A) A. Diámetro 

promedio (en cm) de colonias y B. Curvas de crecimiento de Thelonectria blackeriella (C71A) a 

diferentes tiempos de incubación en AEM. Los valores representan la media ± error estándar (n = 5).  
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Fig 2.23. Cultivos de T. blackeriella en medio AEM suplementado con diferentes concentraciones de 

exudados de Epichloë platensis. Ensayo definitivo. De izquierda a derecha: arriba, Control, sin 

exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de exudados. A. Cultivos al día 14 de crecimiento. B. 

Cultivos al día 24 de crecimiento.  

 

Herpotrichia sp.  

Al igual que en el caso de T. blackeriella, el modelo que mejor describió la variabilidad 

fue el modelo aditivo, y los datos obtenidos para la cepa de Herpotrichia no 

corroboraron los supuestos. El mejor ajuste se obtuvo como resultado de la 

transformación logarítmica de la variable. En este caso, los diámetros de las colonias 

fueron afectados significativamente por la concentración de los exudados (χ²=279.28; 

p< 2.2e-16), mostrando los mayores valores las colonias cultivadas en cajas con 

exudados al 6% (Fig 2.24 A). Esta fue prácticamente la única concentración donde 

las colonias alcanzaron diámetros significativamente mayores que el control. En 

relación a las curvas de crecimiento, esta cepa muestra una respuesta de crecimiento 

constante a lo largo del tiempo (Fig 2.24 B; Fig 2.25). 
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Fig. 2.24. Ensayos de evaluación del efecto de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë 

platensis (0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) sobre el crecimiento de Herpotrichia sp. (CG5B) A. Diámetro 

promedio (en cm) de colonias y B. Curvas de crecimiento de Herpotrichia sp. a diferentes tiempos de 

incubación en AEM. Los valores representan la media ± error estándar (n = 5).  
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Fig 2.25. Cultivos de Herpotrichia sp. en medio AEM suplementado con diferentes concentraciones de 

exudados de Epichloë platensis. Ensayo definitivo. De izquierda a derecha: arriba, Control, sin 

exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de exudados. A. Cultivos al día 20 de crecimiento. B. 

Cultivos al día 30 de crecimiento.  

 

Setophoma terrestris 

Al igual que en los casos de T. blackeriella y la cepa de Herpotrichia, el modelo aditivo 

fue el que mejor describió la variabilidad. Los datos no corroboraron los supuestos, y 

el mejor ajuste se obtuvo mediante una transformación logarítmica de la variable. En 

este caso, los diámetros de las colonias fueron afectados significativamente por la 

concentración de los exudados (F=17.68; p<0.0001), mostrando los menores valores 

las colonias cultivadas con exudados al 6%. Las colonias cultivadas con exudados al 

0.5 % y 3% no mostraron diferencias con el control en cada fecha de medición. Sin 

embargo, las colonias con exudados al 6% alcanzaron diámetros significativamente 

menores que el control desde el día 4 de crecimiento y esta diferencia se acentuó con 

el tiempo. Esta tendencia se observa claramente en el gráfico (Fig 2.26 A; B) y es 

similar a la obtenida en el ensayo preliminar para esta cepa (Fig 2.27). 
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Fig. 2.26. Ensayos de evaluación del efecto de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë 

platensis (0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) sobre el crecimiento de Setophoma terrestris (C53) A. 

Diámetro promedio (en cm) de colonias y B. Curvas de crecimiento de Setophoma terrestris a 

diferentes tiempos de incubación en AEM. Los valores representan la media ± error estándar (n = 5).  
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Fig 2.27. Cultivos de S. terrestris en medio AEM suplementado con diferentes concentraciones de 

exudados de Epichloë platensis. Ensayo definitivo. De izquierda a derecha: arriba, Control, sin 

exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de exudados. A. Cultivos al día 6 de crecimiento. B. 

Cultivos al día 18 de crecimiento.  

 

Poaceascoma helicoides 

Al igual que en el caso de todas las cepas estudiadas, el modelo que mejor describió 

la variabilidad de P. helicoides fue el modelo aditivo, y los datos obtenidos para la 

cepa sí corroboraron los supuestos. En este caso, los diámetros de las colonias no 

fueron afectados significativamente por la concentración de los exudados (F=1.39; p= 

0.28). Sin embargo, probablemente debido a la existencia de interacción significativa 

entre los factores día de observación y concentración de exudados, se detectaron 

diferencias significativas entre algunas concentraciones para algunos de los días de 

medición. A partir del día 8, se observa que las colonias cultivadas con agregado de 

exudados presentan diámetros inferiores al control, siendo más pronunciado para las 

concentraciones de 3% y 6% (Fig 2.28 A). En el gráfico (Fig 2.28 B) se observa que 

las curvas de crecimiento mantienen una pendiente similar hasta el día 8, cuando 

comienzan a evidenciarse las diferencias entre los tratamientos (Fig 2.29). 
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Fig. 2.28. Ensayos de evaluación del efecto de diferentes concentraciones de exudados de Epichloë 

platensis (0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) sobre el crecimiento de P. helicoides (CE8) A. Diámetro 

promedio (en cm) de colonias y B. Curvas de crecimiento de P. helicoides a diferentes tiempos de 

incubación en AEM. Los valores representan la media ± error estándar (n = 5).  
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Fig 2.29. Cultivos de Poaceascoma helicoides en medio AEM suplementado con diferentes 

concentraciones de exudados de Epichloë platensis. Ensayo definitivo. De izquierda a derecha: arriba, 

Control, sin exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de exudados. A. Cultivos al día 6 de 

crecimiento. B. Cultivos al día 20 de crecimiento.  

 

Al comparar todas las cepas en el día 12 para facilitar la visualización de los patrones 

de comportamiento (Fig 2.30), no es posible realizar comparaciones directas de los 

valores absolutos debido a las diferencias en el crecimiento intrínsecas a cada cepa. 

Sin embargo, este enfoque permite identificar en qué cepas se observa una 

promoción o inhibición del diámetro de la colonia debido a los exudados (Fig 2.31). 

 

Fig. 2.30. Diámetro promedio (en cm) de colonias de Herpotrichia sp.(CG5B), Microdochium bolleyi 

(C23a2), Poacerascoma helicoides (CE8), Setophoma terrestris (C53) y Thelonectria blackeriella 

(C71A) al día 12 de incubación en AEM con el agregado de diferentes concentraciones de exudados 

(0%, 0.5%, 1.5%, 3% y 6% (v/v)) obtenidos de Epichloë plantesis. Los valores representan la media ± 

error estándar (n = 5).  
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Fig 2.31. Cultivos de A. Herpotrichia sp., B. Microdochium bolleyi, C. Poaceascoma helicoides, D. 

Setophoma terrestris, E. Thelonectria blackeriella, al día 12 de crecimiento en medio AEM 

suplementado con diferentes concentraciones de exudados de Epichloe platensis. Ensayo definitivo. 

De izquierda a derecha: arriba, Control, sin exudados y 0.5% de exudados; abajo 3% y 6% de 

exudados.  
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Evaluación del efecto de una cepa de Setophoma terrestris sobre plantas 

adultas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë. 

 

Parámetros de crecimiento de las plantas 

Al momento de la cosecha, se examinó el estado general de las plantas y se observó 

una coloración rosada en las raíces, característica de la podredumbre basal, sin 

embargo no se encontraron lesiones necróticas. (Fig 2.32). 

 

 

Fig 2.32. Evaluación del estado general de la planta de Bromus auleticus inoculada con Setophoma 

terrestris (S+). Observación de síntomas en las raíces. Flecha gris, corresponde raíces con coloración 

rosada en plantas S+. Flecha verde, corresponde a raíz presencia de síntoma.  

 

En cuanto al peso seco del vástago, las plantas E-S+ mostraron los valores más 

altos, significativamente diferentes del resto de los tratamientos debido al efecto del 

factor S. terrestris (F=5.12, p= 0.04). El resto de los tratamientos no presentaron 

diferencias significativas entre sí. No se detectó un efecto significativo de Epichloë 

(F=0.002, 0.96), ni una interacción significativa entre los factores (F=2.77, p=0.12) 

(Fig. 2.33) 
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Fig. 2.33. Peso seco de vástago de plantas de 4 meses de edad de Bromus auleticus asociadas a 

Epichloë (E+) o no asociadas (E-), inoculadas o no con la cepa 53 de Setophoma terrestris 

(Setophoma y Control, respectivamente).  
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Para el peso seco de la raíz, no se detectaron diferencias significativas entre los 

tratamientos debido a S. terrestris (F=1.62, p=0.21) o Epichloë (F=0.74, p=0.4), ni se 

detectó una interacción significativa entre ambos factores (F=1.44, p=0.25). Cabe 

destacar que tanto el peso del vástago como el de raíz mostraron tendencias 

similares, con el tratamiento E-S- presentando los valores más bajos en ambos casos 

(Fig. 2.34) 

 

Fig. 2.34. Peso seco de raíz de plantas de 4 meses de edad de Bromus auleticus asociadas a Epichloë 

(E+) o no asociadas (E-), inoculadas o no con la cepa 53 de Setophoma terrestris (Setophoma y 

Control, respectivamente).  
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El largo de las hojas más largas fue similar entre todos los tratamientos, como lo 

indica la falta de un efecto significativo de S. terrestris (F=0.065, p=0.8) y de Epichloë 

(F=0.08, p=0.78), así como la ausencia de una interacción significativa entre los 

factores (F=0.85, p=0.37) (Fig. 2.35).  

 

Fig. 2.35. Largo de hojas (cm) de plantas de 4 meses de edad de Bromus auleticus asociadas a 

Epichloë (E+) o no asociadas (E-), inoculadas con la cepa 53 de Setophoma terrestris (Setophoma) o 

no (Control).  

 

Colonización de raíces 

 

Las estructuras del DSE analizadas, fueron observadas en plantas de todos los 

tratamientos, aunque con distinta frecuencia, y variaciones en su comportamiento 

según el tratamiento con Epichloë. En el análisis se incluyó el tratamiento S- (sin 

inoculación de S. terrestris) dado que algunas estructuras fueron detectadas en este 

tratamiento. Sin embargo, la frecuencia en el tratamiento S- fue significativamente 

menor en comparación con los tratamientos donde sí se inoculó la cepa de S. 

terrestris, indicando una inoculación exitosa. Dado que el objetivo del ensayo fue 

evaluar el efecto de Epichloë sobre la colonización de S. terrestris (C53), solo 

brindamos los datos correspondientes a Epichloë. 
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Hifas septadas hialinas 

Se observó presencia de HSH en plantas de todos los tratamientos, siendo esta la 

estructura de mayor abundancia (Fig. 2.36). El análisis reveló que Epichloë no tuvo 

ningún efecto significativo sobre el desarrollo de estas estructuras (Lrt=2.05e-05, p= 

0.99). Las plantas S+ presentaron una abundancia significativamente mayor que las 

S-, independientemente del estatus de Epichloë (Lrt= 12.44, p=0.0004). Además, la 

interacción entre ambos factores resultó ser significativa (Lrt=12.87, p=0.005). 

 

Hifas septadas oscuras 

Las hifas septadas oscuras se encontraron en menor proporción que las HSH (Fig. 

2.36). La asociación con Epichloë tuvo un efecto positivo y significativo en la 

colonización por HSO (Dev= 69.43, p=2e-16), siendo esta colonización tres veces 

superior en S+E+, que en S+E-. También se detectaron diferencias significativas en la 

abundancia de HSO debido a la inoculación con S. terrestris (Dev=136.7, p=p=2e-16). 

La interacción entre los factores no fue significativa (Dev=0.73, p=0.39). 

 

Microesclerocios 

Se encontraron microesclerocios en plantas de todos los tratamientos analizados, con 

una abundancia significativamente mayor en el tratamiento donde se inoculó la cepa 

de S. terrestris (LRT=11.03, p=0.0009). Aunque no se observó un patrón claro, su 

abundancia fue menor en comparación con las HSH y las HSO, siendo el menor valor 

registrado en plantas E-. No se observaron efectos significativos asociados con el 

estatus endofítico de Epichloë (LRT=0.033, p= 0.85); sin embargo, la interacción entre 

los factores fue significativa (LRT=12.52, p=0.006). 
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Fig. 2.36. Colonización de raíces de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no asociadas (E-), 

por estructuras características de DSE, inoculadas o no con S. terrestris 53 (Setophoma y Control 

respectivamente). HSH: hifas septadas hialinas, HSO: Hifas septadas oscuras, M: Microesclerocios. 

Las barras representan el promedio del número de estructuras registradas para cada tratamiento. Las 

barras de error representan el Error Estándar (SE). Las letras diferentes señalan diferencias 

significativas entre los tratamientos dentro de cada variable analizada. 
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DISCUSIÓN 

Solubilización de P 

- Evaluación de cepas solubilizadoras de P en medio NBRIP sólido 

Los microorganismos endofitos de raíz y asociados a la rizósfera que muestran algún 

papel en el ciclo de P mineral presentan la ventaja de que este papel afectará la 

nutrición de la planta en forma más directa, por otra parte, serán influenciados por los 

exudados radicales capaces de impulsar la producción de metabolitos, como ácidos 

orgánicos, involucrados en la solubilización de P y además pueden presentar 

capacidades adicionales que potencien su papel en la salud de la planta tales como 

mejorar la absorción de nutrientes, antagonizar con patógenos o alterar la arquitectura 

de la raíz, controlando directamente los patógenos o estimulando los mecanismos de 

defensa de las plantas (Chamkhi et al., 2022). En este estudio, se trabajó con cepas 

de DSE aisladas de raíces de plantas de Bromus auleticus asociadas (E+) o no (E-) a 

Epichloë platensis. A partir de un screening en medio sólido, se seleccionaron 6 

cepas con capacidad de solubilizar P, identificadas por la presencia de un halo de 

solubilización alrededor de la colonia. Según la identificación molecular realizada en el 

Capítulo 1, estas corresponden a Thelonectria blackeriella (C71A), Magnaporthiopsis 

sp. (C63), Microdochium bolleyi (C51), Herpotrichia sp. (G5B), Tetraplosphaeria sp. 

(CB4) y Poaceascoma helicoides (CE8). Aún más, se han aislado cuatro cepas de M. 

bolleyi, dos de Herpotrichia sp. y dos de P. helicoides, y los resultados han mostrado 

que sólo algunas tienen la capacidad de solubilizar P, siendo esto consistente con los 

antecedentes. Esto evidencia una variabilidad en las capacidades de solubilización de 

P entre diferentes especies y cepas de una misma especie, destacando la 

importancia de caracterizar cada cepa de forma individual. 

Estas cepas fueron aisladas de plantas E+ y E-, tres de cada tipo, de un total de 29 

cepas. Existen antecedentes en el modelo de estudio B.auleticus-Epichloë en los 

cuales se evaluó la diversidad de hongos solubilizadores de P asociados a la rizósfera 

de plantas E+ y E-. Aunque, no se encontraron diferencias significativas en el número 

de HSF entre plantas de ambos estatus endofíticos, sí se observó una mayor 

diversidad de HSF asociados a la rizósfera de plantas E+ (Arrieta et al., 2015). En 

este estudio, la proporción de cepas DSE con capacidad para solubilizar P fue baja, 

cercana al 20% (6/29), sin diferencias significativas entre plantas E+ y E-, en 
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concordancia con lo mencionado. Además, todas pertenecieron a diferentes géneros, 

lo que habla de la heterogeneidad de las cepas de DSE con esta capacidad, en 

particular, asociadas a B. auleticus y aunque fueron solo 6 cepas, 3 aisladas de 

plantas E+ y 3 de plantas E-, el estatus de la planta no parece tener efecto en la 

presencia de DSE solubilizadores. 

En Argentina existen estudios sobre cepas de DSE aisladas de distintas gramíneas, 

que presentaron variabilidad en su capacidad de solubilizar diferentes fuentes de P 

(TCP, FA, FF) (Spagnoletti et al., 2017; Barresi et al., 2022; Echeverría et al., 2024). 

Mientras que Echeverria et al., (2024) aislaron una cepa de DSE a partir de plantas de 

cebada identificada como Microdochium sp. capaz de solubilizar P especialmente a 

partir de TCP y presentar una alta tasa de crecimiento, incluso a un pH ácido, Rothen 

et al., (2018) caracterizaron la fisiología de una cepa de Microdochium bolleyi, la cual 

no presentó capacidad de solubilización de P en presencia de la misma fuente.  

Se destaca a las cepas de T. blackeriella, Magnaporthiopsis sp. y Herpotrichia sp. que 

presentaron capacidad para solubilizar P dado que, a nuestro conocimiento, no hay 

registros previos sobre estas especies. Este resultado representa un hallazgo 

prometedor que amplía el conocimiento sobre la funcionalidad de estos endofitos 

- Cuantificación de la solubilización de P 

Se realizaron ensayos de solubilización de P en medio líquido, con distintas fuentes 

de P (TCP, FA, FF) utilizando la cepa de T. blackeriella. En general, el TCP es más 

soluble que el FA, y este último es más soluble que el FF (Sims y Sharpley, 2005). En 

nuestro estudio, T. blackeriella mostró la capacidad diferencial de solubilizar distintas 

fuentes de P. Siendo significativamente mayor para FA y TCP respecto de FF. Sin 

embargo, como se ha mencionado, la ausencia de un valor basal de solubilización 

limita el análisis y obliga a interpretar los datos como orientativos. A pesar de esto, los 

resultados se asemejan a estudios previos con HSF o bien DSE, en los cuales se 

evidenció capacidad diferencial según la fuente de P. Tanto Scervino et al., (2010) 

como Stefanoni Rubio (2019) evaluaron HSF, este último se centró en hongos 

pertenecientes a los géneros Aspeguillus, Penicillium y Talaromyces, todas las cepas 

evaluadas lograron solubilizar TCP, confirmando que esta fuente no presenta grandes 

desafíos para los HSF, en comparación a FA, FF y superfosfato simple, un fertilizante 

ampliamente utilizado en el agro. En lo que respecta a cepas autóctonas de DSE, hay 
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estudios recientes (Spagnoletti et al., 2017) que han identificado cepas de 

Ophiosphaerella, Cochliobolus y Setosphaeria rostrata con capacidad para solubilizar 

TCP en medio sólido, mientras que Drechslera y Ophiosphaerella herpotricha 

mostraron mayor solubilización hacia la fuente de FA. Mientras que en medio líquido, 

las capacidades variaron dependiendo de la fuente de P y del hongo. Echeverría et 

al., (2024) reportaron cepas de Exophiala equina y Curvularia arcana con capacidad 

para solubilizar tanto TCP como FA, aunque esta última fue menos eficiente. Los 

antecedentes resaltan la variabilidad en la respuesta de los hongos frente a distintas 

fuentes de P y su fuerte dependencia de la identidad del microorganismo. Según 

Scervino et al., (2010), en los estudios de solubilización de P no solo es determinante 

la fuente utilizada, sino también la capacidad del hongo para producir ácidos 

orgánicos específicos. El ácido glucónico es predominante en la solubilización de 

TCP, mientras que los ácidos cítrico y valérico son más comunes en la solubilización 

de FA y FF. Estos hallazgos subrayan que la liberación de diversos ácidos orgánicos 

en la rizosfera es clave para solubilizar compuestos inorgánicos de P, y que la 

producción simultánea de varios ácidos puede potenciar esta capacidad. Nuestros 

resultados son no concluyentes, deberían repetirse los ensayos y dado los 

antecedentes mencionados, incorporar el estudio de ácidos orgánicos asociados a la 

cepa seleccionada, en este caso Thelonectria blackeriella, para determinar su 

capacidad para solubilizar fosfatos inorgánico.  

 

Estudio integrado de diversos parámetros de desarrollo, el estatus de la 

planta de origen y estrategia nutricional de las cepas de DSE 

Uno de los objetivos de este capítulo fue analizar y correlacionar características de las 

cepas de hongos DSE aisladas, como la tasa de crecimiento, la estrategia nutricional 

(endofítica o patogénica), el diámetro alcanzado y el estatus endofítico de las plantas 

de la que las cepas fueron aisladas (E+/E-), de manera de ampliar nuestro 

conocimiento sobre cómo las plantas pueden atraer microorganismos beneficiosos y 

restringir patógenos. 

Los análisis mostraron una correlación positiva, aunque no significativa entre el 

estatus de Epichloë de la planta de origen y la estrategia nutricional de las cepas 
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aisladas. No obstante, al analizar los resultados de los aislamientos se observó que 

de los 18 obtenidos a partir de plantas E+, 11 fueron endofíticos y 7 patogénicos, 

mientras que de los 11 aislamientos de plantas E-, 3 fueron endofíticos y 8 

patogénicos. Esta tendencia también se evidencia en la distribución espacial de las 

cepas en el análisis multivariado, lo cual destaca la alta proporción de cepas de DSE 

con rol endofítico asociadas a plantas en simbiosis con endofitos Epichloë. 

Aunque existe evidencia de que los genes de la planta influyen en la estructura de la 

comunidad microbiana (Bulgarelli et al., 2012; Haney et al., 2015; Schlaeppi et al., 

2014), no está claro si las interacciones planta-microbioma se rigen por principios 

similares a las simbiosis mutualistas o si responden a reglas diferentes. Al menos tres 

etapas pueden caracterizar la interacción simbiótica: i) "gating" metabólico, donde las 

plantas restringen el acceso microbiano mediante metabolitos selectivos; ii) 

reconocimiento dual de receptores, donde señales microbianas activan programas 

específicos de simbiosis o inmunidad; y iii) integración de señales ambientales que 

modulan la simbiosis (Thoms et al., 2021). En la etapa de “gating” metabólico, la 

variedad de metabolitos en las plantas podría conferir una gran especificidad 

simbiótica, permitiéndoles seleccionar simbiontes beneficiosos y restringir patógenos 

(Singh et al., 2023). En nuestro sistema, la asociación con endofitos Epichloë podría 

jugar un papel fundamental en la composición de los exudados radicales, los cuales, 

como discutiremos más adelante, impactan el establecimiento de otras simbiosis, 

como las de los HMA (Novas et al., 2011; Vignale et al., 2018; 2020). A nuestro 

conocimiento no existen otros estudios que hayan explorado el efecto de la 

asociación con endofitos Epichloë sobre estos parámetros en cepas de DSE u otros 

endofitos. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que las plantas de B. auleticus 

asociadas con E. platensis promueven la asociación con cepas de DSE que 

desempeñan un rol endofítico. 

Entre otros resultados, se observó una correlación significativa positiva entre la tasa 

de crecimiento y el diámetro de la colonia, por lo que en los siguientes análisis se 

excluyó la variable diámetro de la colonia para evitar “redundancias”. Un resultado 

destacable es que no se encontró correlación entre la tasa de crecimiento y la 

estrategia nutricional, por lo que, al menos, para las cepas estudiadas, no se puede 

adjudicar una mayor tasa de crecimiento a cepas patogénicas. Un pilar fundamental 
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de las teorías clásicas sobre la evolución de la virulencia es la suposición de que la 

tasa de crecimiento del patógeno se correlaciona positivamente con la virulencia, 

argumentando que los patógenos de crecimiento rápido son más virulentos porque 

consumen recursos del hospedante más rápidamente que los de crecimiento lento 

(Choisy y de Roode, 2010, Alizon et al., 2013). Sin embargo, un estudio reciente 

propone una nueva hipótesis: además de la tasa de crecimiento, la eficiencia 

metabólica también influye en la virulencia, y el resultado final depende de cómo 

interactúan estas dos propiedades (Lindsay et al., 2021). Los autores sugieren que la 

relación entre la tasa de crecimiento y la virulencia puede ser tanto positiva como 

negativa, dependiendo de (a) la interacción entre tasa de crecimiento y eficiencia 

metabólica, y (b) cómo la tasa de crecimiento afecta otros procesos de la enfermedad, 

como los costos dependientes del tiempo de superar las defensas del hospedante. 

Así, la virulencia no sería simplemente proporcional a la tasa de crecimiento del 

patógeno, como se asumía clásicamente. En este estudio, no evaluamos la relación 

entre la tasa de crecimiento y la virulencia de las cepas, por lo que no podemos 

determinar si coincide con esta hipótesis. Las tres cepas de Microdochium bolleyi 

(C23A2, C51, CG2) fueron de las que presentaron las mayores tasas de crecimiento 

incluidas en este análisis siendo algunas de estas cepas endofíticas (C23A2 y C51) y 

otra patogénica (CG2), por lo que nos inclinamos a pensar que la tasa de crecimiento 

es el reflejo de una característica intrínseca de la cepa más que de su estrategia 

nutricional. Por lo tanto, se necesita una comprensión mecanicista tanto de la relación 

entre la tasa de crecimiento del patógeno y la virulencia, como de la relación entre la 

tasa de crecimiento de cada cepa y su estrategia nutricional. 

En relación a parámetros de colonización, se observó una correlación negativa y 

significativa entre el estatus endofítico de las plantas de origen y la colonización a 

través de HSO. Sin embargo, dada la cantidad limitada de material analizado, y la 

disparidad entre plantas E+ (6) y E- (2), es prudente ser cauteloso al momento de 

realizar conclusiones. Además, se encontró una correlación negativa entre HSH y la 

tasa de crecimiento, lo que indica que una mayor colonización por este tipo de hifas 

podría estar asociado a una menor tasa de crecimiento fúngico. 

En las demás variables, se observaron correlaciones no significativas. En cuanto a la 

estrategia nutricional, se registró una correlación negativa moderada con las HSH, lo 
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que sugiere que esta estrategia podría relacionarse con una menor formación de 

estas estructuras. Asimismo, se detectó una correlación positiva muy débil con los M, 

lo cual sugiere una relación leve entre la estrategia endofítica y la presencia de estas 

estructuras de resistencia. Al no detectarse correlación con las HSO ni con la tasa de 

crecimiento, se infiere que estos factores no están fuertemente influenciados por la 

estrategia nutricional endofítica. 

A partir de estos resultados, no es posible detectar relaciones claras entre la 

asociación de endófitos Epichloë en la planta y el tipo de colonización que desarrollan 

las cepas de DSE en las raíces. Sin embargo, en un estudio de campo (Terlizzi et al., 

2022), se detectó que las plantas E+ presentaban un patrón de colonización más 

uniforme que las E-. A diferencia del mencionado estudio, donde no se pudo asignar 

los patrones evaluados a ninguna cepa en particular, en esta aproximación 

metodológica es posible realizar una descripción más detallada de cada cepa. Dado 

el limitado material obtenido, especialmente en los casos en los que la cepa inoculada 

resultó patogénica, proponemos repetir este ensayo utilizando plántulas más grandes, 

de modo que se tenga mayor oportunidad de recuperar material vegetal suficiente 

para completar las caracterizaciones aquí iniciadas. 

En el análisis de componentes principales (PCA), se observa que las cepas con 

estrategia nutricional endofítica, como Herpotrichia sp. (CG5B), T. blackeriella (C71A), 

M. bolleyi (C23A2) y Periconia macrospinosa (C87) se agrupan junto con la cepa 

patogénica M. bolleyi (C51). Mientras que, las demás cepas, todas de estrategia 

patogénica (M. bolleyi (CG2), S. terrestris (C53) y Hymenoscyphus sp. (C54)) se 

agrupan según el estatus endofítico de las plantas de origen. Por un lado S. terrestris 

(C53) e Hymenoscyphus sp. (C54) mostraron una asociación positiva con las HSH, 

mientras que M. bolleyi (CG2) se correlacionó positivamente con las HSO y, en menor 

grado, con los microesclerocios (M). Este análisis sugiere que la estrategia nutricional 

y el estatus endofítico de la planta del cual fueron aisladas, influye en la agrupación 

de las cepas. Estudios previos sobre la colonización de DSE en gramíneas 

(Vandegrift et al., 2015; Slaughter et al., 2019; Terlizzi et al., 2022), muestran 

diferentes patrones de colonización dependiendo del estatus endofítico de la planta 

de la que fueron aisladas.  
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En este estudio, las cepas asociadas a plantas E- mostraron una alta relación con 

HSO y con M, mientras que las cepas aisladas de plantas E+ se asociaron más 

frecuentemente con HSH. Esto contrasta con los resultados anteriores, donde se 

reportó mayor colonización de microesclerocios en plantas E+ (Terlizzi et al., 2022). 

La diferencia puede deberse tanto al enfoque del análisis (patrón de colonización 

frente a correlación entre distintas variables) como al número limitado de cepas 

analizadas en este estudio, debido a la baja cantidad de raíces obtenidas en el 

ensayo de resíntesis.  

Estos resultados subrayan la complejidad y variabilidad en las interacciones entre 

múltiples simbiontes, lo que dificulta generalizar los patrones observados. Además, en 

este análisis se incluyeron 3 cepas de M. bolleyi: C23A2 (endofítica aislada de planta 

E+), C51 (patogénica aislada de planta E-) y CG2 (patogénica aislada de planta E+), 

que mostraron un comportamiento distinto a pesar de ser aisladas de B. auleticus del 

mismo sitio y bajo las mismas condiciones. Este resultado respalda lo observado en el 

ensayo de solubilización de P, donde las cepas mostraron diferencias en su 

capacidad para solubilizarlo, ya que algunas cepas de la misma especie lograron 

solubilizar P mientras que otras no. Además, estudios previos han reportado 

resultados similares, indicando variabilidad en las capacidades fisiológicas incluso 

entre cepas pertenecientes al mismo género (Rothen et al., 2018; Echeverría et al., 

2024). Esto sugiere que las capacidades funcionales pueden variar significativamente 

dentro de una misma especie, posiblemente debido a diferencias genéticas o 

adaptaciones específicas, por lo que refleja la importancia de caracterizar cada cepa 

de manera individual para comprender su comportamiento y potencial funcional, 

subrayando que, aunque compartan un mismo origen, las cepas pueden tener 

respuestas y capacidades metabólicas diferenciadas. 

 

Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de 

DSE 

La interacción planta-endofito puede modificar las condiciones de la rizósfera. Tal 

como se mencionó, los exudados radicales juegan un papel crucial en la composición 

y actividad de los microorganismos presentes. Por ello, es relevante comprender 
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cómo los exudados de Epichloë, un endofito asociado a B. auleticus, podrían afectar a 

otros microorganismos como los DSE que se asocian al mismo hospedante. Estudios 

previos han demostrado diferencias en la composición química de los exudados de 

plantas E+ y E-, lo cual afecta la diversidad de hongos asociados a la rizósfera (Guo 

et al., 2015). Estudios in vitro y a campo evaluaron diferentes concentraciones de 

exudados de Epichloë en HMA y observaron una promoción en los estados pre-

infectivos y en la colonización, no sólo de las plantas asociadas a Epichloë (Novas et 

al., 2011; Vignale et al., 2018) sino también en plantas circundantes (Vignale et al., 

2020). Sin embargo poco se conoce sobre el efecto de los mismos sobre los DSE 

(Terlizzi et al., 2022) y más aún sobre diferentes estrategias nutricionales de las 

cepas fúngicas.  

En el ensayo preliminar, al comparar dos cepas, una endofítica (Microdochium bolleyi, 

C23A2) y otra patogénica (Setophoma terrestris, C53), expuestas a distintas 

concentraciones de exudados de Epichloë los resultados indicaron que M. bolleyi 

mostró un crecimiento más homogéneo en todas las concentraciones de exudados en 

comparación con S. terrestris. Para M. bolleyi, no se detectaron diferencias 

significativas en su crecimiento ante las distintas concentraciones de exudados 

(Terlizzi et al., 2022). Sin embargo, S. terrestris experimentó una disminución en su 

crecimiento a medida que aumentaba la concentración de exudados de Epichloë. 

Estos resultados sugieren un efecto inhibidor de Epichloë sobre la cepa patogénica. 

Para comprender este efecto se decidió realizar un ensayo con 5 cepas, 3 de ellas 

endofíticas (M. bolleyi, C23A2; T. blackeriella, C71A; Herpotrichia sp., CG5B) y 2 

patogénicas (S. terrestris, C53; P. helicoides, CE8). Los resultados fueron similares al 

ensayo preliminar, se ha observado una promoción del crecimiento en las cepas 

endofíticas a distintos tiempos y concentraciones de exudados. En el caso de M. 

bolleyi los mayores valores se observaron para la concentración de 0.5% de 

exudados en los días 8, 10 y 12. Mientras que para T. blackeriella las concentraciones 

de 0.5% y 6% promovieron el crecimiento de la colonia, aunque se observó una 

disminución del mismo, al día 14 para el tratamiento de 3% de exudados. Herpotrichia 

sp. presentó mayores diámetros de la colonia para la concentración de 6%. Al 

analizar las cepas patogénicas, S. terrestris presentó resultados similares a los 

observados en el ensayo preliminar, ya que los menores valores de diámetro se 

dieron en la máxima concentración de exudados. Mientras que en P. helicoides se 
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detectaron diferencias significativas entre algunas concentraciones para algunos días, 

por ejemplo se observaron diámetros inferiores al control, para las concentraciones de 

3% y 6%, a partir del día 8.  

Estos resultados, muestran un hallazgo prometedor ya que Epichloë presentaría un 

efecto promotor del crecimiento en las cepas endofíticas, tal como se observó con los 

HMA, e inhibidor en las cepas patogénicas dependiendo de las concentraciones. De 

acuerdo a los antecedentes, este efecto diferencial puede deberse a la composición 

química de los exudados, la concentración y la identidad de cada cepa.  

Los compuestos químicos derivados de plantas desempeñan un papel clave en la 

atracción y mantenimiento de microorganismos asociados, incluyendo metabolitos 

especializados que no solo repelen patógenos, sino que también regulan la 

colonización de endófitos (Singh et al., 2023). Por ejemplo, la colonización equilibrada 

y la actividad promotora del crecimiento vegetal (PGP) de Colletotrichum tofieldiae en 

Arabidopsis dependen de metabolitos de la vía del triptófano, como se demostró en 

mutantes de plantas. En tabaco, los metabolitos especializados santhopina y nicotina 

son responsables del enriquecimiento endofítico del género bacteriano Arthrobacter, 

que cataboliza estos compuestos (Shimasaki et al., 2021). Aunque la composición de 

los exudados de B. auleticus y de Epichloë platensis es desconocida en este estudio, 

se sabe que las condiciones del entorno pueden influir en su perfil químico. Por lo 

tanto, es crucial realizar estudios complementarios para comprender con mayor 

profundidad estos mecanismos y confirmar el impacto de Epichloë en distintos 

microorganismos.  

 

 Impacto de Setophoma terrestris en el desarrollo de plantas adultas de 

Bromus auleticus asociadas a Epichloë platensis 

La virulencia, definida como el daño que una cepa patógena causa al hospedante , se 

considera una fuerza impulsora en la coevolución entre hospedante y patógeno 

(Read, 1994; Frank, 1996). El éxito de un patógeno depende de la susceptibilidad del 

hospedante, la capacidad de reproducción del patógeno y las condiciones 

ambientales, incluyendo factores como temperatura, intensidad de luz, humedad y 

período de rocío (Levy y Cohen, 1983a,b). Además, los efectos del patógeno pueden 
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variar según la etapa de crecimiento de la planta, ya que las plantas adultas suelen 

sufrir menos daños que las semillas o plántulas, lo cual es especialmente relevante en 

especies herbáceas de corta vida (Blaney & Kotanen, 2001; Gilbert, 2002). 

Todas las cepas aisladas en este estudio provienen de tejido asintomático, sin 

embargo, varias de ellas resultaron patogénicas en el ensayo de resíntesis. Estos 

resultados nos llevaron a preguntarnos qué factores podrían generar estas diferencias 

y decidimos comenzar evaluando la edad de la planta.  

Para este análisis seleccionamos la cepa identificada molecularmente como 

Setophoma terrrestris (C53), clasificada como patogénica según el ensayo de 

resíntesis (Capítulo 1), donde se observó la presencia de síntomas de podredumbre 

basal. Se inocularon plantas de 4 meses y a los 6 meses, durante la cosecha, se 

observó una coloración rosada en las raíces. Este síntoma, tal como se mencionó en 

el Capítulo 1, es característico de la enfermedad causada por esta especie en 

hospedantes como cebolla y tomate y también se la reportó en canola (Brassica 

napus) en Canadá (Yang et al., 2017), calabacita (Curcubita maxima) en EE. UU. 

(Rivedal et al., 2018), y en plantas de ajo (Allium sativum) y de té (Camellia sinensis) 

en China (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2019). Además, López-López et al., (2024) 

observaron en follaje de plantas de Solanum lycopersicum clorosis generalizada, con 

crecimiento raquítico y senescencia de las hojas, mientras que en las raíces, se 

desarrollaron lesiones de color café oscuro y rosado, además de textura corchosa. 

Sin embargo, aparte de la coloración, en este estudio no se detectaron otros síntomas 

de enfermedad en las plantas adultas. Además, los pesos secos de vástago y raíz, 

así como la longitud de las hojas no presentaron diferencias significativas entre los 

tratamientos, siendo el tratamiento E-S- el que presentó los valores más bajos. 

Asimismo, se detectó un incremento significativo en el peso seco de vástago para el 

tratamiento E-S+, este resultado coincide parcialmente con lo observado por Poveda 

et al., (2022), mencionado en el Capítulo 1, quienes registraron por primera vez, un 

aumento del peso fresco de vástago de plantas de Brassica nigra y B. carinata. Sin 

embargo, es necesario mencionar que S. terrestris es un patógeno de crecimiento 

lento, y en ciertos casos, se han observado síntomas a las 12 semanas de 

inoculación (Rivedal et al., 2018) lo que demuestra que quizás los tiempos del ensayo 

deben ser mayores para observar síntomas más pronunciados en plantas adultas. Por 

otro lado, los múltiples repiques para mantener activa la cepa, pueden reducir el 
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grado de virulencia, reduciendo o atrasando la aparición de los síntomas (de Gruyer y 

Borema, 2002).  

Lo observado en este ensayo sugiere que el comportamiento de la cepa puede 

depender del estado fenológico de la planta, ya que las plantas adultas, al estar mejor 

establecidas, podrían ser más resistentes a enfermedades. En ese sentido O’brien et 

al., (2021) destacan cómo las interacciones planta-microorganismo influyen en la 

fenología vegetal, afectando eventos clave como germinación, floración y 

senescencia. Los microorganismos pueden modificar la adquisición de nutrientes, 

alterar la señalización hormonal y mediar las respuestas al estrés, impactando 

significativamente el desarrollo y la aptitud de las plantas, a su vez destacan el papel 

de estos en la regulación del crecimiento vegetal y en la adaptación a condiciones 

ambientales. Hasta el momento, no existen estudios con cepas DSE que evalúen 

parámetros de crecimiento en distintas etapas fenológicas, aunque investigaciones 

previas han mostrado resultados variados según la edad de la planta, como mayor 

diversidad de hongos DSE en raíces de plantas jóvenes de soja, además de una 

composición diferencial entre etapa vegetativa y etapa reproductiva (Rothen et al., 

2017) y colonización de HMA más pronunciada en plantas adultas de B. auleticus 

asociadas a Epichloë (Vignale et al., 2016). También pueden mencionarse ensayos 

preliminares en trigo y cebada en los que las plantas inoculadas con un DSE 

identificado como Dreschlera sp. con o sin un HMA, mostraron diferencias según la 

etapa de crecimiento, como adelantos en la espigazón en presencia del DSE en trigo 

o mayor biomasa en cebada en presencia de DSE+HMA, 75 días después de la 

siembra (Lo, 2013). La colonización asintomática de endofitos se interpreta como un 

equilibrio dinámico que Schulz y Boyle (2005) denominan equilibrio de antagonismos, 

este puede interpretarse como una estrategia de supervivencia. Durante la interacción 

siempre hay, al menos un grado de virulencia por parte del hongo, aunque sólo sea 

para permitir la colonización y el acceso a nutrientes y refugio. Este desbalance 

podría estar relacionado con una alteración en el equilibrio entre el microorganismo y 

el hospedante (Kuo et al., 2014). Las interacciones dependen de factores abióticos, 

como los parámetros físicos del suelo y las condiciones climáticas, las que podrían 

desempeñar un papel central en la modulación del resultado neto en las interacciones 

múltiples (Lugo et al., 2018; Slaughter et al., 2018). Por lo que es difícil establecer 
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comparaciones directas entre los resultados obtenidos en maceta y en el ensayo in 

vitro de resíntesis.  

En relación al éxito de la infección por S. terrestris esta fue confirmada mediante su 

re-aislamiento a partir de raíces. A partir de la cuantificación del nivel de colonización, 

se detectó que las hifas septadas hialinas HSH fueron las estructuras más 

abundantes (76.23%), seguidas por las HSO (12.66%) y luego por los M (11.11%). La 

colonización DSE, específicamente HSH y HSO, en plantas asociadas con Epichloë 

ha sido estudiada previamente, sin observar un efecto claro de promoción de la 

colonización relacionado con la presencia o ausencia de Epichloë (Vandegrift et al., 

2015; Slaughter et al., 2019). Sin embargo, sí se ha detectado una mayor 

colonización de microesclerocios en plantas E+ (Terlizzi et al., 2022). No obstante, en 

este ensayo se observaron diferencias en la colonización según la estructura fúngica 

y la presencia de Epichloë. No se detectaron diferencias en las HSH ni en los 

microesclerocios atribuibles a la asociación con Epichloë. Por otro lado, las HSO 

fueron significativamente más abundantes en plantas E+ (82.05% vs 19.9%). Las 

HSH son difíciles de teñir con Trypan Blue, posiblemente por la ausencia de quitina, 

en su lugar se pueden visualizar con Sudán IV, que tiñe los lípidos. Barrow y Aaltonen 

(2001) observaron estas hifas intra e intercelularmente en Atriplex canescens, 

asociándolas con una fase activa de intercambio de nutrientes entre el hospedante y 

hongos DSE, mientras que Yu et al., (2001) sugieren que representan una etapa pre-

melanización. Respecto a los microesclerocios, estos se caracterizan por sus paredes 

gruesas y un citoplasma rico en glucógeno, proteínas y polifosfato, estas estructuras 

pueden mejorar la absorción y el almacenamiento de nutrientes en las plantas, lo que 

puede aumentar la aptitud del hospedante en condiciones adversas y permanecer en 

estado de latencia durante condiciones desfavorables (Jumpponen 2001; Yu et al., 

(2001). En nuestro caso, dado los resultados obtenidos, esto podría explicar la 

ausencia de síntomas y el aumento en el peso seco de vástago en el tratamiento E-

S+, demostrando un equilibrio de antagonismos, mencionado previamente, entre B. 

auleticus y S. terrestris. Asimismo, el análisis de correlación mostró una relación 

positiva entre la estrategia nutricional y el estatus endofítico de las plantas de origen, 

si tenemos en cuenta lo mencionado y dado que las cepas utilizadas fueron aisladas 

de plantas E+, la reinoculación en plantas adultas E+ sugeriría que la presencia de 

Epichloë podría estar modulando el equilibrio entre la planta hospedante y S. 
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terrestris. Estos resultados destacan la importancia de continuar investigando el papel 

de los endofitos en las interacciones múltiples que permitan una optimización del 

rendimiento y salud de las plantas asociadas.  
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CONCLUSIONES PARCIALES 

● Se identificaron cepas de endofitos septados oscuros asociadas a B. auleticus 

con capacidad de solubilizar fósforo, independientemente del estatus de 

Epichloë. 

 

● La asociación con endofitos Epichloë influye en la selección por parte del 

hospedante de las estrategias nutricionales de las cepas fúngicas con las que 

se asocia. 

 

● Setophoma terrestris mostró patogenicidad dependiente del estado fenológico 

del hospedante, con mayor efecto en plántulas jóvenes. 

 

● Epichloë promovió la colonización de Setophoma terrestris a través de hifas 

septadas oscuras, sin evidenciar efectos negativos en la biomasa de las 

plantas hospedantes. 

 

● Los exudados de Epichloë muestran efectos diferenciados sobre las cepas de 

hongos septados oscuros (DSE): actúan como promotores o neutros para las 

cepas endofíticas y como inhibidores para las cepas patogénicas. 

 

 

 

 

 



 



Capítulo 3            Natalia L. Terlizzi 

 
 

161 
 

INTRODUCCIÓN 

 

Está ampliamente documentado que los hongos DSE resultan tener un alto 

potencial como inoculantes. En efecto, existen muchas evidencias de que estos 

endofitos otorgan beneficios, sobre todo sobre el crecimiento y la adquisición de 

nutrientes y manejo del agua y mejorando la respuesta ante condiciones adversas 

del ambiente (Jumpponen y Trappe, 1998; Newsham, 2011; Knapp et al., 2012). En 

cuanto a la nutrición y manejo del agua, se ha demostrado que influyen en la 

asimilación de fósforo (P) y nitrógeno (N) (Jumpponen y Trappe, 1998; Jumpponen, 

2001; Barrow y Osuna, 2002; Uzuki y Narisawa, 2007; Newsham, 2011). El fósforo 

es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que 

desempeña un papel crucial en procesos como la fotosíntesis, la síntesis de ácidos 

nucleicos, la formación de azúcares y la producción de energía (Kanse et al., 2015). 

Sin embargo, en el suelo, el fósforo suele encontrarse en formas insolubles, lo que 

limita su disponibilidad para las plantas. En este contexto, los MSF desempeñan un 

papel fundamental al transformar el fósforo insoluble en formas solubles que las 

plantas pueden absorber con mayor facilidad, especialmente los HSF. La acción de 

los HSF es relevante en suelos pobres con fósforo disponible, ya que no sólo 

mejoran la nutrición de las plantas sino que también promueven su crecimiento al 

mejorar la eficiencia en la disponibilidad de otros oligoelementos y la síntesis de 

sustancias clave para el desarrollo vegetal (Kanse et al., 2015).  

Muchos trabajos determinaron incrementos en los contenidos de P y de N, cuando 

las plantas estaban inoculadas con estos endofitos. Tal es el caso de aislamientos 

de DSE en especies de Carex provenientes de los Alpes europeos, que al ser re-

inoculados demostraron su capacidad para promover el crecimiento vegetal y el 

contenido de fósforo en los brotes, lo que indica una mejora en la nutrición fosforada 

de las plantas gracias a la asociación con los DSE (Haselwandter y Read, 1982). 

Similares resultados fueron obtenidos por Newsham (1999) en plantas de Vulpia 

ciliata inoculadas con Phialocephala graminicola. Se considera que el papel 

significativo de los hongos DSE en la nutrición mineral y absorción de agua está 

ligado fundamentalmente al aumento de la superficie de contacto con el suelo a 

través de la red extrarradical de hifas, lo que les permitiría alcanzar microporos no 

accesibles para las raíces de las plantas Liu y Wei, (2019). Sin embargo, existen 

muchas evidencias que sugieren que la función de los DSE va más allá de 
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simplemente mejorar la absorción de nutrientes solubles del suelo, desempeñando 

un papel crucial en la utilización y facilitación de fuentes orgánicas presentes en el 

suelo sustentado en su capacidad saprofítica. Pueden mencionarse el trabajo de 

Upson et al., (2009) quienes evaluaron cepas de DSE pertenecientes al orden 

Helotiales y sugirieron que los DSE fueron capaces de mineralizar péptidos y 

aminoácidos en la rizósfera, haciendo que el nitrógeno esté más disponible para las 

raíces, lo que se tradujo en una inducción del crecimiento y aumentos en los 

contenidos de nitrógeno. La ya mencionada revisión realizada por Newsham (2011) 

incluyó datos obtenidos a partir de ensayos publicados en los que las plantas habían 

sido inoculadas con DSE en sustratos estériles. Los análisis sugieren que los DSE 

mejoran el rendimiento de las plantas en condiciones controladas, en particular 

cuando todo o la mayoría del N está disponible en forma orgánica. En un trabajo 

más reciente, tres aislamientos P. fortinii obtenidos a partir de raíces de Asparagus 

officinalis, aumentaron el crecimiento al utilizar fuentes orgánicas de fósforo y 

nitrógeno (Surono y Narisawa, 2017). Por su parte, Vergara et al., (2017) al inocular 

cepas de DSE junto a fuentes orgánicas e inorgánicas obtuvieron resultados 

similares en tomate, con excepción de una de las cepas que mostró mayor 

contenido de K y área foliar en presencia de la fuente inorgánica. Trabajando con la 

misma cepa en plantas de arroz, Vergara et al., (2019) comprobaron que la misma 

cepa indujo la expresión y actividad de bombas de H+ como estrategia para la 

recuperación de N a partir de la fuente inorgánica. Todos estos trabajos dan cuenta 

de la importancia de los hongos DSE como descomponedores de materia orgánica, 

lo que les permitiría actuar como facilitadores en la movilización de compuestos de 

P y N. En este sentido, este aspecto complementaría las funciones de los hongos 

micorrícicos. Della Monica et al., (2015) quienes estudiaron la capacidad de 

Phialocephala turiciensis, Acephala applanata, P. glacialis y Phaeomollisia piceae 

para solubilizar fosfato inorgánico (P) y mineralizar distintas formas orgánicas, 

establecieron que mientras los DSE aumentan la reserva de P en la rizósfera, los 

HMA, los transfieren a la planta Resultados similares fueron observados por Bi et al. 

(2024). Los análisis realizados por Newsham (2011) sobre la respuesta de las 

plantas a la interacción con los DSE, revelaron que la concentración de P en los 

brotes aumentó en las plantas inoculadas con hongos DSE a las que se les 

aplicaron nutrientes inorgánicos. Esto sugiere que los DSE mejoran la asimilación 
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de P cuando se combinan con N en soluciones nutritivas o medios de cultivo, 

destacando su capacidad para potenciar la absorción de nutrientes esenciales 

cuando se utilizan conjuntamente con fertilizantes inorgánicos. 

En América del Sur, el meta-análisis realizado por Cardozo et al., (2023) reveló que 

pastizales forrajeros nativos de la cuenca del Río de la Plata, que se extiende por 

Argentina, Brasil y Uruguay, presentan una baja concentración de P. Los autores 

concluyen que la fertilización con P tiene un impacto limitado en la productividad y 

que otros factores, como la disponibilidad de N, pueden estar limitando el 

crecimiento de las plantas.  

Como ya fue mencionado en los capítulos 1 y 2, el P es uno de los macronutrientes 

indispensables, junto con el N, de los 17 elementos esenciales para el crecimiento y 

el desarrollo de las plantas. Constituye uno de los principales factores limitantes 

para la producción de cultivos en muchos suelos tropicales y subtropicales. 

Representa el 0,2% del peso seco de las plantas y su carencia restringe su 

crecimiento y la productividad agrícola (Alori et al., 2017). Además, el P contribuye 

significativamente en procesos clave como la fotosíntesis, la producción de ATP, la 

síntesis de ácidos nucleicos, la fijación de N2 en leguminosas y la resistencia a 

enfermedades de las plantas (Kanse et al., 2015). La nutrición mineral de las plantas 

está determinada principalmente por el contenido de P del suelo, que puede ser 

absorbido como fosfato soluble (Wang et al., 2018). Tal como se ha mencionado en 

el Capítulo 2, una mayor parte del P del suelo está presente en formas insolubles 

unidas al aluminio (Al3+) o al hierro (Fe3+) en suelos ácidos, o al calcio (Ca2+) en 

suelos alcalinos, que no pueden ser utilizadas por las plantas (Wang et al., 2018). 

En suelos pobres en nutrientes, se requiere la aplicación de fosfato natural de roca 

(RP) o fertilizantes sintéticos de P para optimizar la producción de cultivos (Alori et 

al., 2017). Sin embargo, su uso puede tener efectos indeseables como, la pérdida 

de fertilidad, la reducción de la densidad microbiana y la reducción del rendimiento 

de los cultivos (Kanse et al., 2015; Alori et al., 2017), además de significativos 

impactos negativos sobre la comunidad asociada al agroecosistema, los cuerpos de 

agua y la salud humana. (Vantarakis, 2021). Los microorganismos solubilizadores 

de fosfatos (MSF) llevan a cabo los procesos de acidificación, quelación, reacción 

de intercambio y síntesis de ácido glucónico (Priyadharsini y Muthukumar 2017).  
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Por lo tanto, una estrategia alternativa para reducir el uso de fertilizantes sintéticos 

es utilizar microorganismos residentes (incluyendo bacterias, hongos y 

actinobacterias) que son capaces de solubilizar nutrientes insolubles en el suelo y 

son más respetuosos con el medio ambiente y competitivos que los microbios no 

endofíticos (Spagnoletti et al., 2017; Wang et al., 2018). 

 

En lo que respecta a estudios sobre interacción entre endofitos Epichloë-

Bromus auleticus-HSF, a nuestro conocimiento hay dos. Por un lado el trabajo de 

Arrieta et al., (2015), ya mencionado, quienes evaluaron el efecto del endofito sobre 

la abundancia y diversidad de los HSF en la rizosfera, revelando resultados 

destacables. Los autores sugirieron que la presencia de E. pampeana influye en la 

diversidad de los HSF, siendo ésta mayor en los suelos con plantas E+ en 

comparación con aquellos con plantas E-. Esto indica que la asociación con 

Epichloë podría afectar la composición microbiana de la rizósfera, promoviendo una 

mayor diversidad de microorganismos que solubilizan P. Asimismo, Stefanoni Rubio 

(2019) ha evaluado el efecto de esta interacción sobre el crecimiento de las plantas. 

Los resultados indicaron que no se observó una tendencia clara en la incorporación 

de P entre las plantas E+ y E−, ni una relación consistente entre la concentración de 

P en el vástago y la biomasa total. Esto indica que la variabilidad en la acumulación 

de P no se traduce directamente en un aumento en la biomasa, sugiriendo que otros 

factores pueden estar influyendo en la respuesta de las plantas en cuanto a su 

crecimiento y nutrición. 

Aunque, ya se han mencionado, existen algunos trabajos que han reportado 

la capacidad de los hongos DSE como solubilizadores. En particular, en nuestro 

país se han descripto cepas de Ophiosphaerella sp., O. herpotricha, Cochliobolus 

sp., Setosphaeria rostrata, Drechslera sp. y and Drechslera sp., aisladas de diversos 

cultivos (Spagnoletti et al., 2017) y cepas de Microdochium sp. y Exophiala equina, 

aisladas de cebada (Echeverría et al., 2024), capaces de solubilizar fosfatos a partir 

de las fuentes inorgánicas empleadas en este trabajo FTC, FA y FF. Sin embargo 

ninguno de estos trabajos realizaron evaluaciones que en plantas. En este sentido, 

se puede mencionar un ensayo preliminar realizado por Barresi et al., (2022), 

quienes evaluaron algunas de las cepas seleccionadas por Spagnoletti et al., (2017) 

en plantas de sorgo, en los que si bien detectaron aumentos en algunos parámetros 
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de crecimiento, no detectaron aumentos en el contenido de P de las plantas y 

lamentablemente no encontraron estructuras fúngicas en las raíces. Para establecer 

el verdadero potencial de un microorganismo como inoculante en general, y de un 

hongo en particular, es necesario realizar ensayos en plantas. 

 

En este Capítulo se evaluó la capacidad de solubilización de P de la cepa 

seleccionada en el Capítulo 2, en plantas de B. auleticus E+ y E-, así como su 

efecto sobre las mismas.  
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HIPÓTESIS PARCIALES 

 

● La asociación Epichloë-DSE favorece el desarrollo de B. auleticus. 

 

● La asociación Epichloë-Bromus auleticus favorece el establecimiento de la 

cepas DSE. 

 

● La inoculación del hongo DSE en plantas de B. auleticus facilita la 

solubilización de nutrientes como el fósforo y la absorción por parte de estas, 

particularmente en presencia de Epichloë. 

 

  

 

OBJETIVOS PARCIALES 

 

● Evaluar el efecto conjunto de los endófitos Epichloë y de DSE sobre el 

desarrollo del hospedante.  

 

● Cuantificar el contenido de fósforo en el tejido aéreo de plantas de Bromus 

auleticus asociadas o no a Epichloë e inoculadas o no con el DSE, con 

incorporación o no de una fuente de P inorgánica. 

 

● Analizar el efecto de la asociación con Epichloë sobre el grado de 

colonización del DSE en las raíces de Bromus auleticus. 

 

● Evaluar el impacto de la asociación simultánea de B. auleticus con endófitos 

Epichloë y endófitos DSE sobre los parámetros de crecimiento del 

hospedante.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Los resultados de los capítulos anteriores permitieron seleccionar una cepa 

endofítica aislada de raíces de plantas E+, con capacidad para solubilizar fósforo en 

medio NBRIP sólido y líquido, en comparación con otras cepas. La misma ha sido 

identificada molecularmente como Thelonectria blackeriella (C71A). Debido a las 

características mencionadas, se decidió utilizarla en el ensayo en maceta.  

 

Diseño experimental 

Para evaluar el efecto de Thelonectria blackeriella y el estatus endofítico de Bromus 

auleticus con o sin el agregado de fósforo inorgánico (P), se llevó a cabo un ensayo 

en el invernadero del Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales de la Universidad de Buenos Aires. El diseño experimental fue factorial 

totalmente aleatorizado, con tres factores: Estatus endofítico de Epichloë (E+, E-), 

estatus DSE (DSE+, DSE-) y Fósforo (P+, P-), resultando en 8 tratamientos. Se 

realizaron 15 réplicas por tratamiento y las macetas se mantuvieron en el 

invernadero por 6 meses (Fig. 3.1). En cada maceta se trasplantó una plántula de B. 

auleticus de 10 días de crecimiento.  
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Fig 3.1. Esquema de los tratamientos realizados en el ensayo en maceta con Bromus auleticus e 

imagen de las plantas en el invernadero. Diseño experimental con tres factores: Estatus endofítico de 

Epichloë (E+, E-), estatus DSE (DSE+, DSE-) y Fósforo (P+, P-), dando como resultado 8 

tratamientos con 15 réplicas cada uno.  

 
 

Preparación de macetas y mantenimiento 

 Se utilizó como sustrato una mezcla de suelo: perlita: vermiculita en una proporción 

de 3:1:1 que se esterilizó mediante tindalización a 80°C y presión constante durante 

1 hora por 3 días consecutivos con intervalo de 24 h. El suelo utilizado, fue de 

origen comercial de la marca Loma Verde, la composición del mismo fue humedad: 

15-20%, materia orgánica s/ tal cual.11-12%, cenizas s/ tal cual.60-61%, relación 

C/N:19, nitrógeno: 0.4%, conductividad eléctrica: 2,6 mS/cm y pH: 6,4. Las semillas 

fueron esterilizadas superficialmente y germinadas, tal como se mencionó en el 

Capítulo 1. Diez días después de la germinación, las plántulas fueron trasplantadas 

a macetas de 12 cm de diámetro (800 cm3). A los 30 días las plantas fueron 

inoculadas con la cepa seleccionada y las macetas fueron rotadas periódicamente 
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en forma aleatoria una vez por semana y regadas 3 veces por semana. A los 5 

meses, por única vez, el riego se suplementó con una solución de fosfato tricálcico, 

hasta una concentración final de 30 mg P×kg-1 (Omar et al., 1998; Della Monica et 

al., 2014). 

 

Preparación del inóculo 

Para preparar el inóculo del hongo DSE, se colocaron 300 ml de perlita con 110 ml 

de malta líquida, en frascos de vidrio (Fig. 3.2), los que fueron autoclavados durante 

2 horas. Posteriormente, a partir de cultivos de T. blackeriella en activo crecimiento 

en AEM, se sembraron 4 trozos (1,5 x 1,5 cm) del borde de la colonia por frasco. El 

material se mantuvo a 24 °C en condiciones de oscuridad. A los 20 días, se 

colocaron 25 gr de inóculo por maceta, aproximadamente 10% del sustrato total 

(Berthelot et al., 2018) para la inoculación de las plantas. Se realizó el conteo de 

unidades formadoras de colonias (UFC), a partir de diluciones seriadas 1/10, 1/100 

y 1/1000, de un 1 gr de inóculo lo que permitió establecer a partir de la dilución 1/10 

una concentración de 726 UFC/ml.  

 

 

 
Fig 3.2. Preparación del inóculo. Frascos con vermiculita y malta líquida sembrados con Thelonectria 

blackeriella. Izquierda sustrato al día de sembrado con la cepa DSE. Derecha, cultivo de 20 días con 

micelio ya desarrollado. 
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Parámetros de crecimiento  

Al momento de la cosecha se midieron los siguientes parámetros de crecimiento en 

todos los tratamientos: 

- Longitud del vástago: Se midió la longitud de la hoja más larga en cada 

planta.  

- Peso seco del vástago y de la raíz: Para estimar el peso seco, la parte aérea 

fue separada del sistema radicular. Ambas partes fueron pesadas por 

separado y el material cosechado fue secado a 80°C durante dos días para 

determinar el peso seco del vástago y de la raíz (g). A su vez, el sistema 

radical fue dividido en dos fracciones: una para estimar peso seco y otra para 

re-aislar la cepa inoculada y teñir con Trypan Blue (Phillips y Hyman, 1970), 

con el fin de cuantificar la colonización.  

- Índice de verdor: Se realizaron mediciones del índice de verdor de las hojas 

utilizando el medidor Minolta SAP-502, que evalúa cuantitativamente la 

intensidad del verde de la hoja. El SPAD-502 (Soil Plant Analysis 

Development), mide la transmitancia de luz a través de una hoja en dos 

longitudes de onda específicas (650 nm en la región roja y 940 nm en la 

región del infrarrojo cercano). A partir de estas mediciones, el dispositivo 

calcula un valor SPAD que se correlaciona con el contenido de clorofila. Este 

índice es un indicador del estado nutricional y la salud de las plantas, 

específicamente en términos de nitrógeno, ya que la clorofila está relacionada 

con el contenido de nitrógeno en las hojas. 

 

 

Concentración de fósforo en planta 

La medición de P en el tejido aéreo de plantas de B. auleticus se realizó mediante 

un procedimiento que comenzó con el secado de las muestras de vástago en una 

estufa a 80°C durante 48 horas, seguido de la determinación del peso seco. Luego, 

las muestras se pulverizaron con un molinillo eléctrico hasta obtener 3 grs por 

planta. Posteriormente, se colocaron en crisoles de 15 ml y se incineraron en una 

mufla a 500°C durante 5 horas. Las cenizas resultantes se hidrataron con 1 ml de 

agua destilada. El P presente en las cenizas se extrajo mediante la adición de 10 ml 

de HCl (2 M), calentando la mezcla hasta la ebullición, según el método descrito por 
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Sadzawka et al., (2007). Después de enfriar, el extracto se centrifugó, y el P se 

cuantificó espectrofotométricamente utilizando el kit Spectroquant Phosphate Test 

(Art. N° 1.14842, Merck). Esta metodología se aplicó a 5 plantas por tratamiento, 

seleccionadas al azar. 

 

Colonización de Thelonectria blackeriella 

Para estimar el nivel de colonización de la cepa inoculada, parte de la biomasa 

radicular de cada planta se separó, se lavó con agua de la canilla para remover el 

suelo adherido y las raíces fueron inmediatamente teñidas con Trypan Blue (Phillips 

y Hayman 1970) (ver anexo). La colonización fue medida según McGonigle et al., 

(1990). Esta metodología se aplicó a 8 plantas seleccionadas al azar por 

tratamiento. 

 

 

Re-aislamiento de T. blackeriella 

Para confirmar el éxito de infección de T. blackeriella, se tomaron muestras de 

raíces al momento de la cosecha. Estas muestras se preservaron a 4°C por un 

máximo de 24 horas. Posteriormente, se sometieron a un proceso de esterilización 

superficial que consistió en: Inmersión de las raíces en etanol al 70% durante 1 

minuto, inmersión en una solución de lavandina al 10% durante 3 minutos, enjuague 

con agua estéril, enjuague con una solución de antibiótico (cloranfenicol 100 mg/L), 

inmersión en solución de etanol al 50% durante 1 minuto y finalmente se realizó un 

enjuague con agua estéril.  

Las raíces se cortaron en segmentos de 0,5 cm y se sembraron en placas de Petri 

de 15cm ⌀ que contenían 25 gotas de Gel-Gro (Fig. 3.3). Cada gota de Gel-Gro fue 

observada periódicamente bajo una lupa binocular. En caso de observar micelio 

emergiendo del interior del segmento de raíz, se realizó un repique a una placa de 

Petri con AEM para obtener el cultivo puro. 
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Fig 3.3. Placas de Petri de 15 cm ⌀ con gotas de Gel-Gro, para aislamiento de la cepa inoculada a 

partir de trozos de 0,5 cm de raíces de B. auleticus.  

 

Estatus endofítico de Epichloë 

El estatus endofítico fue evaluado en las plantas antes de ser cosechadas, 

utilizando la técnica histológica convencional detallada por Clark et al., (1983). 

Como criterio se estableció que planta es considerada infectada (E+) si se visualizan 

hifas características intercelulares colonizando el parénquima cortical (ver Fig 1 en 

la Introducción General). 

 

Análisis estadísticos 

 

Parámetros de crecimiento y concentración de fósforo en planta 

Las diferencias en los parámetros de crecimiento de las plantas se analizaron 

mediante modelos lineales generalizados mixtos (GLMM). Las variables 

cuantificadas incluyeron el índice de verdor, pesos frescos y secos de vástago y 

raíz, longitud de la hoja más larga y concentración de P en vástago. Los factores 

principales fijos fueron el estatus endofítico foliar de B. auleticus (E+, E-), el estatus 

endofítico de T. blackeriella (DSE+, DSE-) y el agregado de fósforo (P+, P-), dando 
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como resultado ocho tratamientos. Dado que todas las variables son cuantitativas 

continuas, se utilizaron modelos de ANOVA para su análisis. Para evitar 

contaminaciones cruzadas, las macetas fueron mantenidas en bandejas, las cuales 

se incorporaron como una variable aleatoria en los modelos. Los datos se 

analizaron utilizando modelos que contemplaron tanto la interacción entre los 

factores fijos como modelos aditivos. Los supuestos de heterocedasticidad y 

normalidad se evaluaron gráficamente, a través de las pruebas de Levene y 

Shapiro-Wilk, respectivamente. Se seleccionó el modelo que mejor se ajustara 

según el criterio de información de Akaike (AIC). Las diferencias entre tratamientos 

se analizaron utilizando el paquete emmens en R, que permite obtener medias 

marginales estimadas (EMMeans) para los factores involucrados en el modelo. 

Además, se realizó un análisis de letras homogéneas utilizando la función cld 

(comparisons of least-squares means to derive letter displays). Este método asigna 

letras a las medias de los grupos para indicar cuáles son significativamente 

diferentes entre sí. Todos los análisis se llevaron a cabo con el software R versión 

4.3.0 (2023-04-21 ucrt). Para todas las variables de crecimiento las medidas fueron 

tomadas a partir de 15 plantas por tratamiento, mientras que la concentración de 

fósforo fue analizada en 5 plantas por tratamiento. 

 

Colonización de la raíz 

Las diferencias en la colonización de raíces por estructuras típicas de DSE se 

analizaron mediante modelos lineales generalizados (GLM). Las variables 

cuantificadas fueron hifas septadas hialinas (HSH), hifas septadas oscuras (HSO) y 

microesclerocios (M). Se utilizaron como factores principales fijos el estatus 

endofítico foliar de B. auleticus con dos niveles (E+, E-) y el agregado de fósforo 

(P+, P-). Debido a que los datos son de proporción (número de observaciones/total 

de campos), se analizaron a través de un modelo binomial. Ante la detección de 

sobredispersión, también se utilizaron modelos con distribución de Poisson y 

binomial negativa. Se seleccionó el modelo que mejor se ajustara según el criterio 

de información de Akaike (AIC). Para determinar el efecto significativo en el modelo 

de los factores fijos, se utilizó la Prueba de Razón de Verosimilitud (LRT, por sus 

siglas en inglés). Las diferencias entre tratamientos se analizaron utilizando el 

paquete emmens en R, que permite obtener medias marginales estimadas 
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(EMMeans) para los factores involucrados en el modelo. Además, se realizó un 

análisis de letras homogéneas utilizando la función cld (comparisons of least-

squares means to derive letter displays). Todos los análisis fueron realizados con el 

software R versión 4.3.0 (2023-04-21 ucrt).  

Correlación de variables 

Se construyeron matrices para evaluar la relación entre variables, dependiendo de 

los datos disponibles. Se construyó una matriz de correlación con una dimensión de 

7×7 (correspondiente a 7 variables) para evaluar las relaciones entre las diferentes 

variables de crecimiento de las plantas y la concentración de P. Se utilizó un 

subconjunto de datos extraídos del conjunto de datos original (Ntotal= 39), que 

incluyó sólo a aquellos casos en los que se analizó el P. Por otro lado, se construyó 

una matriz de correlación con una dimensión de 9×9 (correspondiente a 9 variables) 

para evaluar las relaciones entre las diferentes variables de crecimiento de las 

plantas y las estructuras formadas por T. blackeriella. Se utilizó un subconjunto de 

datos extraídos del conjunto de datos original (Ntotal= 27), que incluyó a aquellos 

casos donde se hubieran analizado todas las variables seleccionadas. 

Para evaluar las relaciones entre todas las variables registradas, se construyó una 

matriz de correlación. Se utilizó un subconjunto de datos extraídos del conjunto de 

datos original (Ntotal= 14), que incluyeran aquellos casos donde se hubieran 

analizado todas las variables seleccionadas. Dado que se analizaron diez variables, 

la matriz de correlación resultante presentó una dimensión de 10×10. 

Para el análisis de correlación, se aplicó el método de correlación de Pearson, el 

cual mide la fuerza y dirección de la relación lineal entre pares de variables. Los 

cálculos se realizaron utilizando el paquete corrgram en R, que permite visualizar las 

correlaciones de manera gráfica.  
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RESULTADOS 

 

Unidades Formadoras de Colonias 

 

A partir de las diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 realizadas, se obtuvieron los 

resultados mostrados en la Fig. (3.4). Esto permitió calcular las UFC indicadas en 

materiales y métodos, y así determinar de manera más precisa el inóculo de T. 

blackeriella en cada maceta.  

 

 
Fig 3.4. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) correspondiente al inóculo de T. 

blackeriella. Diluciones: A. 1/10. B. 1/100. C. 1/1000. En cada caso se observa a la derecha el 

anverso y a la izquierda el reverso de cada placa de Petri.  

  

 

 



Capítulo 3            Natalia L. Terlizzi 

 
 

176 
 

Parámetros de crecimiento de las plantas 

Durante los seis meses de ensayo, se realizó un monitoreo continuo del estado 

general de las plantas. Detectándose un ataque de pulgones que afectó a todos los 

tratamientos, pero que fue rápidamente controlado.  

 

Largo de vástago 

En la Fig. 3.5 se observan valores similares del largo de vástago para todos los 

tratamientos, lo que está avalado por el análisis estadístico. No se detectaron 

tendencias claras. El modelo con el mejor criterio de AIC fue el que consideró la 

interacción. No se encontraron diferencias significativas debidas a los efectos fijos 

(FE= 0.06, p=0.80; FDSE=1.98, p=0.16; FP=0.02, p=0.87), ni interacción significativa 

entre ellos (FE/DSE/P =0.5, p=0.48). Para el análisis y chequeo de supuestos se 

eliminaron algunos outliers de esta variable.  

 

 

 

 
Fig. 3.5. Largo de vástago en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no asociadas 

(E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de 

fósforo en forma de Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de las 

variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los 

tratamientos (p < 0.05).  
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Peso fresco de vástago 

A partir del análisis se desprende que el peso fresco de vástago presentó 

diferencias no significativas debidas a los factores analizados (ΧE= 0.04, p=0.85; 

ΧDSE=1.44, p=0.23; ΧP=0.07, p=0.79) y tampoco se detectó interacción significativa 

entre ellos (ΧE/DSE/P=0.0005, p=0.98). Sin embargo, se observan algunas tendencias 

en los datos. En general, los mayores valores se obtuvieron en el tratamiento donde 

se adicionó P. Además, las plantas no asociadas a Epichloë (E-) e inoculadas con T. 

blackeriella fueron las que mayores valores absolutos de peso fresco presentaron, 

independientemente de la adición de P (Fig. 3.6). Cabe aclarar que por falta de 

cumplimiento del supuesto de heterocedasticidad, esta variable fue modelada a 

través de VarIdent y a través de la transformación logarítmica de los datos. Según el 

criterio de AIC el modelo que mejor se ajustó fue el de transformación logarítmica 

con interacción de los factores.  

 

 

 

Fig. 3.6. Peso fresco de vástago en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no 

asociadas (E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el 

agregado de fósforo como Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de 

las variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre 

los tratamientos (p < 0.05).  
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Peso fresco de raíz 

Se observa que los mayores valores de peso fresco de raíz se obtuvieron cuando 

las plantas fueron inoculadas con Ca3(PO4)2 (Fig. 3.7). Sin embargo, las diferencias 

observadas no fueron significativas (ΧP=0.05, p=0.83). De manera similar, el 

tratamiento con mayores valores de peso de raíz fue P+/E+, independientemente 

del estatus de T. blackeriella. Nuevamente, no se observaron diferencias 

significativas debidas al estatus de Epichloë (ΧE=0.64, p=0.42) o al estatus de T. 

blackeriella (ΧDSE=0.0001, p=0.99). Tampoco se detectaron interacciones 

significativas entre los factores fijos (ΧE/DSE/P =0.81, p=0.37). Al igual que para el 

peso fresco de vástago, por falta de cumplimiento de los supuestos, esta variable 

fue modelada a través de VarIdent y a través de la transformación logarítmica de los 

datos. Según el criterio de AIC el modelo que mejor se ajustó fue el de 

transformación logarítmica con interacción de los factores.  

 

 
Fig. 3.7. Peso fresco de raíz en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no 

asociadas (E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el 

agregado de fósforo como Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de 

las variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre 

los tratamientos (p < 0.05).  
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Peso seco de vástago 

Esta variable mostró valores similares para todos los tratamientos, lo que se condice 

con el análisis estadístico. No se observaron diferencias significativas debidas al 

estatus de Epichloë (FE= 0.02, p=0.87), al estatus de T. blackeriella (FDSE = 0.77, 

p=0.38), ni al agregado de P (FP=0.045, p=0.83). 

Observando minuciosamente las barras, se puede detectar que todos los 

tratamientos, salvo el P+E+DSE+, muestran mayores valores cuando las plantas 

fueron inoculadas con T. blackeriella. En el tratamiento antes mencionado, el peso 

del vástago fue menor con la presencia simultánea de los dos endofitos (Fig. 3.8). 

Cabe aclarar que el modelo con mejor criterio de AIC resultó el que contempla la 

interacción.  

 

 

 
Fig. 3.8. Peso seco de vástago en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no 

asociadas (E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-) , cultivadas con (P+) o sin (P-) el 

agregado de fósforo como Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de 

las variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre 

los tratamientos (p < 0.05). 
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Peso seco de raíz 

Los mayores valores de esta variable se observan en el tratamiento donde se 

adicionó Ca3(PO4)2 al suelo, alcanzando su máximo en el tratamiento P+E+DSE-. De 

manera similar al peso seco de vástago, no se detectaron diferencias significativas 

debidas a los efectos fijos (FE= 0.37, p=0.54; FDSE=0.29, p=0.59; FP=1.67, p=0.19). 

Algo llamativo de esta variable es la gran dispersión de datos observada en todos 

los tratamientos (Fig. 3.9). Para el análisis y chequeo de supuestos, al igual que en 

largo de vástago, se eliminaron algunos outliers de esta variable. El modelo que 

presentó el mejor criterio de AIC fue el aditivo. 

 

 

 

 
Fig.3.9. Peso seco de raíz en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no asociadas 

(E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-) , cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de 

fósforo en formato de Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de las 

variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los 

tratamientos (p < 0.05). 
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Índice de verdor  

 

Esta variable mostró valores similares para todos los tratamientos (Fig. 3.10), lo que 

concuerda con la falta de diferencias significativas atribuibles a los efectos fijos o a 

la interacción entre ellos. En relación a los parámetros obtenidos para cada factor, 

se obtuvieron los siguientes resultados: respecto al estatus de Epichloë (FE= 2.09, 

p=0.22), al estatus de T. blackeriella (FDSE < 0.0001, p=0.99), y al agregado de P 

(FP=1.26, p=0.32). El modelo que presentó el mejor criterio de AIC resultó ser el 

aditivo. 

 

 

 
Fig.3.10. Índice de verdor en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë (E+) o no asociadas 

(E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de 

fósforo como Ca3(PO4)2. N=15. Los valores representan la media ± error estándar de las variables 

analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los 

tratamientos (p < 0.05).  
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Fig 3.11. Plantas de Bromus auleticus al momento de la cosecha. Ocho tratamientos en total. Plantas 

asociadas o no a Epichloë (E+; E-), inoculadas o no con T. blackeriella (DSE+; DSE-) con el 

agregado o no de una fuente de fósforo (P+; P-) 

 

 

Fósforo en planta 

Al observar la Fig. 3.12., se puede apreciar que todos los tratamientos muestran 

una mayor concentración de P en las plantas cuando no fueron inoculadas con T. 

blackeriella, excepto en el tratamiento P+E+DSE-. No se detectó ningún efecto 

significativo atribuible al estatus de Epichloë (FE= 1.17, p=0.34), al estatus de T. 

blackeriella (FDSE = 1.37, p=0.3), ni al agregado de P (FP=0.36, p=0.58).  

El modelo con el mejor criterio de AIC resultó ser el aditivo.  
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Fig. 3.12.. Concentración de fósforo en el vástago de plantas de Bromus auleticus asociadas a 

Epichloë (E+) o no asociadas (E-), inoculadas (DSE+) o no con T. blackeriella (DSE-) , cultivadas con 

(P+) o sin (P-) el agregado de fósforo como Ca3(PO4)2. N=5. Los valores representan la media ± 

error estándar de las variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias 

significativas entre los tratamientos (p < 0.05). 

 

 

Colonización de las raíces  

 

Las estructuras de los DSE analizadas (Fig. 3.13) se observaron en plantas de 

todos los tratamientos, específicamente en aquellas inoculadas con T. blackeriella 

(DSE+), aunque con diferente frecuencia y comportamiento según cada tratamiento 

(E+/E-; P+/P-). 
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Fig. 3.13. Imágenes correspondientes a raíces de Bromus auleticus teñidas con Trypan Blue. Asociadas 

o no a Epichloë (E+/E-), inoculadas o no con T. blackeriella (DSE+/DSE-) y con el agregado o no de 

fósforo (P+/P-). Las imágenes A, B, C y D, corresponden a raíces de plantas E-/DSE+/P+. Las 

imágenes E; F; G, corresponden a raíces de plantas E+/DSE+/P+. Las imágenes H; I, corresponden a 

raíces de plantas E-/DSE+/P-. Las imágenes J; K; L, corresponden a raíces de plantas E+/DSE+/P-. A- 

Hifas septadas oscura (flecha blanca). B- Hifas septadas oscura (flecha blanca) y hialinas (flecha azul). 

C- Hifa septada oscura (flecha blanca). D-Hifa septada oscura (flecha blanca). E- Microesclerocio (M). F- 

Microesclerocio (M). G- Microesclerocio (M). H-Microesclerocio (M) e hifas septadas melanizadas 

(flecha). I- Hifa septada oscura (flecha). J- Hifa septada hialina (flecha azul). K- Microesclerocio hialino 

(M) . L- Hifa septada oscura (flecha) y microesclerocio (M). A: 400x 
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Hifas septadas hialinas 

Se observó presencia de HSH en prácticamente todas las plantas analizadas (Fig 

3.13. B; J). El análisis reveló que la adición de fósforo tuvo un efecto positivo y 

significativo en la colonización por HSH (Lrt= 7.9, p=0.005). Como se observa en la 

Fig. 3.14., las plantas del tratamiento E+P+ presentaron una colonización por HSH 

tres veces mayor que las plantas del tratamiento E+P-, lo cual destaca el efecto 

positivo de este factor. De manera similar, las plantas acondicionadas en el 

tratamiento E-P+ mostraron una colonización dos veces mayor que las plantas E-P-.  

No se encontraron efectos significativos atribuibles al estatus endofítico de Epichloë 

(Lrt=0.13, p= 0.72), sin embargo, la interacción entre ambos factores resultó ser 

significativa (Lrt=8.81, p=0.032), lo que indica la necesidad de analizar los 

resultados en función de cada tratamiento específico. 

Es importante destacar que el tratamiento con mayor desarrollo de HSH fue el 

E+P+, por lo que habría una promoción de de esta variable por la adición de P, 

además de la asociación de B. auleticus con endofitos Epichloë. 

 

 
Fig. 3.14. Colonización por hifas septadas hialinas en plantas de Bromus auleticus asociadas a 

Epichloë (E+) o no asociadas (E-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de fósforo como Ca3

(PO4)2. Las barras representan el promedio del número de estructuras registradas para cada 

tratamiento. Las barras de error representan el Error Estándar (SE). Los valores representan la media 

± error estándar de las variables analizadas. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias 

significativas entre los tratamientos (p < 0.05). 
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Hifas septadas oscuras 

 

Las hifas septadas oscuras se encontraron en todas las plantas analizadas (Fig. 

3.13 A; B; C; I), con una frecuencia cinco veces mayor a las HSH. La adición de 

fósforo tuvo un efecto positivo y significativo en la colonización por HSO (LRT= 4.16, 

p=0.04). No se observaron efectos significativos relacionados con el estatus 

endofítico de Epichloë (LRT=0.67, p= 0.41); sin embargo, la interacción entre los 

factores fue significativa (LRT=13.3, p=0.004), indicando la necesidad de un análisis 

detallado por tratamiento. Como se observa en la Fig. 3.15 las plantas del 

tratamiento E+P+ presentaron la mayor colonización por HSO, siendo siete veces 

superior a las plantas del tratamiento E+P-. A diferencia de la variable HSH, en el 

caso de las HSO no se observan diferencias entre la colonización de las plantas de 

los tratamientos E-P+ y E-P-, ni entre éstas y las plantas del tratamiento E+P+, 

aunque este último mostró los valores absolutos más altos. Aunque no se 

detectaron diferencias estadísticamente significativas atribuibles a la colonización 

por Epichloë, se destaca una notable diferencia en la colonización entre las plantas 

E+ y E- sin la adición de fósforo, siendo la abundancia de HSO cinco veces mayor 

en las plantas E-. 

  

 
Fig. 3.15. Colonización por hifas septadas oscuras en plantas de Bromus auleticus asociadas a 

Epichloë (E+) o no asociadas (E-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de fósforo como Ca3

(PO4)2. Las barras representan el promedio del número de estructuras registradas para cada 

tratamiento. Las barras de error representan el Error Estándar (SE). 
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Microesclerocios 

 

Los M no se encontraron en todas las plantas analizadas, pero sí en todos los 

tratamientos (Fig. 3.13. E; F; G; K; L). Aunque no se observó un patrón claro, su 

abundancia fue menor en comparación a las HSH y las HSO, siendo el menor valor 

registrado en plantas E-. La adición de P tuvo un efecto positivo y significativo en la 

colonización por M (LRT= 5.45, p=0.02). No se observaron efectos significativos 

atribuibles al estatus endofítico de Epichloë (LRT=2.85, p= 0.09); sin embargo, la 

interacción entre los factores fue significativa (LRT=11.98, p=0.007), lo que indica la 

necesidad de un análisis detallado por tratamiento (Fig. 3.16). 

Al igual que en las variables anteriormente analizadas, las plantas del tratamiento 

E+P+ mostraron la mayor colonización por M, siendo entre siete y dieciocho veces 

superior a las plantas de los demás tratamientos. Además, en concordancia con las 

otras variables, la mayor diferencia se observa entre el tratamiento E+P+ y E+P-. No 

se observaron diferencias en la colonización entre plantas de los tratamientos E-P+ 

y E-P-, ni entre éstas y las plantas del tratamiento E+P-. Esto muestra un patrón 

diferencial para cada variable analizada, destacando la variabilidad en la respuesta 

de las plantas bajo diferentes condiciones de tratamiento. 

 

 
Fig. 3.16. Colonización por microesclerocios en plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë 

(E+) o no asociadas (E-), cultivadas con (P+) o sin (P-) el agregado de fósforo como Ca3(PO4)2. Las 

barras representan el promedio del número de estructuras registradas para cada tratamiento. Las 

barras de error representan el Error Estándar (SE). 
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Re-aislamiento de T. blackeriella 

 

A través del protocolo de aislamiento de endófitos de raíz, se confirmó la inoculación 

de Thelonectria blackeriella en plantas de Bromus auleticus. Además, al trabajar en 

un sistema abierto, se aislaron otros cultivos fúngicos afines a Fusarium sp., 

Trichoderma sp. y morfotipo anaranjado . (Fig. 3.17.). 

 

Fig 3.17. Diferentes etapas del re-aislamiento de la cepa inoculada a partir de raíces de Bromus 

auleticus. A. Trozos de raíces en gotas de Gel-Gro. B. Micelio emergiendo del interior de las raíces. 

Observación a lupa binocular A: 30 X. C; D; E; F; y G. Cultivos fúngicos que presentaron mayor 

frecuencia. C y D. Thelonectria blackeriella. E. Potencial Fusarium sp. F. Potencial Trichoderma sp. 

G. Morfotipo anaranjado.  

 

 

Estatus endofítico de Epichloë  

 

La asociación con endófitos Epichloë se confirmó en todas las plantas analizadas, 

verificando así su estatus endofítico al final del ensayo. 
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A continuación, se analizaron las correlaciones entre diferentes variables. 

  

Correlación entre las variables de crecimiento y la concentración de 

fósforo en las plantas 

A partir de la matriz de p-valores obtenida entre las variables de crecimiento y 

concentración de P, se detectó una correlación positiva y significativa entre las 

variables de crecimiento (peso fresco de vástago peso fresco de raíz, peso seco de 

vástago y peso seco de raíz), sin observarse una correlación significativa entre 

estas variables y largo de vástago, índice de verdor ni la concentración de fósforo en 

la planta (Fig. 3.18). 

 

Fig. 3.18. Matriz de correlación entre variables de crecimiento y concentración de fósforo en la 

planta. Se muestran los coeficientes de correlación de Pearson calculados para 39 datos entre las 

variables: P= concentración (mg) de fósforo en el vástago, CL=índice de verdor, LV=largo de 

vástago, PFV= peso fresco de vástago, PFR=peso fresco de raíz, PSV=peso seco de vástago y 

PSR=peso seco de raíz. Se extrajeron los valores de p que se expresan como: *p<0.05, **p<0.005, 

***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en función del valor del coeficiente de correlación. 

Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa fuerte), "turquesa" (correlación positiva fuerte), 

"blanco" (sin correlación). 
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Correlación entre variables de crecimiento y estructuras de colonización 

de T. blackeriella 

 

A partir de la matriz de p-valores obtenida entre las variables de crecimiento y las 

estructuras que T. blackeriella desarrolla durante la colonización de la raíz, se 

detectó una correlación positiva y significativa entre HSH y M (p = 0.014), mientras 

que se observó una correlación negativa entre HSH y PSV (p = 0.038). Además, 

HSO presenta una correlación positiva y significativa con PFV (p = 0.023). En 

congruencia con la matriz de variables de crecimiento y de P en las plantas, se 

detectó una correlación positiva y significativa entre todas las variables de 

crecimiento, siendo p < 0.0005 en prácticamente todos los casos (Fig. 3.19). 

 

Fig. 3.19. Matriz de correlación entre variables de crecimiento y estructuras de T. blackeriella. Se 

muestran los coeficientes de correlación de Pearson calculados para 27 datos entre las variables: 

HSH=hifas septadas hialinas, HSO=hifas septadas oscuras, M=microesclerocios, CL=índice de 

verdor, LV=largo de vástago, PFR=peso fresco de raíz, PFV= peso fresco de vástago, PSV=peso 

seco de vástago y PSR=peso seco de raíz. Se extrajeron los valores de p que se expresan como: 

*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en función del valor del 

coeficiente de correlación. Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa fuerte), "turquesa" 

(correlación positiva fuerte), "blanco" (sin correlación). 
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Correlación entre variables de crecimiento, fósforo y estructuras de T. 

blackeriella 

Nuevamente, y en concordancia con las matrices anteriores, se detectó a partir de la 

matriz de p-valores obtenida de las variables de variables de crecimiento, fósforo y 

estructuras de T. blackeriella, una correlación positiva y significativa entre todas las 

variables de crecimiento analizadas. En relación a las estructuras de colonización de 

raíz de T. blackeriella se observó una correlación positiva y significativa entre HSH y 

M. Asimismo, se registraron correlaciones negativas y significativas entre HSH y las 

variables de crecimiento PFV, PFR, PSV y PSV, así como entre M y PSV. Por otro 

lado, se detectó una correlación positiva y significativa entre HSO y LV (Fig 3.20). 

Es importante destacar que aunque en las matrices anteriores muchas de estas 

correlaciones no fueron significativas, en prácticamente todos los casos las 

tendencias fueron consistentes, lo que respalda los resultados generales. 

 
Fig. 3.20. Matriz de correlación entre variables de crecimiento, las estructuras de T. blackeriella y la 

concentración de P en la planta. Se muestran los coeficientes de correlación de Pearson calculados 

para 14 datos entre las variables: P= concentración de P (mg) en el vástago, HSH=hifas septadas 

hialinas, HSO=hifas septadas oscuras, M=microesclerocios, CL=índice de verdor, LV=largo de 

vástago, PFR=peso fresco de raíz, PFV= peso fresco de vástago, PSV=peso seco de vástago y 

PSR=peso seco de raíz. Se extrajeron los valores de p que se expresan como: *p<0.05, **p<0.005, 

***p<0.0005. Las celdas de la matriz se colorean en función del valor del coeficiente de correlación. 

Paleta de colores: "azul oscuro" (correlación negativa fuerte), "turquesa" (correlación positiva fuerte), 

"blanco" (sin correlación). 
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DISCUSIÓN 

Aunque muchas gramíneas albergan diversos hongos simbiontes, el análisis 

integrado de múltiples simbiontes coexistiendo en la misma planta rara vez se 

realiza y más aún el análisis del comportamiento de las cepas endofíticas. Las 

simbiosis simultáneas pueden generar una variedad de efectos en la aptitud de la 

planta hospedante, y las interacciones entre las distintas especies de simbiontes 

pueden influir significativamente en la dirección y magnitud de estos efectos, de ahí 

la importancia en la comprensión de estas interacciones para luego evaluar su 

impacto en el crecimiento y desarrollo vegetal (Afkhami et al., 2014; Larimer et al., 

2014).  

En este trabajo, se evaluó el efecto de la interacción entre Bromus auleticus y dos 

endofitos: Epichloë platensis y una cepa de Thelonectria blackeriella (clasificada 

como DSE), aislada previamente de las raíces del mismo hospedante e identificada 

molecularmente. Como segundo factor de estudio, se incorporó el agregado de una 

fuente de fósforo (Ca3(PO4)2. Las preguntas centrales fueron si la asociación de B. 

auleticus con Epichloë influye en la colonización de la especie DSE y si, al ser una 

cepa solubilizadora de P, esta interacción tripartita (B. auleticus-Epichloë-DSE) 

afecta la concentración de P en los tejidos aéreos de la planta. Finalmente, se 

exploró el impacto de ambas asociaciones simbióticas en los caracteres de 

crecimiento de Bromus auleticus. 

 

Colonización de raíces por T. blackeriella 

En este estudio se observaron las estructuras fúngicas características de los hongos 

DSE, como hifas septadas oscuras (HSO), hifas septadas hialinas (HSH) y 

microesclerocios (M), en los tratamientos correspondientes a plantas inoculadas con 

T. blackeriella (DSE+). Entre las estructuras, las HSO fueron las más abundantes, 

superando en un 82% a las HSH y en un 93% a los M. 

Los patrones de abundancia variaron entre las estructuras analizadas, 

manteniéndose como constante el efecto positivo y significativo del agregado de P 

especialmente en las plantas E+. Para los M se detectó un incremento significativo 

en las plantas E+ en comparación con las E- únicamente en el tratamiento con P. En 

contraste, para las HSH los valores en plantas con adición de P fueron 

significativamente superiores tanto en los tratamientos E+ como E-. A diferencia de 
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la variable HSH en ausencia de P, las plantas E- presentaron una abundancia de 

HSO cinco veces mayor en comparación con las plantas E+. Los resultados 

obtenidos sugieren que la colonización por T. blackeriella es promovida por P. 

Mientras que en los M, se observa no sólo el efecto de la adición de P, sino la 

promoción por parte de Epichloë. 

Estos resultados coinciden parcialmente con estudios previos que analizaron la 

influencia del nitrógeno y fósforo en el suelo sobre la dinámica de colonización de 

DSE en plántulas nativas de Poa labillardierei, a través de experimentos de campo y 

de invernadero. En dicho estudio, la colonización por DSE fue mayor en suelos con 

altos nutrientes, pero no varió en los tratamientos de invernadero, lo que llevó a los 

autores a sugerir que el nitrógeno y el fósforo tienen un efecto mínimo sobre la 

colonización de DSE (Jones & French 2021). Estos resultados coinciden con otros 

estudios que tampoco han encontrado una relación entre los niveles de fósforo y la 

colonización por DSE (Newsham, 2011; Kivlin et al., 2013; Ranelli et al., 2015). 

Dadas las diferencias encontradas en nuestro trabajo y en estudios previos sobre el 

efecto del P en la colonización por DSE, es pertinente continuar investigando en 

esta línea. 

Como se mencionó en la sección resultados, no se encontraron diferencias 

significativas atribuibles a la asociación de B. auleticus con Epichloë. Sin embargo, 

cabe destacar que los mayores valores de colonización se observaron en los 

tratamientos E+/P+, lo cual también coincide con la interacción significativa entre los 

factores mencionados. Estudios sobre la colonización de hongos DSE en gramíneas 

asociadas a endofitos de vástago muestran resultados variados. Vandegrift et al., 

(2015) reportaron menor colonización de DSE en plantas E- de Agrostis capillaris y 

Bromus hordeaceus. Slaughter et al., (2019) no detectaron efectos del estatus 

endofítico ni del genotipo simbiótico en la colonización radicular por DSE en 

Schedonorus arundinaceus. Por otro lado, Terlizzi et al., (2022) analizaron el efecto 

de la asociación, a campo, de B. auleticus con Epichloë sobre la colonización por 

DSE, detectándose una mayor abundancia de M en plantas E+ respecto a las E-. 

Asimismo, podemos comparar los resultados obtenidos en el capítulo 2, cuando B. 

auleticus fue inoculada con S. terrestris y ver algunas tendencias, que resultan 

interesantes, y se mantienen en este ensayo como una mayor abundancia de HSH, 
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HSO y M cuando las plantas están asociadas a B. auleticus, sugiriendo una posible 

modulación de Epichloë sobre la colonización de DSE. 

Dadas las diferentes condiciones de ambos estudios (campo versus ensayo en 

maceta, T. blackeriella frente a diversidad a campo, tipo de suelo y condiciones 

ambientales), una comparación directa es impracticable. A partir de los resultados 

obtenidos en este estudio sugerimos que una mayor disponibilidad de P podría 

minimizar la competencia entre ambos simbiontes fúngicos por este recurso o 

compuestos derivados. Además, si la cepa de DSE resulta beneficiosa, por ejemplo, 

al solubilizar P y hacerlo más disponible para las plantas, es posible que su 

asociación sea promovida por los endofitos Epichloë, como hemos observado en 

otros estudios con hongos micorrícicos arbusculares en gramíneas nativas (Novas 

et al., 2005, 2009, 2011; Arrieta et al., 2015; Vignale et al., 2016, 2018, 2020). 

 A su vez, estos resultados se pueden relacionar con el ensayo de exudados 

de Epichloë (Capítulo 2), en condiciones in vitro, los exudados de Epichloë 

mostraron un efecto variable sobre el crecimiento de T. blackeriella en función de la 

concentración y el tiempo de exposición, lo que indica que la interacción puede ser 

dinámica y sensible a factores externos. Sin embargo, en este ensayo en 

condiciones de invernadero y con disponibilidad de P, Epichloë presentó una efecto 

diferencial en la dinámica de P sobre la colonización de T. blackeriella. Estos 

hallazgos sugieren que la interacción entre E. platensis y T. blackeriella puede ser 

modulada por la disponibilidad de nutrientes, como el P. Es posible que en 

ambientes con alta disponibilidad de P, el efecto de los exudados de Epichloë sea 

menos pronunciado. 

Sería interesante investigar más a fondo esta interacción en diferentes 

condiciones de disponibilidad de nutrientes para comprender mejor los mecanismos 

involucrados. 

 

Concentración de P en los tejidos aéreos de las plantas 

Al analizar la concentración de P en el vástago, se observó una tendencia hacia 

menores niveles de P en las plantas que fueron inoculadas con T. blackeriella, 

excepto en el tratamiento E+DSE+P+, donde se revierte esta tendencia. Esto 

sugiere que la respuesta de este parámetro frente a la presencia de Epichloë y la 

adición de P, modula la actividad de T. blackeriella.  
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La menor concentración de P en el vástago cuando la planta está asociada 

simultáneamente con ambos simbiontes, sin P adicional en el suelo, podría 

explicarse por un mayor consumo y competencia por el P disponible, lo cual reduce 

la cantidad de este nutriente que llega al vástago. Además, es posible que el P se 

esté acumulando en otros tejidos, como las raíces, en formas que podrían liberarse 

o translocarse al vástago en fases posteriores del crecimiento (Cardozo et al., 

2024). También se plantea la posibilidad de un "consumo de lujo" de P, en el que las 

plantas absorben más P del necesario para su crecimiento inmediato. B. auleticus 

podría estar almacenando este exceso de P en tejidos como las raíces, lo que 

explicaría la falta de correlación entre las concentraciones de P en el vástago y el 

crecimiento. Este almacenamiento en las raíces puede ser una estrategia adaptativa 

que permita a la planta regular la disponibilidad de nutrientes, manteniendo reservas 

que pueden ser movilizadas cuando el crecimiento del vástago lo demande. 

Estudios previos han demostrado que la co-inoculación de HMA y DSE en Trifolium 

repens generaron un aumento de P en la rizósfera por parte de los DSE, mientras 

que los HMA aumentaron la transferencia de P al hospedante (Della Mónica et al., 

2015). Estudios futuros deben realizarse teniendo en cuenta la incorporación de 

HMA que faciliten la absorción de P por parte de los DSE, ya que esta incapacidad 

se ha atribuído en ciertos casos, a que estos carecen de estructuras especializadas 

para el intercambio de nutrientes, aun así su presencia suele incrementar la 

concentración de P en vástago (Newsham 2011). 

En cuanto a los parámetros de crecimiento en B. auleticus, no se encontró una 

correlación significativa entre estos y la concentración de P en el vástago. Esto 

sugiere que la acumulación de P en las plantas no estaría directamente vinculada al 

crecimiento, sugiriendo la influencia de otros factores en el desarrollo de la planta. 

Como se ha mencionado en la introducción de este Capítulo, Cardozo et al., (2024) 

destacan que la disponibilidad de P no siempre es el factor limitante para el 

crecimiento de las plantas en ecosistemas de pastizales de la Cuenca del Río de la 

Plata y sugieren que la disponibilidad de nitrógeno podría ser un factor limitante en 

los pastizales, evidenciado por la baja relación N:P observada. Es posible que B. 

auleticus también esté experimentando una limitación de nitrógeno u otros 

nutrientes, o que factores abióticos como la disponibilidad de agua o la temperatura 

estén influyendo en su crecimiento.  
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Efecto de interacción Epichloë-DSE sobre parámetros de crecimiento de B. 

auleticus 

Al evaluar los parámetros de crecimiento de B. auleticus, no se observaron 

diferencias significativas en el largo del vástago, el peso fresco y seco del vástago y 

la raíz. Sin embargo, se detectaron algunas tendencias relevantes, aunque variables 

dependiendo de las combinaciones de simbiontes y el agregado o no de P, lo que 

deja en evidencia la complejidad de las interacciones. En el peso fresco del vástago, 

se registraron valores superiores con la adición de P, alcanzando un incremento del 

16% respecto a las plantas sin P. El valor absoluto más alto se registró en las 

plantas bajo el régimen E-/DSE+/P-, las cuales alcanzaron un 38% más de peso en 

comparación con las E-/DSE-/P-. Es interesante resaltar que el peso fresco de 

vástago fue mayor en las plantas E- cuando B. auleticus estaba asociada con T. 

blackeriella, mientras que las plantas E+ los valores se mantuvieron similares 

independientemente de la asociación con T. blackeriella o de la adición de P. Esto 

indicaría que es la asociación con endofitos Epichloë la que le resultaría en un 

mayor costo al hospedante. Estudios realizados en B. auleticus con E. tembladerae 

y E. pampeana que observaron un efecto positivo en los parámetros de crecimiento 

(Novas et al., 2003; Iannone y Cabral 2006; Iannone et al., 2012) en otros casos, los 

endofitos presentaron un efecto neutral o negativo (Faeth et al., 2010) o los efectos 

dependieron de los genotipos del hospedante y las condiciones abióticas (Ahlholm 

et al., 2002). Algunos autores han sugerido que la simbiosis con Epichloë implica un 

costo energético para la planta, debido a la demanda de recursos que estos 

endofitos imponen, especialmente en condiciones de limitada disponibilidad de 

nutrientes como el P (Saikkonen et al., 1998; Clay y Schardl, 2002). Otros estudios 

también indican que, aunque Epichloë puede ofrecer ventajas en términos de 

resistencia a factores de estrés o protección contra herbívoros, en algunas 

condiciones de cultivo estos beneficios no compensan el costo de la asociación, 

afectando el balance de nutrientes en el hospedante (Malinowski y Belesky, 2000). 

Aunque en este estudio se adicionó P, podría plantearse la hipótesis de que la 

concentración no fue suficiente, sin embargo, algunos resultados muestran un 

aumento de peso en los tratamientos con adición de P, lo que nos lleva a pensar en 

la hipótesis antes mencionada, que el P podría estar acumulándose en otros tejidos 
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del hospedante. Además, durante el experimento en maceta, las plantas fueron 

atacadas por pulgones, lo que pudo haber desencadenado una respuesta defensiva 

tanto en Epichloë como en la planta, redirigiendo recursos hacia la defensa en lugar 

de al crecimiento o almacenamiento de nutrientes. 

 

Para el peso seco del vástago las plantas inoculadas con T. blackeriella mostraron 

mayores valores, con incrementos del 13%, 15% y 7% en comparación con los 

tratamientos E-/DSE-/P-, E+/DSE-/P- y E-/DSE-/P+, respectivamente. La excepción 

fue el tratamiento E+/DSE+/P+, que tuvo un 5% menos de peso seco en 

comparación con su control sin DSE. En este parámetro, se observa una tendencia 

similar a la ya vista para peso fresco de vástago, donde los mayores valores 

parecen estar asociados a la simbiosis con T. blackeriella. Asimismo, la adición de P 

parece compensar el costo de la simbiosis con Epichloë. Como se ha mencionado 

en el capítulo 2 hay antecedentes, que demostraron la capacidad in vitro, de hongos 

DSE, de solubilizar una fuente de P, como la utilizada en este ensayo, (Spagnoletti 

et al., 2017, Echeverria et al., 2024), esta capacidad podría estar contribuyendo a la 

tendencia a mayores pesos secos del vástago. Los resultados también son en parte 

consistentes con estudios realizados en otras especies vegetales, como el maíz, 

donde la inoculación con hongos DSE (Gaeumannomyces cylindrosporus) mostró 

mejoras en el rendimiento y crecimiento en condiciones de estrés, con diferentes 

concentraciones de un metal pesado (Ban et al., 2017). En conjunto, estos 

resultados refuerzan la idea de que los hongos DSE pueden desempeñar un papel 

importante en la mejora del crecimiento vegetal y en la adaptación a condiciones 

ambientales desafiantes, siempre que las condiciones de nutrientes sean 

adecuadas para apoyar estas asociaciones simbióticas. 

En cuanto a la raíz, el peso fresco fue mayor en las plantas E+ con la adición de P, 

independientemente de la inoculación con T. blackeriella. Mientras que para el peso 

seco, si bien se ven valores superiores en el tratamiento con P, no es tan claro el 

efecto debido a Epichloë. Es probable que las diferencias observadas entre peso 

fresco y seco sean debidas a diferentes concentraciones de agua en las raíces. 

Según los estudios revisados por Dastogeer y Wylie (2017), la colonización por 

endofitos puede mejorar significativamente la tolerancia de las plantas al estrés por 

sequía. Estos autores sugieren que los hongos no micorrícicos (como los endófitos 
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foliares) podrían mediar los efectos del estrés hídrico ajustando, regulando o 

modificando las actividades fisiológicas, bioquímicas y metabólicas de las plantas. 

En concordancia, plantas de Jatropha curcas asociadas a endofitos presentaron un 

mejor estado hídrico que las E- (D’Jonsiles et al., 2018). Por otro lado, Arnold y 

Engelbrecht (2007) observaron que en Theobroma cacao las hojas infectadas con 

una densidad y diversidad natural de endofitos exhiben casi el doble de tasas de 

pérdida de agua en comparación con las hojas no infectadas. 

El estudio de interacciones múltiples es escaso en lo que respecta a la combinación 

Epichloë-DSE-gramínea-P, centrándose en otros hospedantes y en la combinación 

de microorganismos como HMA, HSF y bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB). 

Tal es el caso de Della Monica et al., (2015) cuyos resultados mostraron un posible 

efecto sinérgico entre DSE y HMA, ya que los primeros incrementarían la reserva de 

P en la rizósfera y los HMA transfieren el P a la planta hospedante. Mientras 

Stefanoni Rubio (2019) evaluó la interacción de Epichloë-HSF-B. auleticus, cuyos 

resultados no mostraron aumento significativo de biomasa debido a la inoculación 

y/o agregado de P. En el caso de otros microorganismos, Saxena et al., (2015) 

observaron diferencias significativas en los parámetros de crecimiento de plantas de 

garbanzo al inocular HSF (Aspergillus niger) y PSB (Bacillus sp.) con el agregado o 

no de P, siendo mejores las inoculaciones simultáneas respecto de las simples. 

Mientras que Li et al., (2021) estudiaron hongos aislados a partir de suelos 

abandonados los cuales fueron caracterizados como solubilizadores de P 

(Penicillium oxalicum, Aspergillus brunneoviolaceus) e inoculados en plantas de 

berenjenas demostrando el potencial como hongos promotores de crecimiento.  

 

En nuestro modelo Thelonectria blackeriella, se ha comportado como solubilizador 

de P in vitro respecto a otras cepas seleccionadas (Capítulo 2), sin embargo al 

cambiar las condiciones y trabajar con plantas en maceta en el invernadero, los 

resultados no fueron los esperados. En lo que respecta a la inoculación del hongo 

DSE, la misma fue confirmada con éxito al reaislarlo de las raíces de B. auleticus. Al 

analizar las tendencias, la combinación de un endofito de vástago, como Epichloë, y 

un endofito de raíz, como Thelonectria blackeriella, no mostró un efecto sinérgico, 

sin embargo, tampoco afectó negativamente la biomasa. Los resultados indicaron 

que los pesos fueron mayores, teniendo en cuenta la adición de P, en presencia de 
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uno u otro endofito por separado mientras, en algunos casos, la combinación de 

ambos condujo a una disminución en el peso seco de vástago, algo similar a lo 

observado por Stefanoni Rubio (2019). Esto sugiere que la interacción conjunta de 

estos endofitos, en algunos casos, pueden competir o interferir en sus efectos 

beneficiosos individuales sobre el desarrollo vegetal. 

Al evaluar el índice de verdor de las hojas de B. auleticus no se observaron 

diferencias significativas, independientemente de la asociación con el endofito 

Epichloë, la inoculación con T. blackeriella, o la adición de P. La ausencia de 

diferencias particularmente en este último caso, resulta llamativa, dado que el P 

juega un papel importante en la síntesis de clorofila, ya que está involucrado en la 

transferencia de energía y el metabolismo celular, lo cual afecta la producción de 

clorofila (Kanse et al., 2015). Esto puede deberse a que, en las condiciones 

evaluadas, los distintos factores no afectan de manera directa la síntesis o 

concentración de clorofila, la que está relacionada también con el contenido de N en 

la planta o que la interacción múltiple Epichloë-DSE-B. auleticus no impacte 

notablemente la salud foliar en términos de color. Nuestros resultados contrastan 

con estudios de coinoculación de microorganismos previos, que evaluaron el 

contenido de clorofila en plantas de garbanzos co-inoculadas con bacterias y HSF, 

mostraron diferencias significativas en plantas co-inoculadas con ambos 

microorganismos respecto a las plantas inoculadas con uno o control (Saxena et al., 

2015). Por otra parte, la ausencia de diferencias significativas también puede 

relacionarse con la cantidad de P añadida la cual podría no haber sido limitante, o 

las plantas podrían haber compensado con otros mecanismos fisiológicos.  

En este modelo, bajo las condiciones experimentales, no se observó un impacto de 

la asociación simultánea con simbiontes sobre los parámetros de crecimiento de las 

plantas. La colonización fúngica no siempre puede traducirse en un aumento de 

biomasa o crecimiento de la planta. La capacidad de los DSE para mejorar el 

crecimiento de la planta hospedante depende tanto de la especie hospedante como 

de su estado metabólico. Por ejemplo, en un estudio de Haselwandter y Read 

(1982), la inoculación de las raíces de plántulas de Carex firma y C. curvula 

cultivadas en condiciones in vitro con DSE resultó en un aumento significativo de la 

producción de materia seca en C. firma, mientras que en C. curvula no se observó 

un efecto similar. Este hallazgo subraya cómo la respuesta a la colonización por 
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DSE puede variar incluso entre especies estrechamente relacionadas. Si bien, en la 

simbiosis mutualistas ambos simbiontes obtienen ventajas, el hospedante se 

beneficia de estas interacciones no sólo con un mejor crecimiento (Schulz y Boyle 

2005) En el caso de T. blackeriella las hifas, junto con los M son las únicas 

estructuras que los hongos DSE suelen formar en las células radiculares, que 

actúan como estructuras en reposo o propágulos (Peterson et al., 2008; Upson et 

al., 2009). Ambas estructuras en las células de la raíz carecen de membrana 

perifúngica y de material de matriz interfacial, lo que sugiere que no son interfaces 

especializadas para la transferencia de nutrientes. Por lo tanto, algunos autores 

postulan que es improbable que la colonización de las raíces por DSE esté 

directamente relacionada con el rendimiento de la planta (Newsham 2011). Sin 

embargo, aunque ciertas asociaciones forman estructuras de interfaz 

especializadas, como arbúsculos y redes de Hartig, otras se limitan a hifas 

intracelulares o intercelulares no especializadas en las raíces y en cualquiera de los 

casos, existen ejemplos documentados de intercambio activo de nutrientes, lo que 

refuerza el hecho de que las estructuras especializadas utilizadas para definir 

asociaciones micorrízicas específicas no son esenciales para el intercambio 

recíproco de nutrientes y la promoción del crecimiento de las plantas (Kariman et al., 

2018). En el caso de los endofitos Epichloë, tampoco observamos efectos 

significativos sobre la biomasa. Sin embargo, en estudios previos mencionados 

previamente, en invernadero y a campo indicaron que las plantas de B. auleticus 

asociadas con Epichloë producen más biomasa y semillas y son más resistentes a 

la defoliación continua que las plantas sin endófito (Novas et al., 2003; Iannone y 

Cabral 2006; Iannone et al. 2012; Vignale et al., 2018; 2020; 2023).  

Los resultados respaldan la complejidad de las interacciones planta-simbiontes y 

muestran que el beneficio o costo de estas asociaciones puede depender de 

factores como la disponibilidad de nutrientes y la presencia de estrés abiótico o 

biótico. En este caso, el ataque por pulgones durante el experimento podría haber 

influido en la redistribución de recursos hacia mecanismos de defensa, limitando el 

efecto positivo de los simbiontes en el crecimiento. Estos hallazgos subrayan la 

importancia de considerar múltiples factores y condiciones experimentales, como 

ensayos a campo, diferentes tiempos para la cosecha y mediciones de parámetros 

de crecimiento, así como también considerar la concentración de nitrógeno en el 
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suelo y en la planta, y la posibilidad de incorporar al sistema otro simbionte como los 

HMA que faciliten el ingreso de nutrientes a la planta. Consideramos que más allá 

de ello, los resultados de este capítulo constituyen un gran aporte al estudio de 

interacciones múltiples y subrayan la complejidad de las mismas. Será necesario 

complementar con nuevos ensayos para alcanzar una visión integral del papel de 

los endofitos en el desarrollo vegetal y su potencial aplicación en agricultura.  
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CONCLUSIONES PARCIALES 

 

● Los resultados no corroboraron que la asociación Epichloë platensis-

Thelonectria blackeriella favorezca parámetros de crecimiento en B. auleticus 

como longitud de vástago, peso fresco y seco de vástago y raíz.  

 

● La asociación E. platensis-B. auleticus favorece el establecimiento de T. 

blackeriella, lo que se refleja en un aumento en la abundancia de sus 

estructuras como los microesclerocios.  

 

● La inoculación del hongo DSE en plantas de B. auleticus no promovió la 

solubilización de P de manera significativa, o al menos, esto no se reflejó en 

un aumento en las concentraciones de P en el vástago. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Tal como se expuso en la Introducción General, las plantas establecen 

interacciones simultáneas con una amplia diversidad de  microorganismos, cuyos 

roles pueden ser descriptos bajo el paradigma del “continuo mutualismo-

parasitismo”  (Barrow, 2003; Schulz y Boyle, 2005; Mandyam y Jumpponen, 2015). 

En las simbiosis mutualistas, ambos organismos obtienen beneficios: la planta 

ofrece refugio y compuestos de carbono al microorganismo, obteniendo a cambio 

mayor vigor, productividad y tolerancia al estrés. En este contexto, resulta plausible 

que los microorganismos asociados a un mismo hospedante puedan interactuar 

entre sí, modulando sus efectos individuales y generando un  impacto diferencial en 

el hospedante. Entre los microorganismos que establecen simbiosis con las plantas 

se destacan los endofitos, definidos funcionalmente como hongos o bacterias que 

colonizan cualquier tejido vegetal sanos, ya sea inter o intracelularmente, y que 

persisten durante todo o parte del ciclo de vida sin causar síntomas de enfermedad 

(Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005; Hardoim et al., 2015).  

En esta Tesis se abordó el estudio de dos tipos de endofitos con el objetivo de 

ampliar el conocimiento sobre sus interacciones: los endofitos de vástago del 

género Epichloë y los endofitos septados oscuros (DSE) de raíz, ambos asociados a 

la gramínea perenne nativa Bromus auleticus.  

Los resultados obtenidos aquí brindan información original, tanto a nivel de la triple 

asociación Epichloë platensis-Bromus auleticus-DSE como de los roles que pueden 

presentar los DSE, un grupo muy heterogéneo, característica que dificulta su 

caracterización. 

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan información novedosa y 

relevante, tanto sobre la triple asociación Epichloë platensis-Bromus auleticus-DSE, 

como sobre los roles funcionales de los DSE, un grupo altamente heterogéneo cuya 

caracterización presenta desafíos debido a su diversidad biológica y funcional. 

 

La hipótesis general planteaba que la presencia simultánea de simbiontes 

funcionalmente distintos, se evidencia en la promoción de la colonización del 

hospedante por parte de los mismos y su efecto conjunto beneficia a las plantas 

hospedantes. Para contrastar esta hipótesis, se llevaron a cabo experimentos 

organizados en torno a los tres objetivos generales:  
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1) Evaluar el efecto de la simbiosis Bromus auleticus-Epichloë sobre la identidad de 

las cepas DSE asociadas a las raíces del hospedante. 

2) Evaluar los caracteres asociados al tipo de interacción que establecen los 

endofitos DSE con Bromus auleticus y determinar el efecto de los endofitos Epichloë 

sobre estos rasgos. Identificar a los endofitos DSE en términos de características 

beneficiosas para el hospedante. 

3) Evaluar el efecto simultáneo de los endofitos Epichloë y DSE sobre el desarrollo 

del hospedante. 

 

El primer capítulo, correspondiente al objetivo 1, se centró en la identificación de 

las cepas de DSE aisladas durante la realización de mi Tesina de Licenciatura, a 

partir de raíces de B. auleticus. Además, se buscó corroborar su rol endofítico y 

analizar la riqueza y diversidad de estos microorganismos. Para alcanzar estos 

objetivos, se realizaron ensayos in vitro de resíntesis con las distintas cepas de 

DSE. Los resultados evidenciaron comportamientos divergentes entre las cepas 

analizadas, ya que algunas resultaron endofíticas mientras que otras presentaron 

características patogénicas, incluso tratándose de cepas de la misma especie. 

Ejemplos destacados incluyen Setophoma terrestris, Poaceascoma helicoides, 

Microdochium bolleyi, Simplicillium lamellicola y Herpotrichia sp.  

Las cepas que mostraron un comportamiento endofítico, fueron identificadas como 

Microdochium trichocladiopsis, Magnaporthiopsis sp., Dactylonectria sp., 

Thelonectria blackeriella y Periconia macrospinosa. Por otro lado, las cepas 

identificadas como Epicoccum sp., Hymenoschyphus sp., Tetraplosphaeria sp. y 

Exophiala tremulae se comportaron como cepas patógenas, evidenciado por la  

aparición de lesiones en la parte aérea y/o raíces de las plántulas, e incluso la 

muerte de las mismas. Mientras que la mayoría de las especies mencionadas 

cuentan con antecedentes que las describen como endofíticas o patogénicas, 

dependiendo del hospedante y las condiciones ambientales, algunos casos se 

reportan por primera vez, según nuestro conocimiento. En este estudio, Herpotrichia 

sp. y Magnaporthiopsis sp. son identificadas como endofíticas por primera vez, 

mientras que Tetraplosphaeria sp. se reporta como patógena. Estos resultados 

resaltan la complejidad de las interacciones planta-hongo, las cuales se mantienen a 

través de un equilibrio dinámico. Este equilibrio puede alterarse por factores bióticos 
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o abióticos desencadenando respuesta por parte de la planta o en el hongo, lo que 

puede modificar el resultado de la interacción (Schulz y Boyle, 2005).  

Es importante destacar que las cepas identificadas fueron aisladas por primera vez 

de B. auleticus, asociadas o no a E. platensis, lo que constituye registro valioso de 

cepas autóctonas aisladas de una gramínea nativa. Entre las especies aisladas,  M. 

bolleyi, S. terrestris, P. helicoides y S. lamellicola fueron las más frecuentes. En 

relación con las hipótesis planteadas, los resultados de riqueza y diversidad 

corroboran la hipótesis de que “Epichloë modula la comunidad fúngica asociada a 

las raíces de Bromus auleticus, favoreciendo mayor diversidad y riqueza en las 

comunidades de hongos DSE”. Aunque no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas, la presencia de E. platensis estuvo asociada con 

una mayor riqueza y diversidad de hongos DSE, resultado consistente con los 

estudios de Arrieta et al., (2015); Garces et al., (2022); Górzyńska et al., (2017); 

Vignale et al., (2023). Sin embargo, no se logró detectar una combinación particular 

de especies asociadas a las plantas E+. Por otro lado, las cepas asociadas a las 

plantas E+ fueron mayoritariamente endofíticas, en contraste con las asociadas a 

las plantas E- que resultaron patogénicas. Este resultado permite corroborar la 

hipótesis sobre que “Las plantas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë 

favorecen la colonización por hongos DSE con comportamiento no patogénico”.  

 

En el capítulo II, correspondiente al objetivo general 2, se abordaron diversos 

aspectos de las cepas de DSE y su interacción con la asociación Epichloë-

gramínea, de manera de analizar caracteres de interés en los microorganismos. 

Desde la perspectiva de usar inoculantes a base de DSE como promotores del 

crecimiento de plantas o agentes de biocontrol, resulta crucial seleccionar cepas 

adecuadas que no se vean afectadas negativamente por otros simbiontes de raíces 

o de vástago, que sean competitivas frente a ellos y, al mismo tiempo, no interfieran  

con simbiontes que otorguen beneficios de interés a las plantas. Por lo tanto, en la 

búsqueda de consorcios fúngicos adecuados que mejoren y protejan la biomasa 

vegetal, es necesario evaluar el tipo de relaciones, que pueden ser desde sinérgicas 

a antagónicas y establecer los factores que operan sobre ella.  

Este capítulo se estructuró en cuatro secciones que abordan diferentes aspectos: 

ensayos in vitro sobre la solubilización de P, análisis de la correlación entre 

parámetros de crecimiento, estrategia nutricional y origen del aislamiento de cepas 
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de DSE, así como la evaluación de la capacidad patogénica de una cepa sobre 

plantas adultas de B. auleticus.  

Los resultados obtenidos, mostraron la capacidad de solubilizar fósforo en medio 

sólido de seis cepas DSE identificadas como Thelonectria blackeriella, 

Magnaporthiopsis sp., Microdochium bolleyi, Herpotrichia sp., Tetraplosphaeria sp., 

Poaceascoma helicoides. Teniendo en cuenta los resultados de resíntesis del 

capítulo I, se descartaron las cepas que mostraron comportamiento patogénico,  

quedando las tres cepas que resultaron endofíticas: Thelonectria blackeriella, 

Magnaporthiopsis sp. y Herpotrichia sp. Entre estas, T. blackeriella presentó un 

crecimiento más homogéneo en medio sólido NBRIP, además de ser promovida in 

vitro por exudados de E. platensis (Capítulo II). Considerando también las 

irregularidades en el crecimiento observadas en las otras cepas, T. blackeriella fue 

seleccionada para los ensayos posteriores. En cuanto a su capacidad de 

solubilización de P en medios líquidos, mostró actividad en todos los evaluados, 

alcanzando la mayor solubilización en FA, seguida de TCP y, en menor medida, en 

FF.  

Estos resultados concuerdan con otros estudios, en los cuales evaluaron la 

capacidad de cepas autóctonas de DSE de solubilizar distintas fuentes de fósforo 

inorgánico como las empleadas en este trabajo (Spagnoletti et al., 2017; Rothen et 

al., 2018; Echeverría et al., 2024). A partir de nuestros resultados se corroboró la 

hipótesis que “Determinadas cepas de hongos DSE tienen la capacidad de 

solubilizar distintas fuentes de fósforo inorgánico”.  

El análisis de correlación entre la tasa de crecimiento, estrategia nutricional 

(endofítica/patogénica), las estructuras fúngicas, el diámetro alcanzado y el estatus 

endofítico de las plantas de origen de cada cepa (E+/E-), refleja cómo las cepas de 

DSE pueden adoptar diversas estrategias nutricionales. Este análisis permite 

identificar patrones asociados a diferentes comportamientos de las cepas, 

ofreciendo potenciales herramientas para predecir el rol que podrían desempeñar en 

futuras interacciones.  

Los análisis mostraron, en coincidencia con el capítulo I, una correlación positiva, 

aunque no significativa entre el estatus de Epichloë de la planta de origen y la 

estrategia nutricional de las cepas aisladas. Por otra parte, no se encontró una 

correlación entre la tasa de crecimiento y la estrategia nutricional, por lo que, no se 

puede adjudicar una mayor tasa de crecimiento a cepas patogénicas. En lo que 
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respecta al tipo de colonización tampoco se encontró una relación que asocie a 

Epichloë y las estructuras fúngicas de los DSE. Estos resultados no corroboran la 

hipótesis que “Las cepas de DSE con estrategias endofíticas presentan tasas de 

crecimiento y patrones de colonización diferentes en comparación con las cepas 

patogénicas”. De todas formas, estos resultados deben tomarse con cautela, ya que 

el análisis se realizó con un número de muestras bajo, dado el poco material 

obtenido, por lo que sería interesante repetir este análisis a partir de plantas adultas 

y así tener más material al momento de procesar.  

 

En los ensayos in vitro con exudados de E. platensis sobre el crecimiento de cepas 

de DSE, los resultados sugieren un efecto diferencial: promoción del crecimiento en 

cepas endofíticas como M. bolleyi, T. blackeriella y Herpotrichia sp. e inhibición en 

cepas patógenicas como S. terrestris y P. helicoides. Este efecto varió dependiendo 

de las concentraciones de exudados de E. platensis empleadas. Estos resultados 

son prometedores, ya que indicarían que Epichloë podría actuar como promotor del 

crecimiento en las cepas endofíticas. Resultados similares fueron reportados en 

estudios previos, donde Epichloë promovió la micorrización y los estados pre-

infectivos e infectivos de los HMA en la misma gramínea (Novas et al. 2011; Vignale 

et al. 2018, 2020). En este estudio, los exudados de Epichloë mostraron efectos 

diferenciales sobre las cepas de DSE, actuando como promotores o neutros en las 

cepas endofíticas y como inhibidores en las cepas patogénicas. Estos resultados 

corroboran la hipótesis sobre que “Epichloë tiene un efecto diferencial sobre el 

crecimiento de las cepas DSE que es dependiente de su estrategia nutricional”. 

 

Los efectos de los DSE en las plantas, como ya se ha mencionado, varían desde 

positivos hasta negativos y las interacciones planta-hongo son dinámicas, 

dependiendo de la expresión génica fúngica en respuesta al hospedante, así como 

del reconocimiento y respuesta del hospedante frente al hongo. Un equilibrio preciso 

en el intercambio de nutrientes es clave para evitar que la relación se torne 

patogénica (Kuo et al., 2014; Mengistu, 2020). En este capítulo se evaluó el efecto 

de una cepa patogénica de Setophoma terrestris en plantas adultas asociadas a 

Epichloë, y sobre los patrones de colonización. Los ensayos de patogenicidad en 

plantas de B. auleticus adultas mostraron que S. terrestris presentó una 

patogenicidad diferencial dependiendo del estado fenológico de la planta. Las 
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plantas adultas desarrollaron síntomas característicos en las raíces, como una 

coloración rosada, mientras que el follaje permaneció sin síntomas visibles. Estos 

resultados permiten corroborar la hipótesis de que “Ciertas cepas de DSE con 

estrategia patogénica identificadas como Setophoma terrestris pueden mostrar 

menor virulencia a) en plantas adultas de B. auleticus que en plántulas”.  

A partir del estudio de la colonización y parámetros de crecimiento, se observó que 

los endofitos Epichloë promueven la colonización de S. terrestris, evidenciada  por 

una mayor abundancia de HSO, sin afectar la biomasa del hospedante. Estos 

resultados  permitieron corroborar la hipótesis de que “Ciertas cepas de DSE con 

estrategia patogénica identificadas como Setophoma terrestris pueden mostrar 

menor virulencia b) en plantas adultas asociadas a Epichloë platensis en 

comparación con las plantas no asociadas. Existen antecedentes bibliográficos que 

abordan, los efectos de los patógenos en distintas etapas fenológicas (O´brien et al., 

2021). Asimismo, estudios relacionados con los microorganismos analizados, como 

el de Rothen et al., (2017), observaron una mayor diversidad de hongos DSE en 

raíces de plantas jóvenes de soja, además de una composición diferencial entre 

etapa vegetativa y etapa reproductiva. Por su parte, Vignale et al., (2016) detectaron 

una mayor colonización de HMA en plantas adultas de B. auleticus asociadas a 

Epichloë. A futuro sería interesante, incorporar todas las cepas de S. terrestris que 

resultaron patogénicas, e inclusive las clasificadas como endofíticas y evaluar 

colonización y parámetros de crecimiento en distintas etapas fenológicas en un 

ensayo a campo.  

 

El capítulo III, correspondiente al objetivo 3, evalúa el efecto simultáneo de los 

endofitos Epichloë y DSE sobre el desarrollo del hospedante, considerando el 

agregado de una fuente de fósforo (P). Para la realización del ensayo se utilizó la 

cepa de Thelonectria blackeriella, cepa endofítica con capacidad de solubilizar 

fósforo, seleccionada en el capítulo II. Este ensayo se llevó a cabo en maceta, bajo 

condiciones de invernadero. Además, se analizó el impacto de la asociación 

gramínea-Epichloë sobre la colonización radical por parte de los DSE. El P es un 

macronutriente esencial involucrado en varios procesos fisiológicos. Sin embargo, 

su disponibilidad en los suelos suele estar limitada por su forma insoluble. Aunque 

los fertilizantes sintéticos pueden optimizar su uso, también se asocia con efectos 
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adversos como la pérdida de fertilidad y la reducción de la densidad microbiana 

(Alori et al., 2017).  

Los resultados correspondientes a ese capítulo no evidenciaron que la asociación 

Epichloë-DSE promoviera parámetros de crecimiento en B. auleticus. Si bien los 

antecedentes han demostrado que los DSE pueden influir positiva o negativamente 

en el crecimiento de las plantas hospedantes, afectando especialmente la 

asimilación de P y nitrógeno, los resultados aquí no corroboran estos efectos. El 

meta-análisis de Newsham (2011) confirmó que los DSE mejoran la absorción de P 

cuando se combinan con fertilizantes inorgánicos. Por otro lado, estudios clave 

destacan su capacidad para promover el crecimiento vegetal, como se observó en 

Carex de los Alpes, donde los DSE aumentaron el peso seco y el contenido de P en 

brotes (Haselwandter y Read, 1982). Asimismo, se ha documentado que facilitan el 

acceso a fuentes de P orgánico (Surono y Narisawa, 2017, complementando a los 

ya mencionados HMA . En el capítulo II, se discutió la capacidad de los DSE para 

solubilizar P inorgánico y mineralizar P orgánico, lo cual ha sido  demostrado por 

hongos como Phialocephala turiciensis y Phaeomollisia piceae. Estos hongos, en 

sinergia con HMA, transfieren P a las plantas, contribuyendo a  la absorción de P y 

aumento de la biomasa de Trifolium repens, tras la co-inoculación (Della Monica et 

al., 2015). Sin embargo, nuestros resultados no mostraron lo esperado por lo que la 

hipótesis de que “La asociación Epichloë-DSE favorece el desarrollo de B. auleticus” 

no ha sido corroborada. 

Finalmente al evaluar la solubilización de P por parte de T. blackeriella y su efecto 

en la  absorción de este nutriente, no se observaron diferencias significativas en la 

concentración de P en vástago. Por lo tanto,  no fue posible confirmar la hipótesis de 

que “La inoculación del hongo DSE en plantas de B. auleticus facilita la 

solubilización de nutrientes como el fósforo y la absorción por parte de estas”. 

Existen varias hipótesis que podrían explicar estos resultados. Una posibilidad es 

que el e P solubilizado esté siendo almacenado en otros tejidos, como las raíces, en 

lugar de ser translocado al vástago. Otra consideración es que, aunque existen 

antecedentes que respaldan la capacidad de los DSE para solubilizar P, podría ser 

necesaria la participación de otros microorganismos, como los HMA, para facilitar la 

absorción y movilización del nutriente. Asimismo, sería conveniente tomar  muestras 

en distintas etapas fenológicas de las plantas para evaluar cómo varía la absorción 

y distribución de nutrientes a lo largo de su ciclo de vida.  
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En lo que respecta al establecimiento de T. blackeriella, al momento de evaluar la 

colonización se detectó un aumento de microesclerocios en plantas E+, lo que 

concuerdan con resultados previos a campo (Terlizzi et al., 2022), por lo tanto la 

hipótesis planteada de que “Epichloë favorece el establecimiento de la cepas DSE” 

si ha sido corroborada.  

 

En conclusión, la presente Tesis permitió profundizar en el estudio de las 

interacciones múltiples, particularmente Epichloë platensis-Bromus auleticus-DSE. 

Se logró identificar molecularmente cepas autóctonas de DSE, algunas de las 

cuales mostraron capacidad para  solubilizar P, lo que constituye un hallazgo 

prometedor. Asimismo, Epichloë platensis mostró un efecto modulador tanto sobre 

la diversidad como sobre la colonización de hongos DSE asociados a las raíces de 

B. auleticus. Las distintas estrategias nutricionales de las cepas y los efectos 

diferenciales según el estado fenológico de la plantas abren nuevas perspectivas 

para ensayos a futuro, que permitan comprender aún más las interacciones 

múltiples. En ese sentido, es necesario realizar más estudios para:  

● Comprender los mecanismos moleculares que subyacen a las interacciones 

entre DSE, B. auleticus y Epichloë.  

● Evaluar el efecto de la interacción Epichloë-DSE en diferentes condiciones 

ambientales y con distintas fuentes de P.  

● Determinar el impacto de la colonización por DSE en la fisiología y el 

metabolismo de B. auleticus.  

Este estudio proporciona una base sólida para futuras investigaciones sobre las 

interacciones multitróficas en gramíneas y su impacto en el crecimiento y desarrollo 

vegetal. La comprensión de estas interacciones es crucial para el desarrollo de 

estrategias de manejo sostenible que permitan optimizar la productividad de los 

cultivos. 
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ANEXO 

Material Suplementario  

Agar Extracto de Malta (AEM)  

Malta …………………………………………………………..20 g  

Glucosa ……………………………………………………….20 g  

Peptona………………………………………………………….2g  

Agar ……………………………………………………………15 g  

Agua destilada ……………………………………………..1000 ml 

 

Caldo Extracto de Malta (CEM)  

Glucosa…………………………………………………….20 g  

Malta………………………………………………………..20 g  

Peptona ………………………………………………………2g  

Agua destilada…………………………………………. 1000 ml 

 

Glucosa-Asparagina (GA)  

Glucosa ………………………………………………….10 g  

Asparagina ………………………………………………..4 g  

MgSO4.7H2O …………………………………………..0,5 g  

HK2PO ………………………………………………….40,6 g  

H2KPO ………………………………………………….40,5 g  

Agua destilada ……………………………………….1000ml  

Solución de micronutrientes A*....................................2 ml  

Solución de micronutrientes B*.......................... ……..2 ml  

Tiamina** ……………………………………………….100 µl  

Biotina** …………………………………………………..50µl  

*Solución de Micronutrientes A (ver guía Micología Experimental – FCEyN‐
UBA) *Solución de Micronutrientes B (ver guía Micología Experimental – 
FCEyN‐ UBA)  

 



Solución de Hoagland 

Las soluciones madres se preparan por separado ya que algunos compuestos 
pueden precipitar. Los compuestos se pesan y cada solución se autoclava.  

Macronutrientes se preparan al 100X  

KNO3……………………………………………………1.25 mM 

 MgSO4…………………………………………………0.75 mM  

Ca(NO3)2………………………………………………..1.5 mM  

KH2PO4………………………………………………….0.5 mM  

 

Micronutrientes se preparan al 1000x  

FeEDTA…………………………………………………50 M  

H3BO3……………………………………………………50 M  

MnSO4…………………………………………………..12 M  

CuSO…………………… ……………………………0.70 M  

ZnSO4…………………………………………………….1 M  

MoO4Na2……………………………………………..0.24 M  

Na2SiO3……………………………………………….100 M  

 
 

National Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP) 

(Nautiyal, 1999): 

 Glucosa …………………………………………………10 g 

 Ca3(PO4)2 ………………………………………………..5 g 

 MgCl2·6H2O …………………………………………….5 g 

 MgSO4·7H2O ………………………………………..0.25 g 

 KCl …………………………………. …………………0.2 g 

(NH4)2SO4, ……………………………………………..0.1 g 

Agar……………………………………………………… 15g 

Agua destilada………………………………………1000 mL 

Aclaración: En aquellos tratamientos en los cuales la fuente de P no fue Ca3(PO4)2, 

se reemplazó con igual cantidad de moles de P con la fuente de P alternativa.  

 

 



Curva de calibración 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

TINCIÓN DE RAÍCES (Phillips y Hayman, 1970)  

Lavado de las raíces bajo agua para eliminar los restos de fijador.  

-Clarificación sumergiendo las raíces en una solución de KOH 10 % durante 30 

minutos a 90 °C.  

-Enjuague con agua de la canilla.  

-Inmersión en solución de HCl 1 % durante 3 minutos.  

-Tinción con Trypan Blue (0,05 %) al lactofenol por 15 minutos a 90 °C. -

Preservación en ácido láctico para su posterior observación.  

Curva C. K2HPO4 C. PO4 vi. Sc 
madre 
(8g/l)µl 

NBRIP 
µl 

1 0 0 0 1000 

2 0.096 0.0523 12 988 

3 0.12 0.0654 15 985 

4 0.136 0.0741 17 983 

5 0.16 0.0863. 20 980 

6 0.168 0.0915 21 979 


	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Índice de figuras
	Índice de tablas
	Abreviaturas
	Introducción general
	Endofitos de vástago Epichloë
	Ciclo de Vida
	Distribución
	Asociación gramínea-Epichloë
	Efecto de Epichloë sobre gramíneas nativas
	Endofitos de raíz: hongos DSE
	Generalidades
	Estructuras características
	Primeras observaciones
	Distribución
	Reproducción
	Colonización del hospedante
	Efectos sobre el hospedante: crecimiento y nutrición
	Interacciones múltiples Epichloë-Bromus auleticus- DSE
	El fósforo, su rol esencial en la nutrición y desarrollo de las plantas
	Hongos solubilizadores de fósforo y Epichloë
	Forrajera Bromus auleticus

	Hipótesis
	Objetivos
	Capítulo 1: Efecto de la asociación Bromus auleticus–Epichloë sobre 
la diversidad y abundancia de endofitos septados oscuros (DSE) en la 
raíz
	Introducción
	Continuo mutualismo-parasitismo
	Rango de respuestas de las plantas a los hongos DSE
	Colonización de la planta hospedante: Importancia de los ensayos deresíntesis
	Identificación y diversidad de los hongos DSE
	Diversidad de los hongos DSE en Argentina

	Hipótesis parciales
	Objetos parciales
	Materiales y métodos
	Ensayo de resíntesis
	Identificación de los aislamientos fúngicos de DSE
	Análisis de la diversidad y la riqueza

	Resultados
	Identificación de los aislamientos fúngicos de DSE
	Ensayo de Resíntesis
	Diversidad y Riqueza
	Análisis de correlación de estatus vs especies
	Análisis multivariado

	Discusión
	Cepas endofíticas
	Cepas patogénicas
	Rol dual de las cepas DSE: endofítico y patogénico en sistemas plantamicroorganismo
	Diversidad

	Conclusiones parciales

	Capítulo 2: Caracterización de las cepas de los DSE. Interacción con endofitos Epichloë
	Introducción
	Los DSE como solubilizadores de Fósforo
	Principales resultados a nivel mundial
	DSE solubilizadores de P en Argentina
	Análisis de caracteres de DSE asociados a estrategias nutricionales
	Exudados de raíces

	Hipótesis parciales
	Objetivos parciales
	Materiales y métodos
	Evaluación de la capacidad de solubilización de fósforo de las cepas de DSE.
	Procedimiento
	Condiciones de crecimiento, cosecha y curva de calibración
	Ensayo de solubilización con 3 fuentes de fósforo
	Análisis estadístico
	Evaluación de la correlación entre el patrón de colonización, la tasa decrecimiento y estrategia nutricional
	Tasa de crecimiento intrínseca
	Colonización de raíces
	Análisis estadísticos
	Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de DSE
	Aislamiento Epichloë a partir de plantas bajo estudio
	Exudados de Epichloë platensis
	Efecto de los exudados de Epichloë en el crecimiento de cepas de DSE
	Ensayo principal
	Análisis Estadísticos
	Evaluación del efecto de una cepa de Setophoma terrestris en plantasadultas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë.
	Procedimiento
	Estatus endofítico de Epichloë
	Diseño Experimental y Análisis estadístico

	Resultados
	Capacidad de solubilización de fósforo en medio sólido de las cepas de DSE
	Capacidad de solubilización de Thelonectria blackeriella en medio líquido
	Capacidad de solubilización de fósforo de Thelonectria blackeriella a partir dediferentes fuentes de fósforo
	Evaluación de la estrategia nutricional, tasas de crecimiento y patronesde colonización de las cepas de DSE
	Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de DSE
	Evaluación del efecto de una cepa de Setophoma terrestris sobre plantas adultas de Bromus auleticus asociadas a Epichloë
	Parámetros de crecimiento de las plantas
	Colonización de raíces

	Discusión
	Solubilización de P
	Cuantificación de la solubilización de P
	Estudio integrado de diversos parámetros de desarrollo, el estatus de laplanta de origen y estrategia nutricional de las cepas de DSE
	Efecto de los endofitos Epichloë sobre el desarrollo in vitro de cepas de DSE
	Impacto de Setophoma terrestris en el desarrollo de plantas adultas deBromus auleticus asociadas a Epichloë platensis


	Capítulo 3: Inoculación de Thelonectria clackeriella en plantas de B. auleticus asociadas o no al endófito Epichloë. Ensayo en invernáculo
	Introducción
	Hipótesis parciales
	Objetivos parciales
	Materiales y métodos
	Diseño experimental
	Preparación de macetas y mantenimiento
	Preparación del inóculo
	Parámetros de crecimiento
	Concentración de fósforo en planta
	Colonización de Thelonectria blackeriella
	Re-aislamiento de T. blackeriella
	Estatus endofítico de Epichloë
	Análisis estadísticos
	Parámetros de crecimiento y concentración de fósforo en planta
	Colonización de la raíz
	Correlación de variables

	Resultados
	Unidades Formadoras de Colonias
	Parámetros de crecimiento de las plantas
	Fósforo en planta
	Colonización de las raíces
	Re-aislamiento de T. blackeriella
	Estatus endofítico de Epichloë
	Correlación entre las variables de crecimiento y la concentración defósforo en las plantas
	Correlación entre variables de crecimiento y estructuras de colonizaciónde T. blackeriella
	Correlación entre variables de crecimiento, fósforo y estructuras de T.blackeriella

	Discusión
	Colonización de raíces por T. blackeriella
	Concentración de P en los tejidos aéreos de las plantas
	Efecto de interacción Epichloë-DSE sobre parámetros de crecimiento de B.auleticus


	Conclusiones parciales
	Discusión general
	Bibliografía
	Anexo

