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“Los endofitos fungicos como inductores de cambios en la rizosfera de gramineas
nativas”

Las especies asexuales del género Epichloé Tul (Clavicipictaceae, Hypocreales, Ascomycota)
establecen simbiosis mutualista con diferentes especies de gramineas (C3) muchas de ellas de
interés agronomico.

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de las simbiosis entre gramineas nativas y endofitos
asexuales Epichloé sobre la diversidad fungica de la rizosfera.

Se postulé que la simbiosis Bromus auleticus — Epichloé pampeana modificaria la estructura de la
comunidad del suelo debido a que los endofitos producen metabolitos en el interior de la planta los
cuales son excretados por el sistema radical.

Para poner a prueba la hipétesis, se realiz6 un ensayo en vivero con diversos tiempos de muestreo
en el cual se evaluaron diferentes parametros. Semillas de B. auleticus asociadas (E+) o no
asociadas (E-) a E. pampeana fueron sembradas en macetas con dos tipos de suelo (Agronémico
y No Agronémico). Se evalué el efecto de la interaccién graminea-endofito y del uso agronémico
del suelo mediante identificacién por analisis macro y micromorfolégico, metagendmico y cultivo en
medios selectivos.

La presencia de E. pampeana en las plantas de B. auleticus se asocié con un aumento de la
diversidad de hongos saprobios de la rizésfera, un aumento del porcentaje de micorrizacién, y
sumado a esto, un incremento de la diversidad de los hongos micorricicos en suelos No
Agronémico. También se evidencidé un incremento de especies micorricicas con mayor capacidad
para movilizar fésforo (P), en asociacién a plantas E+ en comparacién a las E-, en muestras de
suelo Agronémico. No se detecté un efecto significativo del estatus endofitico ni de los suelos
sobre la cantidad de hongos solubilizadores de P, pero si se observé un efecto sobre su diversidad
atribuible a la introduccién de B. auleticus. En cuanto a su rol defensivo frente a especies parasitas
y/o potenciales patégenos, no se observaron deferencias entre los diferentes tratamientos en
cuanto al porcentaje de colonizacién de las raices por Chytridiomycetes, pero si se detectd un
aumento en el porcentaje de mortalidad de plantas E- de B. auleticus en comparacién a las E+.

Los resultados obtenidos en ésta tesis ponen en evidencia el efecto de los endofitos asexuales
Epichlo€ en el entorno en el que se desarrolla su hospedante, lo cual sefala la relevancia de este
modelo para el estudio no so6lo de la simbiosis planta-endofito sino también de mdltiples
interacciones, con el valor agregado de ser B. auleticus una graminea nativa de interés

agronémico.
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“Fungal endophytes as inducers of changes on the rhizosphere of native grasses”

Asexual species of the genus Epichloé Tul (Clavicipitaceae, Hypocreales, Ascomycota) establish
mutualistic symbiosis with different species of C3 grasses, many of them of agronomic interest. The
aim of this work was to evaluate the effect of the symbiosis established between native grasses and
asexual Epichloé endophytes on the fungal diversity of the rhizosphere.

It was postulated that the symbiosis Bromus auleticus — Epichloé pampeana could modify the
structure of the soil community as endophytes produce metabolites within the plant which are
excreted by the root system.

To test this hypothesis, a greenhouse assay was conducted in with different sampling times, in
which different parameters were evaluated. Seeds of B. auleticus associated (E+) or not (E-) with E.
pampeana were sown in pots with two different soil types (Agricultural and Non- Agricultural). The
effect of the interaction grass - endophyte and the agronomical management of soil was evaluated
through identification by clasical taxonomic techniques, high-throughput analysis and cultivation on
selective media.

The presence of E. pampeana in plants of B. auleticus was associated with an increase in the
diversity of saprobe fungi in the rhizosphere, in the percentage of mycorrhizal colonization, and
also, in the diversity of mycorrhizal fungi in Non Agricultural soil. In addition, an increase was
evidenced on mycorrhizal species with a greater capacity to mobilize phosphorus (P) in E+ plants in
comparison to E-, in Agricultural soil samples. However, it was not detected a significant effect of
the association nor the soils used over the P solubilizing fungi amount. But it did was observed an
increase in its diversity, attributable to the introduction of B. auleticus. Regarding the defensive role
against parasitic species and/or potential pathogens, although no significant differences on the
percentage of root colonization by Chytridiomycetes were found between the different treatments, it
was detected a significant increase in the mortality percentage of B. auleticus E- plants of
compared to E +.

The results obtained in this thesis highlight the effect of Epichloé asexual endophytes in the
environment where the host develops , which indicates the relevance of this model for the study not
only of the symbiosis established between plant-endophytes but also for multiple interactions,
combined with the agronomic interest B. auleticus a native grass.

Keywords: Bromus auleticus, Chytridiomycetes, Epichloé, arbuscular mycorrhizal fungi,

rhizosphere, symbiosis, soil.
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Introduccion

1. Introduccion:

Endofito es el término genérico que se aplica a cualquier organismo que vive en el interior
de los tejidos o células de una planta sin causar sintomas de enfermedad ni signos de
infeccidén (Shuzltz & Boyle, 2005). Los endofitos pueden ser hongos o bacterias que habi-
tan todo o parte de su ciclo de vida dentro de los tejidos vivos del hospedante (Wilson,
1995).

Rodriguez et al (2009) proponen una clasificacion basada en relaciones evolutivas, taxo-
nomia, identidad de las plantas hospedantes, y funciones ecoldgicas, organizando a los
endofitos en dos grandes grupos: Endofitos clavicipitaceos y no clavicipitaceos.

El presente trabajo se centré en un grupo particular de endofitos fungicos foliares, con-
formado por las especies asexuales del género Epichloé Tul. (Hypocreales, Clavicipitace-
ae), antes incluidas en el género Neotyphodium Glenn, Bacon & Hanlin y recientemente
incorporadas en este (Leuchtmann et al, 2014)

1.1 Crecimiento dentro del hospedante

Las especies asexuales del género Epichloé se caracterizan por presentar crecimiento
intercelular en el tejido parenquimatico del hospedante. Las hifas crecen paralelas al eje
longitudinal de las células, sin producir haustorios u otro tipo de estructuras involucradas
en asociaciones de tipo patogénicas (Fig. 1). Por lo expuesto, se considera que los endofi-
tos se desarrollan a expensas de los nutrientes (aminoacidos y azucares) transportados
via apoplasto. La evidencia molecular sugiere que la mayoria de los hospedantes estan
colonizados por un unico genotipo fungico (Kover et al, 1997; Meijer & Leuchtmann,
1999), pero ocasionalmente pueden ocurrir infecciones multiples (Schard et al, 1994; Tsai
et al, 1994).

Las infecciones son perennes, de tal manera que las plantas permanecen colonizadas a
lo largo de toda su vida. Durante la floracién del hospedante, el endofito puede crecer y
colonizar 6vulos y posteriormente semillas o proliferar formando un estroma que porta
ascomas periteciales, como ocurre en el caso de las especies sexuales. Es llamativo que,
aunque se produce una extensa proliferacion de hifas en todos los tejidos aéreos del hos-
pedante, las plantas infectadas no muestran ninguna senal de defensa (Clay & Scharld,
2002).
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Schmid et al (2000) sugirieron que la colonizacién de las hojas en desarrollo se produce
por el crecimiento apical de las hifas. Posteriormente, Christensen et al (2008) propusie-
ron que las hifas experimentaban una elongacion intercalar en simultdneo con el creci-
miento en longitud de las células de las hojas, evitando asi la destruccién de las hifas.
Esta particular forma de crecimiento permitiria explicar la falta de respuesta por parte del
hospedante, ya que no requiere la degradacién de la laminilla media ni de la pared de las

células del hospedante

Figura 1: Colonizacion de Epichloé pampeana en canas de Bromus auleticus. Aumento
400x

= Hila

1.2 Ciclo de vida y reproduccion

El ciclo de vida generalizado de los endofitos (Fig. 2), se caracteriza por un crecimiento
perenne y sistémico dentro de la planta durante toda su vida. Los eventos que tienen lu-
gar en la floracién dependen del tipo de ciclo de vida que caracterice al endofito. Hasta el
momento se han descripto tres tipos de ciclos (White et al, 1988). En el tipo |, teleomorfi-
co, la dispersién del simbionte fungico se lleva a cabo a través de ascosporas, por lo que
se considera que la transmision es horizontal. Las ascoporas se producen dentro de as-
comas periteciales en estromas, que inhiben o abortan el desarrollo de las semillas en su

totalidad, enfermedad conocida como “choke” (White et al, 1988). Estos hongos son hete-
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rotalicos y requieren de la transferencia de nucleos entre diferentes grupos de compatibili-
dad sexual para una reproduccion exitosa. Esta transferencia esta mediada por moscas
del género Botanophyla cuyas larvas se alimentan del estroma (Bultman & White, 1988).
El Tipo Il se ha descripto para pastos de clima templado en los cuales pueden coexistir
estromas e inflorescencias sanas. Schardl et al (1997) denominaron a los endofitos que
producen este estado mixto "simbiontes pleiotrépicos" ya que son sistémicos y pueden ser
transmitidos de forma vertical a través de las semillas y de manera horizontal por medio
de las ascosporas.

El ciclo de vida anamorfico asintomatico (Tipo Ill), es aquel donde el simbionte fungico
permanece en el interior del hospedante durante todo su ciclo de vida. Aqui no se produ-
cen ascosporas por lo que no existe ningln mecanismo regular de recombinacién genéti-
ca del hongo. De esta manera, los linajes de un Unico genotipo fingico se transmiten ver-
ticalmente a través de las semillas como consecuencia del crecimiento hifal dentro de los
6vulos en desarrollo (Freeman, 1904). En estos casos, la tasa de transmision vertical es
muy eficiente, alcanzando el 100% (Clay & Scharld, 2002).

No obstante, en la naturaleza, las poblaciones presentan una frecuencia de infeccién va-
riable, indicando que existiria variabilidad en la efectividad del mutualismo y/o en la efi-
ciencia de transmision del endofito (Clay & Schardl, 2002; Saikkonen et al, 2004; Gundel
et al, 2008a). Si bien en un principio, la eficiencia de transmision del endofito fue interpre-
tada como un proceso altamente eficiente (Clay & Schardl, 2002), en los ultimos tiempos
esta percepcion comenzo a ser cuestionada (Gundel et al, 2008b, 2011). Las variaciones
en las tasas de transmision, detectadas tanto en poblaciones de especies nativas como
de especies introducidas (Rudgers, 2008; Gundel et al, 2009), parecen depender de facto-
res abidticos y bidticos. Sin embargo, hasta el presente practicamente no existe informa-
cion acerca de cédmo operan los distintos factores ecoldgicos sobre el proceso de transmi-

sién.

1.3 Especies asexuales hibridas

El origen gendémico de las formas asexuales de los endofitos Epichloé presenta carac-
teristicas interesantes. Estos organismos suelen ser hibridos entre especies de hongos
patdégenos, y algunos incluso, han sido objeto de al menos dos eventos de hibridacion
sucesivas (Moon et al, 2004).
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Las especies hibridas resultan de la infeccidon simultanea del hospedante por especies
anamoérficas de Epichloé y especies teleomorficas de Epichloé (Schardl et al, 1994; Tsai
et al, 1994; Selosse & Schardl, 2007).

Figura 2: Ciclo de vida generalizado de endofitos del género Epichloé (Clay & Scharld,
2002).
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1.4 Beneficios producidos por los endofitos

Como ya se ha mencionado, se considera que las especies asexuales de Epichloé se
transmiten verticalmente, de las plantas madres a las plantas hijas, a través de la infec-
cion de las semillas, sin alterar la reproduccion del hospedante (Schardl et al, 2004; Ta-
dych et al, 2007; pero también ver transmision horizontal Chung & Schardl|, 1997; Tadych
et al, 2007). Por lo tanto, la reproduccion del endofito pareceria depender del éxito repro-
ductivo de la planta hospedante.

Se ha propuesto que los endofitos pueden afectar la capacidad de las semillas para sen-
sar el ambiente externo, alterando asi procesos fisio-ecol6gicos tales como la latencia,

germinacién y/o supervivencia de las semillas. Evidencias de esto son el aumento en la
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tasa de germinacién observado en plantas de interés agronémico como Lolium perenne
(Clay, 1987), asi como en plantas nativas silvestres como Bromus setifolius (Novas et al,
2003). También se ha demostrado en especies de interés agrondémico, que las plantas
con endofitos presentan ventajas en cuanto a la germinacién de semillas (Clay, 1987;
Gundel et al, 2006). Por lo tanto, desde una perspectiva evolutiva, cualgquier cambio me-
diado por los endofitos en la planta hospedante, que asegure el éxito de la germinacion,
promovera la supervivencia de la misma (Vila-Aiub et al, 2003).

Los efectos de estos endofitos sobre el crecimiento de las plantas y su tolerancia al estrés
hidrico han sido estudiados exhaustivamente en pastos forrajeros como Schenodorus
arundinaceus Gaudin ex Roem. & Schult (=Festuca arundinacea Schreb.), Lolium multiflo-
rum Lam. y Lolium perenne L. (Cheplick & Faeth, 2009). En estas especies de hospedan-
tes, las plantas infectadas presentan un aumento de la produccién de biomasa, capacidad
de rebrote y la tolerancia bajo diferentes tipos de estrés, en comparacion a las plantas no
asociadas a endofitos (Clay & Holah, 1999; Clay & Schardl, 2002; Schardl et al, 2004;
Malinowski & Belesky, 2006; Kuldau & Bacon, 2008). En gramineas nativas como B. aule-
ticus y B. setifolius (Novas et al, 2003; lannone & Cabral 2006), las plantas infectadas
también presentan un aumento de la produccion de biomasa y capacidad de rebrote, pero
en este grupo de hospedantes todavia queda mucho por estudiar.

Otras ventajas observadas en plantas infectadas con endofitos son la mayor capacidad de
absorcion y movilizacién de nutrientes (Malinowski et al, 1998; Malinowski et al, 2000) y la
mayor resistencia a herbicidas (Vila-Aiub et al, 2003) y a metales pesados en el suelo
(Zaurov et al, 2001).

Por otra parte, los endofitos protegen sus hospedadores de diferentes herbivoros median-
te la produccién de diversos alcaloides.

1.5 Alcaloides

La mayoria de los endofitos asexuales Epichloé producen alcaloides que parecerian jugar
algun rol en beneficio de la planta hospedante (Bush et al, 1997; Schardl et al, 2006,
2007).

Algunas clases de alcaloides fueron conocidas a partir de endofitos clavicipitaceos inclu-
yendo alcaloides del ergot similares a los de Claviceps (Groger, 1972). Otras clases inclu-
yen alcaloides saturados aminopirrolpirazinas (lolinas), alcaloides indol-diterpenos (loli-
tremos) y alcaloides pirrolpirazinas (peraminas).
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Las lolinas y peraminas son alcaloides activos contra insectos herbivoros (revisado en
Bush et al, 1997; Schardl et al, 2004, 2007) mientras que los indol-diterpenos y los alca-
loides del ergot inducen diferentes desérdenes en mamiferos herbivoros (revisado en
Raisbeck et al, 1991; Schardl et al, 2006; Young et al, 2006).

Si bien se le ha prestado mucha atencién a la producciéon de alcaloides y su rol como
compuestos de defensa en la interaccion pastos-endofitos, la colonizacion con endofitos
puede promover beneficios a sus hospedantes, produzcan o no alcaloides.

Como se menciond en la seccién anterior, la resistencia al estrés hidrico es un beneficio
bien ilustrado en Schenodorus arundinaceus y Lolium perenne (Arechavaleta et al, 1989;
Bouton et al, 1993; Lewis et al, 1997; Malinowski et al, 1997). West (1994) propuso que la
mayor tolerancia al estrés hidrico podria deberse a una alteraciéon en el comportamiento
de los estomas y en el ajuste osmético, lo que generaria un mejor mantenimiento de la
turgencia. Siegel & Bush (1997) sugieren que la acumulacion de lolinas podria afectar el
potencial osmético y de esa manera incrementar la resistencia a la sequia. Malinowski et
al (2000) postulan que los endofitos pueden alterar el metabolismo de nitrégeno en el

hospedante, dado que los alcaloides son compuestos ricos en este elemento.

1.6 Endofitos Epichloé - gramineas nativas: incidencia y distribucion en Argentina

La presencia de endofitos en especies nativas y su toxicidad para el ganado es conocida
desde principios del siglo pasado (Rivas & Zanolli, 1909).

En Argentina, en los dltimos 20 afnos, se han registrado un total de 36 asociaciones, en su
mayoria no toxicas para el ganado (lannone & Cabral, 2006; lannone et al, 2011, 2012).
Las especies hospedantes pertenecen a los géneros: Briza, Bromus, Festuca, Melica,
Phleum y Poa (lannone et al, 2011) y las especies mas recientemente detectadas son
Hordeum comosum (Gundel et al, 2010) y Poa calchaquiensis (lannone et al, 2012).

Estas asociaciones endofitos-gramineas estan distribuidas en un amplio rango de ambien-
tes, desde las selvas subtropicales en el norte del pais, hasta los desiertos frios del sur de
la Patagonia (lannone et al, 2012), y la incidencia de los endofitos varia entre las pobla-
ciones de pastos, en concordancia a lo que se ha observado en otras partes del mundo
(Schulthess & Faeth 1998; Saikkonen et al, 2000; Wei et al, 2006; Bazely et al, 2007). En
los Andes centrales, la incidencia de los endofitos en poblaciones de Bromus setifolius
Presl. se correlaciona con la abundancia de hormigas cortadoras de hojas (White et al,
2001), mientras que en las poblaciones de Bromus setifolius, Phleum alpinum L. y Poa
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spiciformis (Steud.) Hauman y Parodi, del sur la Patagonia, se correlacionan con los facto-
res ambientales y con la comunidad de plantas (Novas et al, 2007).

Aunque el conocimiento sobre endofitos en pastos nativos de la Argentina se ha incre-
mentado en los Ultimos afios (Cabral et al, 1999; White et al, 2001; Gentile et al, 2005;
Novas et al, 2007; lannone et al, 2009, 2011, 2012), su diversidad, distribucién y la inci-
dencia ha sido poco estudiada en la mayoria de los hospedadores. Diversos estudios de-
muestran que en Argentina aproximadamente el 20% de las especies de pastos estudia-
dos estan infectadas por endofitos Epichloé (Bertoni et al, 1993; Lugo et al, 1998; Colabe-
lli et al, 2007; lannone, 2011). Llegando a registrarse en las poblaciones de Bromus aule-
ticus una incidencia del 100 % (lannone et al, 2011).

Hasta el momento, en ninguno de los pastos infectados se ha observado "choke" o cual-
quier otro sintoma relacionado con la presencia de estadios sexuales, por lo que se post-
ula que en Argentina y probablemente en Sudamérica sbélo se encuentran especies
asexuales. Los estudios realizados sobre las relaciones filogenéticas entre las especies
nativas indican que la mayoria son hibridos derivados de las especies sexuales, E. typ-
hina y E. festucae (Gentile et al, 2005; lannone et al, 2010, 2012).

1.7 Asociacion Bromus auleticus - endofitos

Bromus auleticus es una graminea nativa que habita suelos bien drenados en pastizales
de la region pampeana, en las sierras de Cordoba y San Luis, sur de la region chaquena,
la Mesopotamia hasta el sur de Corrientes, sur de Brasil y Uruguay (Gutierrez & Pensiero,
1998).

Las plantas son perennes, cespitosas, presentan rizomas brevemente viajeros y forman
matas cuyas cafas 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 (2a3 cm) y
portan entre 6 y 9 flores.

Debido a su alta productividad, riqueza en proteinas, persistencia a campo y resistencia a
la sequia (Moraes & Oliveira, 1990; De Battista & Costa, 1998; Millot, 1999) esta graminea
es considerada una excelente forrajera. Actualmente esta siendo mejorada genéticamente
y algunas variedades estan siendo comercializadas como forraje en Uruguay (Millot,
2001).

En 2006 lannone & Cabral, realizaron por primera vez la caracterizacién de la asociacién
entre B. auleticus y sus endofitos asexuales Epichloé, bajo condiciones controladas. En
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dicho trabajo se estudiaron diversos parametros como peso de semillas, emergencia de
plantulas, desarrollo y propagacion vegetativa y resistencia a la defoliacion en plantas de
un ano, encontrandose un incremento en todos los parametros medidos en plantas E+
comparadas con plantas E-.

Entre las especies hospedantes nativas de Argentina, B. auleticus es la que relune
mejores aptitudes como forrajera. Esta especie constituye un excelente modelo ya que
presenta una amplia distribucién en la regién pampeana, zona que ha sufrido las mayores
modificaciones debido a la actividad agricola-ganadera de los ultimos 200 afos. Sus
distintas poblaciones se encuentran asociadas a dos endofitos diferentes E. pampeana y
E. tembladerae, capaces de producir lolinas (lannone et al; 2012) y peraminas
respectivamente pero incapaces de producir alcaloides toxicos para el ganado como
alcaloides del ergot o lolitremos (lannone et al; 2011). Las poblaciones de esta especie
presentan altos niveles de infeccién por endofitos, posiblemente debido a los efectos
positivos de estos hongos sobre el crecimiento de las plantas hospedantes (lannone et al,
2011b; lannone et al, 2012).

1.8 Interacciones con otros microorganismos

Los endofitos pueden alterar las condiciones del suelo, afectando la tasa de descomposi-
cién de materia organica (Omacini et al, 2004; Lemons et al, 2005) y modificando las co-
munidades presentes en el mismo (Clay & Schardl, 2002; Douglas, 2010; Malinowski &
Belesky, 2006). Se ha registrado que la presencia de plantas con endofitos puede alterar
la micorrizacion de plantas no hospedantes (Novas et al, 2005, 2009, Omacini et al,
2006), nematodos (Cook & Lewis, 2001; Popay & Bonos, 2005) e incluso la actividad de
hongos del suelo asi como también la estructura de las comunidades bacterianas (Casas
et al, 2011).

En el caso particular de las micorrizas, los resultados obtenidos a partir de estudios reali-
zados por nuestro grupo, en gramineas nativas, sugieren que la presencia de estos endo-
fitos favorece la micorrizacion de los hospedantes. Desde el afio 2005 se esta estudiado
la triple simbiosis planta — endofito — micorriza con el objetivo de evaluar si estos sistemas
son beneficiosos para la planta y como pueden ser manejados en sistemas agronémicos.
En estos trabajos se analiz6, a campo, la micorrizacion de poblaciones de Bromus setifo-
lius de Santa Cruz (Novas et al, 2005) y poblaciones de Poa bonariensis, de Punta Indio,
Buenos Aires (Novas et al, 2009), que difieren en la incidencia de especies asexuales de
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Epichloé. Ademas, se analiz6 la micorrizacion en plantas de B. auleticus con endofitos y
sin endofitos en ensayos en un campo experimental en el INTA de Concepcion del Uru-
guay (Vignale et al, 2010). En todos los casos estudiados a campo, se observé una mayor
micorrizacion en las poblaciones con mayor incidencia de endofitos, mientras que en los
ensayos en el campo experimental, la micorrizacion fue significativamente mayor en las
plantas E+. Estudios in vitro sobre el efecto de los endofitos y sus exudados mostraron un
efecto positivo sobre los estados pre-infectivos de los hongos micorricicos arbusculares
(HMA), apoyando los resultados obtenidos a campo (Novas et al, 2011).

1.9 Efecto de la agricultura sobre la biodiversidad de la rizésfera

El termino rizésfera fue acufado por Hiltner en 1904 para describir la porciéon de suelo
donde los procesos mediados por los microorganismo esta bajo la influencia del sistema
radical. El estudio de la rizsfera describe el fenédmeno por el cual, en comparacion con el
suelo circundante a esta, la biomasa y la actividad de los microorganismos es mayor de-
bido a la exudaciéon de componentes por parte de las raices.

Una de las actividades antropogénicas mas importantes, que tienen efecto en el suelo y
consecuentemente en la diversidad de la microbiota, es la agricultura (Upchurch et al,
2008). En este sentido, las practicas de manejo tienen una influencia directa en la activi-
dad y diversidad microbiana (Jangid et al, 2008). Comparaciones realizadas entre diferen-
tes tipos de manejos de suelo, evaluando el gradiente de pérdida de diversidad, demos-
traron una disminucion de la calidad de los ecosistemas cuando las practicas agricultura-
les se intensificaron (Reidsma et al, 2006). Se ha estudiado la densidad de propagulos
fingicos en suelos sometidos a diversos programas de manejo, encontrandose una mayor
cantidad de propagalos fungicos totales y biomasa de hifas en suelos con sistemas de
producciéon de cultivos organicos en comparacion con suelos con sistemas de labranza
convencional (Elmholt & Kjgller, 1989; Flie bach & Mader, 2000; Shannon et al, 2002;
Sivapalan et al, 1993).

También se ha observado que el pastoreo y la rotacién de cultivos pueden afectar la den-
sidad de hongos del suelo (Wicklow, 1973; Martyniuk & Wagner, 1978; Ploetz et al, 1985;
Beare et al, 1992; Frey et al, 1999, Mazzola, 1999; Hedlund, 2002; Singh & Rai, 2004),
mientras que la fumigacién produce una disminucién temporal de la densidad de hongos
del suelo (Marois & Mitchell, 1981; English & Mitchell, 1988; Sivasithamparam et al, 1987;
Tanaka et al, 2003).
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Asimismo, los cambios en el manejo del suelo, como la conversion de los bosques a pas-
tizales o cultivares y viceversa, pueden tener efectos significativos y duraderos en los nu-
trientes del suelo, el contenido de carbono, la textura del suelo y pH (Lauber et al, 2008).
Desafortunadamente, muchos de los estudios antes mencionados, son llevados a cabo a
partir de aislamientos flngicos, y debe ser considerado que algunas especies flngicas no
pueden ser cultivadas en medios axénicos o no producen estructuras reproductivas que
permitan su identificacion (Petrosino et al, 2009), pudiendo esto generar errores en las
prioridades de conservacién y conclusiones cientificas (Molina et al, 2011; Jetz et al,
2012).

La informacibn que se pierde de esta forma, genera una infravaloracion de la
biodiversidad por estudios macro y micro morfoldgicos. Por este motivo, la utilizacién de
analisis moleculares de muestras ambientales podria sobreponerse a esta problematica o
al menos brindaria una percepcién diferente y/o complementaria de la estructura de las
comunidades (Porter et al, 2008; Geml et al, 2009).

1.10 Anadlisis de diversidad metagendmica: Historia y avance de la tecnologia de la nueva
generacion de secuenciacion (NGS)

Los microorganismos dominan numéricamente la biodiversidad terrestre y desempenan
importantes funciones bioquimicas y geoquimicas en los ambientes que habitan (Legge,
2012). Histéricamente, el estudio de la ecologia microbiana ha sido reducido, limitado a
los microorganismos capaces de ser cultivados, sin embargo, se estima que alrededor de
un 99% de las especies no son cultivables con las metodologias existentes (Legge, 2012).
Por lo tanto, los estudios que dependen Unicamente de las técnicas basadas en su cultivo,
pueden llevar a subestimar la magnitud de la diversidad.

Los métodos de analisis para la secuenciacion del ADN han progresado en los ultimos 30
anos, permitiendo un andlisis cada vez mas exhaustivo de las comunidades microbianas
(Legge, 2012).

Las técnicas moleculares a nivel de ADN/ARN sirven de herramientas para identificar y
reconocer la funcién de los microorganismos. La técnica convencional de secuenciacion
de ADN fue introducida por Sanger et al (1977) y es capaz de recuperar alrededor de 1 Kb
de secuencias de un espécimen por vez. La version mas avanzada de Sanger automati-

zado es capaz de secuenciar alrededor de 1Kb de 96 especimenes a la vez.
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El uso de tecnologias con alta capacidad de secuenciacién, permite que las muestras
ambientales puedan ser caracterizadas posibilitando la comparacién de las comunidades
sobre la base de su taxonomia o relacion filogenética, asi como las funciones que los mi-
croorganismos llevan a cabo (Legge, 2012).

La tecnologia 454 (http://www.454.com) deriva de la convergencia de la Pirosecuencia-

cién y la emulsion PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). En 1993, Nyren y colabo-
radores describen un abordaje en la secuenciacién basado en la deteccién de quimiolu-
miniscencia de pirofosfato liberado durante la incorporacion de desoxi ribonucleotidos
trifosfato (ANTP) mediada por la polimerasa. Por otro lado, Tawfik & Griffiths (1998) logra-
ron aislar una sola molécula de PCR en micro-compartimentos que contenian emulsiones
de agua en aceite. En 2000, Jonathan Rothberg funda “454 Life Sciences”, que desarroll6
la primera plataforma de “nueva generacion de secuenciacion” (NGS) disponible en el
mercado, la SG 20 (Secuenciador del genoma), lanzada en 2005. En 2007, “Roche Ap-
plied Science” adquirié “454 Life Sciences” y presento la segunda versién del instrumento
454, el GS FLX. Con la nueva tecnologia, denominada "Titanium", una simple corrida del
GS FLX genera aproximadamente 1 x 10° lecturas.

1.11 Nueva generacion de secuenciacion aplicada al estudio del medio ambiente

El andlisis de muestras ambientales complejas se ha vuelto una herramienta importante
para el entendimiento de la biodiversidad desde un punto evolutivo, funcional y ecolégico
(Shokralla et al, 2012). En 2003, Paul Hebert y colaboradores proponen el uso del "cddigo
de barras genético” como una herramienta para identificar las especies. El cédigo de ba-
rras utiliza una secuencia genética muy corta de una parte del genoma, de esta manera
dos elementos que pueden parecer muy similares para el ojo inexperto, pueden distinguir-
se por poseer codigos de barras distintos. Este cédigo es utilizado cada vez mas para
catalogar y clasificar la diversidad biolégica.

El “Metabarcoding” o codigo de barras del medio ambiente (Taberlet et al, 2012), se ha
beneficiado con el rapido desarrollo de la NGS. De esta manera, esta tecnologia ha revo-
lucionado el estudio de las comunidades microbianas permitiendo la secuenciacién de
miles, incluso millones de fragmentos de ADN.

El cédigo de barras de muestras ambientales, facilita la deteccién y analisis de organis-
mos microscdpicos no cultivables, lo que permitiria obtener una valoracién mas realista de

la diversidad tanto genética como taxondmica presente en la comunidad microbiana (Bik

11



Introduccion

et al, 2012). Este método funciona tanto para comunidades procariotas (Keijser et al,
2008; Turnbaugh et al, 2009) asi como también en comunidades de eucariotas microsco-
picos (Bik et al, 2012). Esto, sumado al incremento de marcadores moleculares para iden-
tificar hongos y analizar comunidades fungicas, en un contexto filogenético, ha iniciado un
“boom” en la ecologia fungica y filogenética (Lindah et al, 2013).

El estudio de la diversidad fangica es vital para entender el funcionamiento de los ecosis-
temas. En el caso particular del suelo, numerosos hongos facilitan la absorcién de nutrien-
tes por parte de las plantas a través de las asociaciones micorricicas con la mayoria de
las plantas y/o contribuyen significativamente a la descomposiciéon de la hojarasca a
través de la actividad de los organismos saprobios (Wardle et al, 2004; De Deyn & Van
der Putten, 2005; Van der Heijden et al, 2008). Hasta hace unos afos, su diversidad se
calculaba en 1.5 millones de especies (Hawksworth, 2001; Schmit & Mueller, 2007), pero
esta cifra ha sido cuestionada en las ultimas décadas con la aparicién de las técnicas mo-
leculares que han permitido que numerosas especies no cultivables sean descubiertas,
llegando hoy a estimarse en 5.1 millones de especies (Blackwell, 2011). Estos métodos
también han permitido a los microbi6logos dar comienzo a la exploracién de temas ecol6-
gicos fundamentales como: (a) qué grupos de hongos varian entre los diferentes ambien-
tes, (b) cudl es el impacto relativo del medio ambiente y de las contingencias histéricas en
los patrones de diversidad microbiana (c) como se correlaciona la diversidad microbiana
con la diversidad de organismos superiores, y, finalmente, (d) qué implicancia tiene la
diversidad fungica en la capacidad adaptativa del ecosistema.

Aunque numerosos estudios han caracterizado la influencia de los tipos de usos del suelo
(Oehl et al, 2003; Kasel et al, 2008), las propiedades del suelo (Lauber et al, 2008) y la
cobertura vegetal (Waldrop et al, 2006; Wallenstein et al, 2007) sobre la diversidad fangi-
ca y las asociaciones de la comunidad, sigue siendo necesaria una mejor caracterizacion
de estos patrones para inferir reglas biogeograficas para los hongos.

Con la llegada de las tecnologias de NGS, tales como pirosecuenciacion (Margulies et al,
2005), se abren perspectivas interesantes para el estudio de las comunidades de micro-

organismos, la diversidad y biogeografia.
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Hipotesis general:
La presencia de gramineas nativas asociadas a endofitos Epichloé produciran cambios en

la estructura y dindmica de la micobiota saprétrofa, patégena y simbibtica, en la rizosfera
de las plantas y en el suelo circundante. Los cambios seran beneficiosos para el
hospedante como para otros integrantes de la comunidad vegetal, o para aquellos cultivos
que se introduzcan en un suelo donde previamente hayan desarrollado plantas asociadas
con endofitos durante un periodo determinado de tiempo.

Hipotesis especificas:
* La asociacion B. auleticus - E. pampeana modificara la diversidad de hongos sa-

probios presentes en la rizosfera.

* La asociacion B. auleticus - E. pampeana presentara un efecto positivo sobre la
micorrizacion y sobre la diversidad de los hongos micorricicos arbusculares tanto a

nivel radical como en la rizésfera.

» La asociacion B. auleticus - E. pampeana presentara generara un incremento en la
abundancia y diversidad de los hongos solubilizadores de fésforo de la rizosfera.

* La asociacion B. auleticus - E. pampeana incrementara la resistencia del hospe-

dante a la infeccién de sus raices por Chytridiomycetes.
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Objetivo General:
Registrar los posibles cambios que la presencia de plantas de Bromus auleticus

asociadas con el endofito foliar Epichloé pampeana, pueden producir en la micobiota de la
rizosfera, y si estos son adecuados para una produccién agricola sustentable.

Analizar, por métodos metagenémicos y técnicas macro y micro morfolégicas la
biodiversidad fungica del suelo bajo estudio y asociada a las raices de B. auleticus.

Obijetivos especificos:
» Analizar por métodos metagendémicos y técnicas macro y micro morfolégicas, en mi-

crocosmos, el efecto de la asociacién Bromus auleticus — Epichloé pampeana y de
suelos con diferente historia de uso (agronémico vs no agronémico) sobre los cambios
que puedan producirse en la biodiversidad y la abundancia, de la micobiota, de la rizos-
feray suelo circundante.

» Analizar el efecto de la asociacidén Bromus auleticus — Epichloé pampeana y de suelos
con diferente historia de uso (agronémico vs no agrondémico) sobre el porcentaje de
micorrizacion y la diversidad de hongos micorricicos arbusculares en la rizésfera y rai-
ces del hospedante.

» Analizar el efecto de la asociacidon Bromus auleticus — Epichloé pampeana y de suelos
con diferente historia de uso (agronémico vs no agrondémico) sobre la diversidad y
abundancia de hongos solubilizadores de fésforo.

» Analizar el efecto de la asociacidén Bromus auleticus — Epichloé pampeana y de suelos
con diferente historia de uso (agronémico vs no agrondémico) sobre el porcentaje de
raiz colonizada y la diversidad de Chytridiomycetes.
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Capitulo 1

CAPITULO 1

Efecto de Epichloé pampeana sobre la diversidad de hongos saprobios de la
rizosfera de Bromus auleticus cultivado en suelos con diferentes usos

17



Capitulo 1

1.Introduccion:

La microbiota conformada por los microorganismos del suelo representa una fraccidon
considerable de la biomasa viva del planeta (Fierer et al, 2007). Se estima que en la tierra,
hay cerca de 10* kg de biomasa microbiana por hectarea en suelos superficiales (Brady,
2002). Esta biomasa posee un papel crucial en el funcionamiento de los ecosistemas ya
que estd involucrada en procesos, tales como, el reciclaje de nutrientes, la
descomposicion de materia organica y la fijacion de nitrégeno, entre otros (Valinsky et al,
2002). A pesar de su importancia, se conoce muy poco acerca de la distribucién de la
microbiota y su relacion con el resto de los componentes de los ecosistemas que habitan
(Fierer et al, 2007).

En los suelos existe una gran cantidad de microhabitats donde estos microorganismos
desarrollan sus ciclos vitales (Mueller, 2004). Los microhabitats se forman por la
yuxtaposiciéon de agregados de suelo y los espacios de aire que quedan entre agregados.
Por lo tanto, la presencia de microhabitats en un ecosistema depende del tipo de suelo y
del tamafno de los agregados que los conforma (Daniel, 2005). Los microorganismos
tienden a adherirse a la superficie de dichos agregados (Daniel, 2005) y es ahi donde se
dan las condiciones adecuadas para su crecimiento y desarrollo, gracias a la presencia de
humedad, nutrientes y materia organica en descomposicion.

De la microbiota del suelo, la biodiversidad procariota ha sido la mas estudiada alrededor
del mundo (Bhatnagar & Bhatnagar, 2005; Hartmann & Widmer, 2006; Fierer et al, 2008),
mientras que la biodiversidad eucariota, especificamente la del reino Fungi, permanece
aun escasamente estudiada.

La diversidad microbiana es parte de los recursos biolégicos tanto de los ecosistemas
agrondémicos como de los no agronémicos, y debe ser considerada en las decisiones de
manejo. Las principales opciones de manejo incluyen la labranza, rotacion de cultivo y el
manejo de la materia organica. La literatura disponible indica que la agricultura de altos
insumos, especialmente la de agro-ecosistemas cultivados con escaza rotacién de
cultivos, conduce a una disminucion de la riqueza de especies y a la dominancia de
algunas especies. Por el contrario, el manejo caracterizado por las rotaciones, la siembra
directa, abono organico y mantenimiento de elementos no productivos (“naturales”)

conduce a un aumento de la riqueza de especies y la densidad global (Figura 1).
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La adopcién de estas técnicas podria ayudar a aumentar la calidad y cantidad de
nutrientes para la comunidad del suelo y crear un entorno mas adecuado para el
desarrollo de sus actividades

Figura 1: Efecto de diferentes practicas de manejo agricola en poblaciones del suelo. La
posicion de las diversas practicas sobre el eje y representa su contribucién relativa
hipotética (importancia) para aumentar o disminuir las poblaciones de animales del suelo
(Brussaard et al, 2007)

Incrementa la diversidad y densidad de la poblacidn

Fy
Fertilzacion Abonos organicos
Labranza cemo Abono verde {cultves de
coveriura)
iricac ‘
Rotacion de cufivos
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Incendios Monocultvos
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Disminuye la densidad y diversidad de la poblacién

Sin embargo la clave para el éxito en el manejo biolégico del suelo es el desarrollo e
implementacién técnicas de manera integrada (TSBF, 1999).

La manipulacién del sistema a niveles mas altos (por ejemplo, el sistema de cultivo, véase
el punto de entrada 1 en la figura 2) influird en todos los otros niveles de manejo, y en
general, da lugar a respuestas del sistema mas rapidas que las manipulaciones a niveles
mas bajos (por ejemplo, el manejo de materia organica, la labranza, la fauna del suelo o

de la inoculacién microbiana). Por lo tanto, las intervenciones en los niveles mas altos
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tienden a tener mas éxito que los que estan en los niveles mas bajos que afectan

principalmente a la fertilidad del suelo y la produccion vegetal de manera indirecta.

Figura 2: Los posibles puntos de entrada para el manejo biolégico de plagas vy
organismos benéficos del suelo, sistemas de cultivo, entradas de Materia organica y
fertilidad del suelo, que afectan a la producciéon de plantas. MO: materia organica
(Brussaard et al, 2007.)

Sistemas de culfivo disefio y manejo
eleccion de las plantas y su disposicion espacio-temporal
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. :‘
PATOGEMNOS [
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Haciendo énfasis en el punto 1 (Figura 2) uno de los principales objetivos de este trabajo
fue monitorear los cambios en la biodiversidad, mediante métodos clasicos y métodos
modernos, debido a la introduccién de una graminea asociada a un grupo particular de
endofitos.

Esto nos permite hacer un analisis no solo de los datos de biodiversidad arrojados por
cada tipo de método sino también hacer una comparaciéon entre ambos ya que los mismos
presentan ventajas y desventajas a la hora de abordar analisis a grandes escalas.

Durante los ultimos 300 anos, las caracteristicas morfolégicas (técnicas macro y micro

morfoldgicas) y fisiolégicas se han utilizado para identificar, clasificar e inferir filogenias de
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hongos. Son relativamente faciles de observar y registrar y ayudan en el proceso de
identificacion (Talbot, 1971).

Estas caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas son a menudo inestables, variables y
subjetivas (Latouche et al, 1997) y pueden no reflejar las relaciones filogenéticas ya que
muchas de ellas estan sujetas a plasticidad y paralelismo (Judd et al, 2002).

Los caracteres moleculares (métodos modernos) son esencialmente ventajosos debido a
que ofrecen un mayor numero de caracteres discretos que pueden ser analizados
estadisticamente para inferir las relaciones filogenéticas. Los datos moleculares,
especialmente las secuencias de ADN, han sido ampliamente utilizados para: 1)
establecer conexiones entre el anamorfo y el teleomorfo, 2) inferir las relaciones
filogenéticas de géneros-forma, y 3) en la delineacibn de especies de los grupos
monofiléticos de taxones anamérficos (Shenoy et al, 2007).

Los datos obtenidos en estas técnicas se suelen comparar con secuencias de bases de
datos publicas tales como GenBank y luego son utilizadas para construir arboles
filogenéticos. El principal problema con este enfoque es que gran parte de los datos de
secuencia en estas bases de datos son obtenidos a partir de organismos que fueron
incorrectamente identificados. En algunas especies, hasta un 86% de las secuencias
disponibles no son del organismo cuyo nombre se ha aplicado a la secuencia en cuestién
(Cai et al, 2009). De esta manera, el uso de estas secuencias de GenBank, para
identificar los aislamientos por similitud de secuencia, simplemente perpetua el problema
de la mala identificacién de las especies.

1.1 Analisis de biodiversidad por métodos micro y macro morfolégicos

1.1.1 Ventajas del analisis de biodiversidad por métodos clasicos

A pesar de los recientes avances en el uso de métodos moleculares, los métodos micro y
macro morfoldgicos todavia poseen muchas ventajas para el estudio de la diversidad de
hongos. Los protocolos clasicos han sido desarrollados para el estudio de cualquier
sustrato o grupo de hongos, y han sido descriptos en detalle por Mueller (2004).

Uno de los resultados mas Utiles de un estudio, por medio de técnicas morfologicas, es
una lista de las especies que se encuentran en el estudio. La elaboracion de una lista de
especies permite a los investigadores comparar los datos entre los sitios muestreados y
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los estudios entre los diferentes grupos taxonémicos o ecoldgicos. Mediante la
combinacién de las listas de especies obtenidas a partir de multiples estudios, se puede
determinar informacion basica sobre especies individuales, tales como el rango
geografico, las relaciones con sus hospedadores y la distribucién ecoldgica. Las
comunidades de hongos de diferentes zonas se pueden comparar para determinar los
patrones de diversidad de especies. Ademas, los datos de diversos estudios se pueden
combinar con el fin de realizar meta-analisis, que pueden ser utilizados para determinar
los factores bioldégicos y ambientales que influyen en la estructura de la comunidad
fungica a grandes escalas (Schmit & Lodge, 2005).

Los métodos micro y macro morfolégicos son también los Unicos métodos que pueden ser
utilizados para demostrar que los hongos se estan reproduciendo en un ambiente
particular o en un sustrato dado, a diferencia de los hongos que estan presentes pero no
pueden reproducirse y se utilizan a menudo para inventariar los hongos sobre un area
claramente definida.

Los investigadores suelen medir variables ambientales, tales como el pH, el contenido de
nutrientes del suelo, las variables relacionadas con el clima, y las variables biéticas (por
ejemplo, la composicién de la comunidad vegetal o biomasa), en las mismas parcelas o
sustratos. Paralelamente numerosas técnicas estadisticas estan disponibles para ayudar
a los investigadores evaluar el impacto que estos factores tienen sobre las comunidades
de hongos.

Una ultima ventaja de los métodos micro y macro morfolégicos es que en comparacién
con los métodos moleculares, son generalmente mas baratos y necesitan un equipo

menos especializado (Schmit & Lodge, 2005).

1.1.2 Desventajas del andlisis de biodiversidad por métodos micro y macro morfolégicos
A pesar del amplio uso, los métodos micro y macro morfolégicos poseen ciertas
desventajas cuando son comparados con las técnicas moleculares. Algunas especies no
crecen o no producen estructuras reproductivas en cultivos y raramente se logra
reproducir las condiciones naturales necesarias para que esto ocurra. Estas especies,
pudiendo ser miembros importantes de la comunidad fungica, seran perdidas cuando sélo
se utilizan métodos tradicionales de muestreo. El hecho de que algunas especies no
puedan ser detectadas es un sesgo potencial de los estudios micro y macro morfolégicos,
desafortunadamente, es dificil evaluar el nimero de especies que se pierden por técnicas
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micro y macro morfoloégicas o determinar si esto puede sesgar los resultados de un
estudio particular.

Comparado con las técnicas moleculares, las técnicas micro y macro morfolégicas de
muestreo pueden consumir considerablemente mas tiempo. Adicionalmente se requiere
mayor experiencia en métodos micro y macro morfoloégicos que en métodos moleculares y
la relativa escasez de taxonomistas capacitados puede extender el tiempo que se
necesita para identificar todas las colecciones, y con ello incrementar el tiempo que se
necesita para llevar a cabo un estudio (Schmit & Lodge, 2005).

1.2 Anadlisis de biodiversidad por métodos moleculares

1.2.1 Ventajas del andlisis de biodiversidad por métodos moleculares

Las técnicas moleculares han proporcionado nuevos conocimientos y avances
significativos en la investigacion sobre la ecologia de hongos del suelo y se han aplicado
en diferentes ecosistemas, como bosques (Perkiomaki et al, 2003), pastizales (Brodie et
al, 2003), dunas (Kowalchuk et al, 1997), sedimentos (Nikolcheva et al, 2003) y campos
agricolas (Gomes et al, 2003).

Esta tecnologia ha revolucionado el estudio de las comunidades microbianas al permitir la
secuenciacion paralela de miles, o incluso millones de fragmentos de ADN (Bazzicalupo
et al, 2013).

Entre las tecnologias de implementacion mas reciente se destaca la metagendémica. Esta
se basa en el estudio del conjunto de genomas de una mezcla de comunidades
microbianas y se aplica a la exploracién de todos los genomas microbianos que se
encuentran en nichos ambientales, en plantas o animales hospedantes (Petrosino et al,
2009).

1.2.2 Desventajas del analisis de biodiversidad por métodos modernos

Independientemente de las ventajas, también hay varios problemas asociados con el
cédigo de barras del medio ambiente que merecen especial atencién (Bik et al, 2012).
Muchos factores técnicos influyen en la composicion de la comunidad obtenida por
técnicas moleculares, tales como el método de extraccién de ADN (Delmont et al, 2011),
la eleccion de los cebadores (Vestheim & Jarman, 2008; Bellemain et al, 2010; Ihrmark et
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al, 2012; Toju et al, 2012), o la técnica de secuenciaciéon (Tedersoo et al, 2010). Ademas,
una variedad de errores de PCR comunes, como la formacién de quimeras (Acinas et al,
2005) puede afectar méas fuertemente a muestras de comunidades filogenéticamente mas
diversas (Fonseca et al, 2012).

El objetivo general de este capitulo fue evaluar el efecto de la introduccion al sistema de
plantas con endofitos y distintos usos del suelo, sobre la diversidad de hongos saprobios
de la rizésfera. Para esto, se realiz6 un ensayo en vivero utilizando a Bromus auleticus

como graminea modelo.

2. Materiales y métodos:
Con el fin cumplir el objetivo planteado en este capitulo, se tomaron muestras de suelo
rizosférico como se detalla en la siguiente secuencia temporal (Figura 3).

Figura 3: Representacion temporal del estudio de la asociacion Bromus auleticus — E.
pampeana sobre la diversidad de hongos saprobios de la rizésfera

TO: tiempo inicio del ensayo, T1: 6 meses de iniciado el ensayo, T2: 12 meses de iniciado
el ensayo, T3: 18 meses de iniciado el ensayo, T4: 24 meses de iniciado el ensayo.
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2.1 Modelo de graminea en estudio

Bromus auleticus es una graminea perenne que habita en los pastizales de Argentina,
Uruguay y sur de Brasil. Debido a su alta productividad, riqueza en proteinas, persistencia
en el campo y la resistencia a la sequia, este pasto se considera excelente forraje (De
Battista & Costa, 1998; Millot 1999; Moraes & Oliveira 1990).

Las semillas utilizadas en el presente estudio se obtuvieron a partir de plantas de Bromus
auleticus (E+) y (E-) originarias de Intendente Alvear, que fueron mantenidas en cultivo
desde 2007 en el Campo Experimental de INTA Concepcién del Uruguay. Esta poblacién
era originariamente E+ pero el endofito se perdi6 en un lote de semillas durante su
almacenamiento a temperatura ambiente. En 2007 éstas semillas E + y E- fueron
sembradas y desde entonces semillas E + y E- se cosechan cada afo (lannone et al,
2012).

Para el ensayo, cien semillas E + y cien E- fueron desinfectadas superficialmente con
agua - hipoclorito de sodio (1:1 v / v), y luego germinaron en bandejas con arena estéril
(Figura 4). A los 5 cm de altura, las plantulas fueron trasplantadas a macetas (seis plantas
por maceta) de veinte centimetros de diametro llenas de tierra con historia de cultivo
previo (en adelante agronémica) y sin historia de cultivo previo (en adelante no
agrondémica) (Figura 5).

Figura 4: Germinacion de semillas de B. auleticus

g
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Figura 5: Plantas de B. auleticus en invernadero

2.2 Muestras de suelo

En septiembre de 2009 (T0) dos muestras de suelo (200 kg cada una) fueron
recolectadas a partir de dos campos, sujetos 0 no a practicas agricolas, en la estancia
rural “La Estrella” situada en la region pampeana, Argentina (34°42'59,5” S, 60°04'44,2”
O) (Figura 6). Cada muestra se compuso de varios nucleos de suelo organico (~ 10 cm de
profundidad) tomados con barreno de 7 cm de didmetro del campo agronémico (A) y del
no agronémico (NA) mencionados anteriormente. Los nucleos de los diferentes campos
se colocaron en bolsas de plastico separadas, e inmediatamente fueron transportados al
laboratorio en el que se homogeneizaron para obtener una muestra de material
compuesto de cada tipo de suelo, posteriormente se utilizaron para llenar 24 macetas con
cada tipo de suelo.
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Figura 6: Vista satelital De los sitios seleccionados en la Estancia La Estrella para
obtener las muestras de suelo utilizadas en el presente estudio.

1: Suelo no Agronomico, 2: Suelo Agronémico

2.3. Diserio experimental

Se realiz6 un ensayo que consistid en un arreglo factorial 2 x 2 completamente al azar
(DCA) en el invernadero ubicado en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Los factores principales fueron: tipo de
suelo (A vs NA) y estatus endofitico (E+ vs E-). Los 4 tratamientos establecidos fueron
nombrados de la siguiente manera: AE+; NAE+; AE-; NAE-. Se utilizaron doce
repeticiones para cada tratamiento.

Seis plantulas E+ o E- de Bromus auleticus se plantaron en cada maceta. El estatus
endofitico de las plantas asignadas a cada tratamiento se comprob6 en cada tiempo de
muestreo mediante técnicas histolégicas convencionales de inspeccion del vastago (Clark
et al, 1983) (Ver figura 1 introduccién). El micelio endofitico fue visualizado por tincién del
tejido parenquimatico del vastago con azul de anilina (0,1% acuoso). Se identificaron
plantas como infectadas a aquellas donde se observaron, entre los tejidos del
parénquima, las tipicas hifas intercelulares no ramificadas utilizando un microscopio 6ptico

(Karl Zeiss Axioskope).

2.4 Analisis de parametros de suelo

Los parametros fisicoquimicos del suelo se analizaron en cada tratamiento en T0, T1, T2,
T3 y T4. Las muestras de suelo se tomaron a temperatura ambiente y después se
tamizaron con tamiz (2,0 mm), y se realiz6 la medicion de los siguientes parametros: pH
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en agua de 1:2,5 H,O; C total (Walkley-Black); N total (Kjeldahl), P (fésforo disponible en
el suelo) (Bray & Kurtz N @ 1), textura (procedimiento pipeta).

2.5 Aislamiento de hongos del suelo

Se utiliz6 el método de lavado de suelos (Bissett & Widden, 1972) para aislar hongos a
partir de muestras de suelo (Figura 7). Este método elimina todas las estructuras fungicas
vegetativas y de resistencia, dejando estrictamente micelio en crecimiento activo asociado
a la particula de suelo.

Por el método de cuarteo, se obtuvieron muestras compuestas de 15 g de suelo de cada
tratamiento y posteriormente se lavaron en 25 ciclos sucesivos, de 2 minutos cada uno (el
numero de ciclos necesarios se estim6 mediante la confeccion de una curva de
calibracion al principio del ensayo).

Se sembraron ciento veinte particulas del suelo (0,2, 0,7 y 1,2 mm de diametro) de cada
muestra en agar-extracto de malta (MEA) 2% (una particula/placa). Las placas se
incubaron a 22 °C durante seis semanas y se examinaron peridédicamente. El micelio en
crecimiento se aislé en cultivos puros y luego fue transferido a placas con MEA y se
almacen6 a 4 °C.

Figura 7: Aislamiento de hongos de suelo. A: aislamientos a partir de particulas de suelo.
B: Cultivo axénico de hongos desarrollados a partir de las particulas de suelo

— =
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2.6 Identificacién fungica por técnicas macro y micromorfoldgicas:

Los cultivos puros de cada aislamiento fueron cultivados en MEA a 22°C en oscuridad y
se examinaron periddicamente para comprobar la esporulacién. Los aislamientos no es-
porulados fueron incubados a 22°C con un ciclo de 12 h de luz UV y oscuridad.

La identificacién de hongos se realiz6 por métodos clasicos a través del analisis de carac-
teristicas micro y macroscoépicas, siguiendo las claves dicotémicas (Domsch et al, 2007).
La bibliografia fue suministrada por la biblioteca de micologia del DBBE, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Las especies consideradas representativas fueron preser-
vadas y almacenadas en la Coleccion de Cultivos de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires (BAFCcult).

En algunos morfotipos en los cuales no se puedo llegar a una asignacién taxonémica me-
diante técnicas de analisis micro y macro morfolégico en medio MEA se procedi6 a la
identificacion en medios especificos. En el caso de los géneros Penicillium y Aspergillus
se evalué el crecimiento en medios Malta-Glucosa, Czapek-Levadura y Czapek-Glicerol a
5°C, 25°C y 37°C, con los resultados obtenidos se realiz6 la identificacion mediante el uso
de las claves dicotémicas (Pitt, 1988; Klich & Pitt, 1988; Pitt & Hocking, 1997).

Para el género Fusarium se evaluaron las caracteristicas morfol6gicas mediante la utiliza-
cién de medio MEA en placa y microcultivo en porta objetos, la identificacién fue llevada a
cabo utilizando el Manuales de laboratorio de Fusarium (Marasas et al, 1983; Leslie et al,
2006).

Para el analisis del género Trichoderma, se realiz6 extraccién de ADN como se detalla en
el inciso 2.7.1, posteriormente se amplificé el marcador genético tef? (factor de elongacion
de la transcripcién). En un volumen de reaccion de 50 pl con buffer 1x Master Mix, 1,5 mM
MgCl y 25 a 50 ng/ul de ADN gendmico. El programa de amplificacion fue el siguiente: 1
ciclo de 1 min a 94°C durante 1 min, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a
72°C con un paso final de elongacién de 3 min a 72°C.

2.7 Identificacién fungica por técnica metagenomica

2.7.1 Extraccion de ADN
La extraccién de ADN se realizé utilizando el kit comercial PowerSoil (MoBio Laboratorios,
Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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En el tiempo 0 (inicio del ensayo) se extrajo ADN de muestras de suelo, las mismas
fueron obtenidas a partir de suelo Agronémico (A) y No Agrondémico (NA) de la estancia
La Estrella y fueron conservadas a 4°C hasta el momento de la extraccion.

En el tiempo 3 (18 meses de iniciado el ensayo) se extrajo ADN de muestras de suelo
rizosférico, las mismas fueron obtenidas a partir de macetas con suelo Agronémico y No
agrondmico acondicionadas con B. auleticus con (E+) y sin endofitos (E-) y fueron conser-
vadas a 4°C hasta la extraccion.

2.7.2 PCR y pirosecuenciacion

El gen 18S ARNr fue amplificado utilizando los siguientes cebadores universales que con-
tienen la secuencia de los adaptadores de Roche 454 A y B y un "identificador mdltiple"
de 10 nucledtidos (MID) para ordenar las muestras: cebador B
(CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA) + MID (CATAGTAGTG) + Forward (CCCAAC-
TATCCCTATTAATCAT) donde CATAGTAGTG es un ejemplo, se utilizaron diferentes
MID para cada muestra y el cebador A (CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC) + cebador re-
verse (AAGCTCGTAGTTGAATTTCG) obtenido por RDP pirosecuenciacion Pipeline:
http:/pyro.cme.msu.edu/pyro/help. Para cada muestra, se llevaron a cabo cuatro PCRs
independientes. La mezcla de PCR (volumen final de 25 pl) contenia 2,5 ul FastStart High
Fidelity Buffer 10X Reaction (Roche Ciencias Aplicadas, Mannheim, Alemania), 20 ng de
ADN, 0,4 mM de cada cebador, 1,25 U FastStart High Fidelity Enzyme mezcla (Roche
Applied Science), y 0,2 mM de dNTPs. Las condiciones de PCR fueron 95°C durante 5
minutos para la desnaturalizacién inicial, seguido de 95°C durante 45 segundos, 57°C
durante 45 segundos, 72°C durante 60 segundos en 30 ciclos, y una etapa de elongacion
final a 72°C durante 4 minutos. Se llevaron a cabo dos reacciones de control negativo que
contienen todos los componentes sin molde. Las reacciones para cada muestra se com-
binaron y se purificaron utilizando perlas de AMPure XP. La cuantificacion de los produc-
tos de PCR purificados se llevo a cabo mediante el uso de Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit
(Invitrogen Molecular Probes Inc, Oregén, EE.UU.).

Los productos purificados de PCR de todas las muestras se agruparon mediante la misma
cantidad de moléculas por muestra, luego fueron inmovilizados sobre perlas de captura de
ADN, amplificados mediante la amplificacion clonal a base de emulsién (emPCR), y se-
cuenciados en un dispositivo PicoTiterPlate en el Secuenciador Genémico FLX (Roche
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Applied Science) usando la quimica de titanio de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante en INDEAR (Argentina).

2.7.3 Procesamiento de los datos de Pirosecuenciacion:

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando MOTHUR (http://www.mothur.org/)
(Schloss et al, 2009). Se realiz6 la asignacién de secuencias a cada tratamiento y
posteriormente el corte de las secuencias de cebadores y barcodes. A continuacion se
realiz6 un filtrado por calidad, segun: Calidad promedio: 30 nucleétidos, calidad promedio
dentro de una ventana de 50 nucleétidos: 30 nucleétidos, largo minimo de las secuencias:
220 nucleétidos, largo maximo de las secuencias: 290 nucleétidos, largo maximo de
homopolimeros: 8 nucleétidos. Las secuencias fueron agrupadas utilizando el programa
CD-HIT (armado de clusters), con un nivel de similitud del 95%. Las asignaciones
taxonémicas de las unidades taxonomicas operativas (OTUs) fueron realizadas por
comparacion de una secuencia representativa de cada cluster contra la base de datos no
redundante (nr) en una instalacién local del programa. Se seleccionaron los hits con
similitud mayor al 93% a la secuencia consulta, y se asigno6 para el cluster el nombre de

aquel taxén con una frecuencia mayor del 55%.

2.8 Andlisis estadistico:

El analisis de la diversidad se realizé calculando el indice de Simpson inverso. Para el
analisis de grupos especificos de hongos determinados por micro y macro morfologia se
aplicaron modelos lineales mixtos para medidas repetidas y modelos lineales
generalizados binomiales negativos utilizando el software R (R Core Team, 2014), siendo
las variables principales: estatus endofitico, tipo de uso de suelo y tiempo.

Basandose en las OTUs obtenidas a partir del andlisis de diversidad fungica por
pirosecuenciacién, se estudid la diversidad mediante el indice de Simpson inverso y se
realizé un andlisis de componentes principales (PCA). Los datos fueron estandarizados
por el cociente entre la diferencia de un valor (Xi) con la media y la desviaciéon estandar
(Si) antes de realizar el PCA. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
InfoStat 2012 (Di Rienzo et al, 2011).

El calculo mencionado se expresa:
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El indice de Diversidad de Simpson inverso (1/D), fue calculado segun la siguiente

formula:

3. Resultados:

N Y onii-1)

T4 =g NON-D)

A. Analisis de hongos saprobios de suelo estudiados por micro y macro morfologia

3.1 Identificacion fingica por técnicas macro y micro - morfolégicas
A partir de los 5 tiempos de muestreos, se obtuvo un total de 1665 aislamientos, que

fueron identificados a 59 géneros y 89 especies (Tablas 1; 2; 3; 4y 5).

Tabla 1: I/dentificacién fungica por técnicas macro y micro - morfolégicas del Tiempo 0 en

suelo Agronémico

Suelo Agronémico

Suelo No Agronomico

Especie

N¢ de aislamientos

Especie

N¢ de aislamientos

Acremonium morfotipo 1
Acremonium morfotipo 2
Asperqgillus caespitosus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus fumigatus
Aspergillus paradoxus
Byssochlamys fulva
Chaetomium funicola
Fusarium oxysporum
Fusarium solani

Humicola fuscoatra
Hypocrea lixii
Melanospora

Melanospora afin fusispora
Neocosmospora
Neocosmospora vasinfecta
Neurospora sublineolata

1
1

—_
w N

- 00 = ©

12

e e \® I Y

Acremonium morfotipo 1
Acremonium morfotipo 2
Acremonium morfotipo 3
Aspergillus awamori
Aspergillus terreus
Byssochlamys fulva
Epicocum purpurascens
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Humicola fuscoatra
Humicola grisea
Hypocrea lixii
Melanospora
Melanospora afin fusispora
Oidiodendron cerealis

Paeci/omices lilacinus

1
1
1
1
7

19
1

13
11

Im—k—k—hmhl\)
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Paecilomyces litacinus Penicillum pinophium 2

Phialophora 1

Phoma medicaginis 4
Phoma eupyrena 2 Rhizopus nigricans 2
Phoma medicaginis 1 Talaromyces flavus 1
Phoma glomerata 1 Talaromyces trachyspermus 2
Scytalidium lignicola 1 Thielavia terrestris 1
Talaromyces trachyspermus 7 Trichocladium asperum 4
Thielavia terrestris 4 Trichoderma gamsii 5
Trichocladium asperum 1 Trichoderma hamatum 4
Trichoderma gamsii 11 Trichoderma lixii 1
Trichoderma spirale 13 Trichoderma spirale 24
Verticillium sp. Verticillium sp. 2
Zygorhynchus macrocarpus Zygorhynchus moelleri 8

Zygorhynchus exponens
Zygorhynchus moelleri

—_ A A
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Tabla 2: /dentificacion fangica por técnicas macro y micro - morfolégicas del Tiempo 1. A suelo Agrondmico; NA: suelos No Agrondémico; E+: Bromus
auleticus asociado a Epichloé pampeana; E-: Bromus auleticus no asociado a Epichloé pampeana.

E+ A

E+ NA

E- NA

Especie

Ne¢ de
aislamientos

Especie

Ne de

aislamientos

Acremonium kiliense
Chaetomium funicola
Fusarium nivale
Fusarium oxysporum
Humicola grisea
Hypocrea lixii
Oidiodendron cerealis

Talaromyces trachyspermus
Trichocladium asperum
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale

N = = = N N —

4
1
7
1

Absidia cylindrospora
Acremonium kiliense
Bissochlamys fulva
Fusarium oxysporum
Hypocrea lixii
Paecilomyces lilacinus
Scytalidium lignicola

_I Talaromyces flavus

Talaromyces trachyspermus
Thamnostylum sp.
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale
Zygorhynchus moelleri

_ A N = a2 N = N =

-
\S]

Especie

Acremonium kiliense
Acremonium sp.
Aspergillus parasiticus
Aspergillus terreus
Cochliobolus lunatum
Cylindrocarpon sp.
Fusarium oxysporum
Talaromyces flavus
Talaromyces trachyspermus
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale
Trichurus terrophilus
Zygorhynchus moelleri

Ne¢ de
aislamientos

A a A D =2 A aa AN = a2

Especie
Acremonium kiliense
Acremonium sp1
Acremonium sp3
Chaetomium funicula
Fusarium oxysporum
Hypocrea lixii
Minimeduza polyspora
Monodictys fluctuata
Talaromyces flavus
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale

Ne de

aislamientos

N W =N = = gl = = =2 N
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Tabla 3 : I/dentificacion fungica por técnicas macro y micro - morfologicas del Tiempo 2. A suelo Agrondmico; NA: suelos No Agronémico; E+: Bromus
auleticus asociado a Epichloé pampeana; E-: Bromus auleticus no asociado a Epichloé pampeana.

E+ A E+ NA E- NA E- A
N2 de N2 de Ne¢ de Ne¢ de
Especie aislamientos | Especie aislamientos | Especie aislamientos | Especie aislamientos
Acremonium morfotipo 1 1 Absidia cylindrospora 1 Absidia cylindrospora 1 Acremonium morfotipo 1 1
Aspergillus carbonarius 1 Acremonium morfotipo 1 1 Acremonium morfotipo 1 2 Acremonium morfotipo 2 1
Aspergillus fumigatus 8 Acremonium morfotipo 2 2 Aspergillus carbonarius 1 Aspergillus carbonarius 1
Byssochlamys fulva 6 Aspergillus fumigatus 1 Byssochlamys fulva 1 Aspergillus fumigatus 2
Fusarium oxysporum 9 Byssochlamys fulva 6 Chaetomium funicola 1 Byssochlamys fulva 3
Fusarium solani 13 Epicocum purpurascens 3 Fusarium clamydosporum 1 Chaetomium funicola 1
Humicola fuscoatra 4 Fusarium oxysporum 1 Fusarium oxysporum 8 Cladosporium sphaerospermum 1
Hypocrea lixii 1 Fusarium solani 10 Fusarium solani 4 Fusarium oxysporum 1
Penicillium oxalium 2 Gongronella butleri 1 Humicola fuscoatra 4 Fusarium solani 13
Penicillium pinophilum 2 Humicola fuscoatra 3 Hypocrea lixii 6 Hansfordia ovalispora 1
Phoma glomerata 2 Hypocrea lixii 2 Marianeae elegans 1 Humicola fuscoatra 1
Phoma leveillei 2 Levadura filamentosa 2 Paecilomyces lilacinus 10 Hypocrea lixii 2
Phoma mediaginis 2 Marianaea elegans 1 Penicillium oxalium 13 Paecilomyces lilacinus 4
Talaromyces flavus 1 Paecilomyces lilacinus 6 Penicillium purpurogenum 1 Penicillium oxalium 5
Talaromyces trachyspermus 7 Paecilomyces oxalium 3 Phoma chlamydosporia 1 Penicillium pinophilum 5
Thielavia terrestris 1 Penicillium purpurogenum 3 Phoma glomerata 1 Penicillium restrictum 3
Trichocladium asperum 5 Phoma glomerata 1 Phoma medicaginis 1 Phoma glomerata 1
Trichoderma gamsii 26 Phoma medicaginis 1 Rhizopus oryzae 2 Phoma medicaginis 2
Trichoderma bradicompactum 1 Scytalidium lignicola 1 Talaromyces flavus 3 Scytalidium lignicola 4
Trichoderma spirale 11 Talaromyces flavus 4 Trichoderma bradicompactum 1 Talaromyces flavus 2
Talaromyces trachyspermus 6 Trichoderma gamsii 3 Talaromyces trachyspermus 10
Thielavia terrestris 2 Trichoderma hamatum 5 Trichoderma gamsii 16
Trichoderma hamatum 1 Trichoderma lixii 1 Trichoderma hamatum 3
Trichoderma lixii 1 Trichoderma spirale 19 Trichoderma spirale 18
Trichoderma spirale 33 Zygorhynchus moelleri 5 Zygorhynchus moelleri 1
Zygorhynchus moelleri 5
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Tabla 4 : I/dentificacion fungica por técnicas macro y micro - morfologicas del Tiempo 3. A suelo Agrondmico; NA: suelos No Agronémico; E+: Bromus

auleticus asociado a Epichloé pampeana; E-: Bromus auleticus no asociado a Epichloé pampeana.

E+ A

E+ NA

E- A

Especie

Ne de
aislamientos

Especie

Ne de
aislamientos

Especie

Ne de
aislamientos

Especie

Ne de
aislamientos

Acremonium sp morfotipo 1
Chetochalara sp.
Ptecroconium sp.
Ascomycete

Ascomycete morfotipo 2
Aspergillus fumigatus
Chaetomium cupreum
Chaetomium funicola
Cladosporium
sphaerospermum

Coleonectria mexicana
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Humicola fuscoatra
Nigrospora sp.

Neurospora sublineolata
Paecilomyces lilacinus
Penicillium pinophilum

Penicillium purpurogenum
Penicillium restrictum
Phoma glomerata

Phoma leveillei

Phoma medicaginis
Pochonia chlamydosporia
Scytalidium

Talaromyces trachyspermus
Thielavia terrestris
Trichocladium asperum
Trichoderma bradicompactum
Trichoderma gamsii

RN O Yy CN )

N
=

Acremonium kiliense
Acremonium sp. 1
Acremonium sp. 2
Acremonium tubakii
Cylindrocarpon obtusiusculum
Allescheriella sp.

Aspergillus fumigatus
Aspergillus terreus

Chaetomium sp.
Cladosporium
sphaerospermum
Eupenicillium sp.
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Geotrichum sp.
Humicola fuscoatra var
fuscoatra

Levadura filamentosa
Myrothecium sp.

Nectria asakawaensis
Neurospora sublineolata
Paecilomyces lilacinus
Penicillium crustosum
Penicillium oxalium
Penicillium purpurogenum
Phoma glomerata

Phoma medicaginis
Pseudoeurotium zonatum
Purpureacillum lilacinus
Scolecobasidium constrictum
Scytalidium lignicola
Scytalidium sp. 2

Sordaria macrospora
Stomatonectria caraganae
Talaromyces flavus
Talaromyces trachyspermus

_ D) = - W =

WUl = = = DN = = A NN = 00— =

Acremonium kiliense
Acremonium sp 2
Acremonium sp 3
Acremonium sp. 1
Aspergillus caespitosus
Aspergillus fumigatus
Byssochlamys fulva
Chaetomium crispatum

Chaetomium funicola

Chaetomium sp
Cladosporium herbarum
Coleonectria mexicana
Cunninghamella echinulata
Eurotial morfotipo sp. 1

Eurotial sp. 2

Fusarium oxysporum
Fusarium solani

Humicola fuscoatra var.
fuscoatra

Lectosphaeria sp.
Neurospora sublineolata
Paecilomyces lilacinus
Penicillium oxalicum
Penicillium pinophilum
Penicillium purpurogenum
Phoma medicaginis
Talaromyces trachyspermus
Thielavia terrestris
Trichocladium asperum
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale

- —_ O = 1 a N

NN =

Acremonium sp 1

Acremonium sp 2

Acremonium sp.3

Asperqgillus caespitosus
Aspergillus japonicu

Aspergillus terreus
Chaetomium funicola
Cladosporium sphaerospermum

Coleonectria mexicana

Curvularia lunata
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Humicola fuscoatra
Nectria asakawaensis

Neurospora sublineaolata
Paecilomyces lilacinus
Penicillium oxalium

Penicillium pinophilum
Penicillium purpurogenum
Penicillium restrictum
Penicillium rubrum
Penicillium crustosum
Phoma eupyrena

Phoma glomerata

Phoma medicaginis
Purpureacillum lilacinus
Scytalidium lignicola
Stomatonectria caraganae
Talaromyces flavus
Thielavia terricola
Thielavia terrestris
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale

NWO NN - —_ ) = =

—LSI\)
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Talaromyces helicus
Talaromyces wortmanni
Thielavia terrestris
Trichoderma gamsii
Trichoderma spirale
Westerdykella dispersa

AW~ = =
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Tabla 5 : I/dentificacion fungica por técnicas macro y micro - morfologicas del Tiempo 3. A suelo Agrondmico; NA: suelos No Agronémico; E+: Bromus

auleticus asociado a Epichloé pampeana; E-: Bromus auleticus no asociado a E. pampeana

E+ A E+ NA E- A E- NA
Ne de Ne de Ne¢ de Ne de
Especie aislamientos | Especie aislamientos | Especie aislamientos | Especie aislamientos
Acremonium sp, 1 1 Acremonium sp. 1 3 Acremonium sp. 1 1 Acremonium sp. 1 3
Acremonium sp. 2 2 Acremonium sp. 2 4 Acremonium sp. 2 1 Acremonium sp. 2 1
Acremonium sp. 3 1 Acremonium sp. 3 2 Acremonium sp. 3 1 Acremonium sp. 3 1
Alternaria sp. 1 Acremonium sp. 4 1 Acremonium sp. 4 1 Acremonium sp. 4 2
Aspergillus carbonarius 2 Aspergillus fumigatus 4 Acremonium sp. 5 1 Acremonium sp. 5 2
Aspergillus paradoxus 1 Aspergillus paradoxus 3 Aspergillus carbonarius 1 Acremonium sp. 6 2
Aspergillus fumigatus 3 Aspergillus terreus 1 Aspergillus fumigatus 5 Acremonium sp. 7 1
Cladosporium
Cladosporium herbarum 5 Colletotrichum gloeosporioides 1 sphaerospermum 1 Acremonium sp. 8 1
Colletotrichum gloeosporioides 2 Fusarium oxysporum 13 Cochliobolus lunatus 1 Acremonium sp. 9 2
Curvularia sp. 1 Fusarium solani 14 Fusarium oxysporum 6 Acremonium sp. 10 1
Fusarium oxysporum 6 Gongronella butleri 2 Fusarium solani 16 Acremonium sp. 11 1
Humicola fuscoatra var.
Fusarium solani 5 Fuscoatra 11 Humicola fuscoatra 2 Acremonium sp. 12 2
Geotrichum sp. 1 Hypocrea lixii 2 Neurospora sp. 1 Acremonium sp. 13 1
Humicola fuscoatra var.
Fuscoatra 1 Paecilomyces lilacinus 9 Penicillium oxalium 2 Aspergillus carbonarius 2
Hypocrea lixii 2 Penicillium oxalium 1 Penicillium pinophilum 8 Asperqgillus fumigatus 3
Levadura 1 Penicillium purpurogenum 2 Penicillium purpurogenum 19 Byssochlamys fulva 3
Cladosporium
Nectria berolinensis 2 Penicillium rolfsii 3 Penicillium rolfsii 2 sphaerospermum 1
Neurospora sublineolata 2 Phoma medicaginis 1 Phoma sp. 2 4 Cochliobolus lunatus 1
Nigrospora sp. 2 Pochonia clamydospora 1 Phoma eupyrena 1 Fusarium oxysporum 13
Paecilomyces lilacinus 1 Podospora anserina 2 Purpureacillum lilacinus 1 Fusarium solani 15
Humicola fuscoatra var
Penicillium crustosum 3 Scytalidium lignicola 2 Sordaria macrospora 2 fuscoatra 5
Penicillium oxalium 1 Sordaria macrospora 1 Stomatonectria caraganae 1 Hypocrea lixii 2
Penicillium pinophilum 14 Talaromyces flavus 1 Talaromyces trachyspermus 10 Paecilomyces lilacinus 4
Penicillium purpurogenum 12 Talaromyces sp. 1 1 Trichocladium asperum 2 Penicillium crustosum 2
Penicillium restrictum 1 Talaromyces sp. 2 1 Trichoderma gamsii 6 Penicillium pinophilum 14
Penicillium
Penicillium rolfsii 1 Trichoderma gamsii 4 Trichoderma spirale 14 purpurogenum 3
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Phoma glomerata 2 Trichoderma spirale 4 Zygorhynchus moelleri 1 Penicillium rolfsii 1
Phoma medicaginis 1 Verticillium sp 1 Phialophora sp. 1
Podospora anserina 2 Podospora anserina 2
Scolecobasidium salinum 1 Purpureacillum lilacinus 1
Scytalidium lignicola 3 Scytalidium lignicola 1
Sordaria macrospora 2 Sordaria macrospora 1
Talaromyces
Stomatonectria caraganae 1 trachyspermus 2
Talaromyces trachyspermus 1 Talaromyces flavus 12
Thielavia terrestris 1 Trichoderma spirale 7
Trichoderma gamsii 7 Trichurus sp. 1
Trichoderma spirale 11 Zygorhynchus moelleri 1
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3.2 Andlisis de la diversidad

El andlisis de diversidad (Tabla 6) pone en evidencia un mayor indice en suelos
Agronémicos (A) que en suelo No Agrondémicos (NA) al comienzo del ensayo (TO0).

Para el suelo A (Figura 9) se observa una disminucion en el indice con la posterior
introduccion de B. auleticus asociado o no a E. pampeana. Este indice se mantiene
constante para ambos tratamientos (E+A y E+-A) entre los 6 a 18 meses (tiempo 1y 3), a
los 24 (tiempo 4) se produce un incremento en el indice de diversidad siendo mayor en
presencia de la asociacion B. auleticus - E. pampeana.

En el caso del suelo NA (Figura 10) a los 6 meses de iniciado el ensayo (tiempo 1), en
presencia de la asociacién B. auleticus - E. pampeana (E+), el valor del indice de
diversidad disminuye, entre los 6 y los 18 meses (tiempo 2 y 3) el indice aumenta. En
ausencia de la asociacion (E-) el indice aumenta a los 6 meses de iniciado el ensayo
(Tiempo 1) y entre los 6 y 18 meses (tiempo 2 y 3) el indice disminuye.

A los 24 meses en suelo rizosférico de plantas E+ el indice disminuye y en suelo
rizosférico de plantas E- aumenta, llegando, para ambos tratamientos, a indices similares

entre tratamientos y al indice obtenido inicialmente (tiempo 0).

Tabla 6: indices diversidad obtenida por métodos mico y macro morfolégicos
TO: comienzo del ensayo, T1: 6 meses de iniciado el ensayo, T2: 12 meses, T3: 18
meses, T4: 24 meses. NA: suelo no agronémico, A: suelo agronémico, E+: con plantas de

B. auleticus asociadas a endofitos. E-: suelo con plantas libres de endofitos

Tiempo de muestreo Tratamiento Indice de diversidad de Simpson inverso (1/D)
To A 16,32
NA 14,71
E+A 9,75
E+NA 5,08
T E-A 11,87
E-NA 19
E+A 9,43
E+NA 7,76
T2 E-A 11,68
E-NA 12,09
E+A 9,15
E+NA 17,11
T3 E-A 11,69
E-NA 9,04
E+A 16,27
E+NA 14,93
T4 E-A 12,06
E-NA 15,30
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Figura 9: indices de Simpson (D) inverso obtenidos para cada tiempo de muestreo en
suelo Agronémico al inicio del ensayo y en presencia y ausencia de la asociacion B.
auleticus - E. pampeana. TO: comienzo del ensayo; T1: 6 meses; T2: 12 meses T3: 18
meses; T4: 24 meses, A: suelo agronémico, E+: suelo de macetas con plantas asociadas
a endofitos. E-: suelo con plantas libres de endofitos
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Figura 10: indices de Simpson (D) inverso obtenidos para cada tiempo de muestreo en
suelo No Agronémico al inicio del ensayo y en presencia y ausencia de la asociacién B.
auleticus - E. pampeana. TO: comienzo del ensayo; T1: 6 meses; T2: 12 meses T3: 18
meses; T4: 24 meses, NA: suelo agrondémico, E+: suelo de macetas con plantas
asociadas a endofitos. E-: suelo con plantas libres de endofitos
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Se seleccionaron 5 géneros basandose en su capacidad como potenciales solubilizadores
de fosforo (Aspergillus y Penicillium), patégenos (Fusarium), biocontroloadores

(Trichoderma) y saprotrofos (Zygorhynchus). Debido a la metodologia utilizada para la
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toma de muestras (desarrollada en inciso 2.5) y ante la ausencia de informacién
especifica de cada maceta se decidié aplicar un modelo generalizado lineal mixto binomial
negativo para cada tiempo de muestreo. En ninguno de los géneros analizados se
encontraron deferencias significativas en las frecuencias debidas a la presencia del
endofito. Para Aspergillus se encontraron diferencias significativas debidas al tiempo (Z=
3,792; P=0,0002) y al tipo de suelo (Z=2,685; P=0,007,), en el caso de Fusarium (Z=
4,669; P= 0,000003;) y Penicillium (Z=2,4; P=0,0164), se detectaron diferencias
significativas debidas solamente al tiempo, para Zygorhynchus se encontraron diferencias
significativas debidas al tiempo (Z=3,990; P=0,00006) y al tipo de suelo (Z=3,552;
P=0,0004), pero en este caso con una asociacion negativa.

El andlisis de frecuencia en relacion al tiempo de muestro (Figura 8) revel6 un fuerte
descenso en la frecuencia de todos los géneros analizados a los 6 meses de iniciado el
ensayo (T1), a excepcién de Zygorhynchus, un ascenso entre los 6 - 18 meses de iniciado
el ensayo y una disminucion entre los 18 - 24 meses a excepcién de los géneros

Fusariumy Apergillus.

Figura 8: Analisis de frecuencia de los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Trichoderma'y Zygorhynchus, en relacién al tiempo de muestro, TO: comienzo del ensayo,
T1: 6 meses de iniciado el ensayo, T2: 12 meses de iniciado el ensayo, T3: 18 meses de
iniciado el ensayo, T4: 24 meses de iniciado el ensayo
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B. Analisis de la diversidad por técnicas moleculares

3.1 Andlisis de la diversidad

El andlisis de diversidad (Tabla 7) pone en evidencia un mayor indice en suelos
Agronémicos (A) que en suelo No Agronémicos (NA) al comienzo del ensayo (TO0).

Para el suelo A (Figura 11) se observa a los 18 meses (tiempo 3) un incremento en el
indice de diversidad en presencia de la asociaciéon B. auleticus - E. pampeana (E+).
Mientras que en ausencia de la asociacion (E-) el indice de diversidad disminuye.

En el caso del suelo NA (Figura 12) en el tiempo 3, tanto en presencia (E+) como en
ausencia (E-) de la asociacién B. auleticus - E. pampeana, el valor del indice de

diversidad aumenta siendo mayor en el tratamiento E+.

Tabla 7: indices diversidad obtenidos por estudios metagenémicos.

TO: comienzo del ensayo, T3: 18 meses, NA: suelo no agrondémico, A: suelo agronémico,
E+: suelo de macetas con plantas de B. auleticus asociadas a endofitos. E-: suelo con
plantas de B. auleticus libres de endofitos

Tiempo de muestreo Tratamiento Indice de diversidad de Simpson inverso (1/D)
A 39,32
70 NA 14,151
E+A 46,20
E+NA 21,79
3 E-A 14,87
E-NA 15,55
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Figura 11: indices de Simpson (D) inverso obtenidos para cada tiempo de muestreo en
suelo Agronémico al inicio del ensayo y en presencia y ausencia de la asociacion B.
auleticus - E. pampeana. TO: comienzo del ensayo; T3: 18 meses; A: suelo agrondémico,
E+: suelo de plantas asociadas a endofitos. E-: suelo de plantas libres de endofitos.
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Figura 12: indices de Simpson (D) inverso obtenidos para cada tiempo de muestreo en
suelo No Agronémico al inicio del ensayo y en presencia y ausencia de la asociacién B.
auleticus - E. pampeana. TO: comienzo del ensayo; T3: 18 meses; NA: suelo agronémico,
E+: suelo de plantas asociadas a endofitos. E-: suelo de plantas libres de endofitos
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3.2 Diversidad de OTUs y numero de lecturas a partir de muestras de suelo

3.2.1 Estudio de diversidad a nivel de especie

A partir del andlisis por pirosecuenciacion (Tabla 2 Anexo) se obtuvieron un total de 60822
lecturas. Estas lecturas se distribuyeron en 280 OTUs. Del numero total de OTUs, con el
nivel de similitud fijado, solo 7 pudieron ser asignadas a especies (Agaricus subsubensis,
Fusarium  oxysporum, Metacordyceps chlamydosporia, Metarhizium anisopliae,
Rhizoctonia solani, Trichoderma virens y Waitea circinata), mientras que las 273 restantes
no pudieron se asignadas a ningun taxén.

El andlisis de componentes principales (PCA) (Figura 13) derivado de la totalidad de las
OTUs (Tabla 1 Anexo) de muestras de suelo describe entre sus dos primeras
componentes el 54,1% de la variabilidad.

La componente principal 1, que describe el 34,1% de la variabilidad, permite asignar el
factor uso de suelo para separar la diversidad en dos grandes grupos, por un lado la
correspondiente al suelo A (Grupo 3 y 4) y por otro la correspondiente al suelo NA (grupo
1y 2). Por su parte la componente principal 2, que describe el 22% de la variabilidad,
permite asignar el factor “Bromus auleticus” para separar los tratamientos comprendidos

en los grupos 1y 4 de los tratamientos comprendidos en los grupos 2 y 3.
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Figura 13: Distribucion espacial de las OTUs totales en las dos primeras componentes
derivadas del analisis de componentes principales de hongos en suelo.

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondémico; TO: Tiempo inicial de muestreo. T3:
muestreo a los 18 meses. E+: suelo de plantas E+; E-: suelo de plantas E-. SA: sin

asignacion taxonémica
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3.2.2 Estudio de diversidad a nivel de Clase

Del total de las lecturas obtenidas, 15259 lecturas (25,08%) pudieron ser asignadas a
diferentes taxones distribuidos entre 9 clases, con el nivel de similitud fijado (Figura 14).

Al inicio del ensayo (T0O) en el suelo NA se detectaron en mayor proporcién las clases
Agaricomycetes, Eurotiomycetes y Orbiliomycetes.

En el T3, con la incorporacion de B. auleticus, disminuy6 la abundancia de las clases
Agaricomycetes, Eurotiomycetes (principalmente en presencia de E. pampeana) y
Orbiliomycetes (en ausencia de E. pampeana), y aumentaron las clases Chytridiomycetes,
Dothideomycetes, Leotiomycetes, Paraglomeromycetes, Pezizomycetes y
Sordariomycetes. Dothideomycetes, Leotiomycetes, Pezizomycetes y Sordariomycetes
fueron mas abundantes en presencia de E. pampeana, mientras que Chytridiomycetes y
Paraglomeromycetes son mas abundantes en ausencia del endofito.

En el suelo A las clases Agaricomycetes, Eurotiomycetes, Orbiliomycetes,
Paraglomeromycetes y Sordariomycetes fueron las encontradas en mayor proporcién al

inicio del ensayo.
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En el T3 las clases Agaricomycetes, Chytridiomycetes, Eurotiomycetes y Orbiliomycetes
disminuyeron en mayor proporcion en presencia de la asociacion B. auleticus - E.
pampeana. Dothideomycetes y Sordariomycetes aumentaron en mayor proporciéon en
presencia del endofito. Leotiomycetes y Pezizomycetes aumentaron en ausencia de del
endofito pero disminuyeron en presencia del mismo, mientras que Paraglomeromycetes
disminuyd en ausencia del endofito, pero aumenté en los tratamientos con B. auleticus
asociado endofitos. Las OTUs sin asignacién taxonémica aumentaron en todos los
tratamientos en el T3 excepto en el tratamiento E+NA donde disminuyeron. En el
tratamiento E+A fue donde aumenté en mayor proporcion.

Figura 14: Distribucion global relativa de las clases de hongos de suelo.
A: suelo agronémico; NA: suelo no agronémico; TO: Tiempo inicial. T3: muestreo a los 18
meses de introduccién de B. auleticus con endofito (E+) o sin endofito (E-).
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El analisis de componentes principales (PCA) (Figura 15) derivado del andlisis por
pirosecuenciacion de muestras de suelo describe entre sus dos componentes el 73,2% de
la variabilidad. En el mismo se puede observar la asociacion de los diferentes
tratamientos a diferentes clases: los tratamientos T3 E- A y T3 E+ NA a las clases
Pezizomycetes y Leotiomycetes; el tratamiento TO NA a la clase Agaricomycetes y
Orbiliomycetes; el TO A asociado a la clase Eurotiomycetes; el tratamiento T3 E- NA a la
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clases Chytridiomycetes y el tratamiento T3 E+ A a la clase Sordariomycetes y al grupo de

hongos agrupados dentro de aquellos que no pudieron ser asignados taxonémicamente.

Figura 15: Distribucién espacial de las clases en las dos primeras componentes
derivadas del analisis de componentes principales, de hongos en suelo.

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondémico; TO: Tiempo inicial de muestreo. T3:
muestreo a los 18 meses. E+: suelo de plantas E+; E-: suelo de plantas E-. SA: sin

asignacion taxonémica
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4 Discusion:

Hasta el momento, poco se sabe sobre el efecto de los endofitos sobre las comunidades
fungicas del suelo. Algunos estudios han registrado que la presencia de plantas E+ puede
alterar la actividad de hongos del suelo asi como también la estructura de las
comunidades bacterianas (Casas et al. 2011)

Los hongos del suelo juegan un papel clave en los procesos de descomposicion,
mineralizando y reciclando los nutrientes de las plantas (Wainwright, 1988; Lodge, 1993;
Beare et al, 1997). Cabe mencionar que los hongos son responsables de la degradacién
de xenobidticos y contaminantes organicos introducidos en el suelo (Bordjiba et al, 2001;
Barratt et al, 2003; Silva et al, 2003). Los hongos también constituyen una parte
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importante de la cadena alimenticia dentro del suelo, especialmente en el caso de la
mesofauna (Bonkowski et al, 2000). Por lo tanto, los cambios en la diversidad de las
comunidades microbianas en general y fungicas en particular, o en las actividades que
ellas realizan, podrian tener un efecto en el funcionamiento de los ecosistemas (Schimel
2004).

Efecto del uso de suelo sobre la diversidad de hongos saprobios de la rizosfera

Las practicas de manejo agricola se dividen en dos categorias generales, organicas o
convencionales. La agricultura orgéanica se basa en el uso minimo de insumos externos
(agro quimicos) y en las practicas de manejo que restablezcan, mantengan y mejoren la
armonia ecologica (Gold, 1995). Mientras que la agricultura organica no utiliza fertilizantes
sintéticos para aumentar la productividad, la agricultura convencional hace justo lo
contrario; a menudo usando fertilizantes quimicos y pesticidas para beneficiar la
proteccion de cultivos y la productividad, con el potencial efecto secundario de reducir la
diversidad microbiana del suelo de la comunidad (Crowder et al, 2010; Krauss et al, 2011;
Liu et al, 2007; Sugiyama et al, 2010).

En el presente estudio de diversidad, tanto por técnicas micro y macro morfolégicas como
por métodos basados en la secuenciacion masiva (metegendmica), en contraposiciéon con
lo que frecuentemente se estipula para suelo con sistemas de manejo agrondémico, se
encontré que el indice de diversidad para este tipo de suelo (A) al inicio del ensayo (T0)
fue aproximadamente 2,5 veces mayor respecto al suelo sin practicas de manejo (NA).
Esto contrasta con la idea general que considera que la diversidad de los hongos del
suelo en los ecosistemas agricolas es mas baja que en los ecosistemas naturales
(Mikanova & Novakova, 2002), las diferencias en los indice de diversidad podrian deberse
en parte a la presencia de Festuca arundinacea, asociada a endofitos, en el area cerca
del casco de donde se tomé el suelo para el tratamiento NA. Se ha propuesto que esta
planta infectada por endofitos Epichloé produce una disminucion de la diversidad,
probablemente por la produccion de alcaloides (Rudgers & Clay, 2008).

Por otro lado, algunos estudios (Kasel et al, 2008; Lupatini et al, 2012) que realizaron
comparaciones entre comunidades fungicas, observaron que las comunidades
correspondientes a diferentes tipos de suelo se agrupan acorde al tipo de uso de los

mismos.
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Nuestros resultados coinciden con esto. El andlisis de componentes principales (PCA)
basado en la totalidad de las OTUs a nivel de especie (Figura 13) obtenidas por
pirosecuenciacién revela la separacion de los suelos evaluados en este capitulo acorde al

tipo de uso de suelo.

Efecto de la asociacion E. pampeana - B. auleticus sobre la diversidad de hongos
saprobios de la rizosfera

La interaccién entre las plantas y su entorno es un proceso dinamico en el que las plantas
controlan su entorno y reaccionan a los cambios. El sistema radicular, que
tradicionalmente se asociaba al anclaje y la absorcion de nutrientes y agua, hoy es
considerado un elemento clave en la interaccién con su entorno (Bais et al, 2006).

Por su parte los endofitos de pastos (Epichloé), quienes establecen asociaciones
mutualistas con gramineas C3, ademas de ejecer un efecto directo sobre su hospedante,
pueden modular el medio donde este se encuentra, alterando las condiciones del suelo,
afectando la tasa de descomposiciébn de materia organica (Lemons et al, 2005) vy
modificando las comunidades presentes en el mismo (Clay & Schardl 2002; Douglas
2010).

Diversos estudios han registrado que la presencia de plantas con endofitos Epichloé (E+)
pueden alterar la micorrizacion de plantas no hospedantes (Novas et al, 2009; Omacini et
al, 2006), nematodos (Popay & Bonos, 2005) e incluso la actividad de hongos del suelo
asi como también la estructura de las comunidades bacterianas (Casas et al, 2011).

En el presente estudio, por medio del andlisis por técnicas micro y macro morfolégicas, se
observd que posterior a la introduccién de B. auleticus, en el suelo sometido a précticas
agronoémicas (A), a lo largo del tiempo, si bien se produce una disminucién en el indice de
diversidad a los 6 meses en presencia de E. pampeana, entre los 18-24 meses el indice
aumenta, obteniéndose una diversidad mayor respecto al mismo tipo de suelo en
ausencia de de la asociacion B. auleticus - E. pampena (E-).

En el caso del suelo NA el analisis de diversidad través del tiempo no permite establecer
con claridad un patrén relacionado con la presencia o ausencia de E. pampena asociada
a B. auleticus debido a las fluctuaciones en el indice. Estas fluctuaciones en los indices de
diversidad pueden deberse a la perturbaciéon de la estructura del suelo producida por la
construccién de los microcosmos para llevar el ensayo en condiciones de invernadero.

Existe evidencia que demuestra que la desorganizacion de la estructura del suelo podria
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afectar principalmente a los hongos al romper o dafar su estructura micelial (Hu et al,
1995; Frey et al, 1999; Guggenberger et al, 1999; Scheller & Joergensen, 2008).

Por su parte el analisis llevado a cabo por técnicas metagendmicas a los 18 meses de
iniciado el ensayo (T3) demuestra un indice de diversidad mayor tanto en suelo A como
en suelos NA en presencia de la asociacion B. auleticus - E. pampeana. Estos resultados
ponen en evidencia el efecto de los endofitos Epichloé sobre las comunidades fungicas y
coinciden con los resultados previos (Clay & Schardl 2002; Douglas, 2010) en los que
demuestra la modificaciéon de las comunidades flungicas por parte de los endofitos y se
contrapone a los resultados presentados por Casas y colaboradores (utilizando como
modelo de estudio Lolium multiflorum - Neotyphodium occultans) en el cual si bien se
encontré efecto sobre la actividad, no se encontraron cambios en la estructura de la
comunidad fungica.

Pese a los resultados obtenidos, alin no se cuenta con informacién sobre los mecanismos

involucrados en este proceso.

Efecto de la asociacion E. pampeana - B. auleticus sobre la diversidad de grupos
funcionales.

Si bien es tentador centrarse en la caracterizacion de microorganismos y sus funciones
asociadas a nivel de especie, logisticamente, esto resulta dificil (Nee, 2004).

Los microorganismos del suelo son capaces tanto de influir directa e indirectamente la
productividad, diversidad y composicion de las comunidades vegetales (Barea et al, 2002;
van der Heijden et al, 2006, 2008; Fitzsimons & Miller, 2010; Lau & Lennon, 2011).
Recientemente, se ha demostrado que el aumento de la rigueza de especies de
microorganismos del suelo puede ser un indicador de la salud y la productividad de las
plantas (van der Heijden et al, 2008; Lau & Lennon, 2011; Schnitzer et al, 2011; Wagg et
al, 2011). Incluso se ha demostrado que tanto la productividad, la diversidad y la
adquisicion de nutrientes por parte de las plantas, aumenta con un incremento en la
diversidad fungica del suelo (van der Heijden et al, 1998; Jonsson et al, 2001; Maherali &
Klironomos 2007; Wagg et al, 2011). El estudio cuantitativo de géneros flngicos
potencialmente patégenos, biocontroladores, solubilizadores o saprétrofos, llevado a cabo
en el presente estudio durante los 24 meses por medio de técnicas micro y macro
morfolégicas, no evidencié diferencias estadisticamente significativas debidas a la
presencia del endofito. Las variaciones en estos géneros fueron debidas unicamente al
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paso del tiempo. Algunos estudios han propuesto que la reduccion de la diversidad
microbiana genera la disminucién en las funciones de los ecosistemas, y que otros
microorganismos, dada la alta versatilidad que presentan hongos y bacterias, pueden
llevar a cabo la misma funcion sin afectar a la productividad de la planta (Nannipieri et al,
2003). Tal vez el aspecto clave que determina esta relacion no es la diversidad
taxonomica, sino mas bien la diversidad funcional. En otras palabras, no es quién esta
presente, sino cual es su rol funcional (Andren & Balandreau, 1999; Bardgett & Shine,
1999; Nannipieri et al, 2003).

Por su parte el analisis metagenémico global, pone en evidencia (a partir del PCA de
OTUs), la separacion de los tratamientos a partir de las comunidades presente en cada
tipo de suelo. Haciendo un analisis mas global (a partir del PCA de clases), la asociacién
de diferentes tratamientos a clases especificas de hongos. Es importante resaltar, que el
tratamiento T3 E+A, donde se encontré6 no sé6lo el mayor indice de diversidad sino un
aumento en el mismo, quedd asociado particularmente a un grupo de OTUs sin
asignacién taxonomica. Es en este grupo donde consideramos que puede estar la clave
no solo del aumento de diversidad propiamente dicho, sino la influencia por parte del
endofito sobre grupos funcionales.

Lamentablemente con el nivel de similitud fijado y producto de la ausencia de datos en las
bases de datos de hongos, que permitirian realizar asignaciones taxonémicas a niveles
mas bajos, se dificulta hacer un andlisis del efecto especifico, por lo que serian
necesarios experimentos adicionales que relacionen el efecto de los endofitos sobre
especies de hongos o grupos funcionales especificos.

Asi mismo y con los resultados obtenidos por esta metodologia, un aumento en la
diversidad de organismos presentes en la rizosfera podria favorecer la presencia de
grupos que respondan diferencialmente a cambios en el entorno, ya sean de tipo bidtico
como abiébtico, generando de esta forma un ambiente favorable para el desarrollo de una

graminea nativa de interés agronémico como B. auleticus.
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CAPITULO 2
Efecto de Epichloé pampeana sobre la diversidad y el porcentaje de micorrizacion

de Bromus auleticus bajo distintos usos del suelo
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1. Introduccion:
Se conoce con el nombre de micorriza a la asociacion mutualista establecida entre las

raices de la mayoria de las plantas (tanto cultivadas como silvestres) y ciertos hongos del
suelo. Las micorrizas arbusculares son las asociaciones simbidticas mas frecuentemente
encontradas en la naturaleza, presentando una distribucion cosmopolita (Harley & Smith,
1983). Se trata de una simbiosis practicamente universal, no sélo porque casi todas las
especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas sino también porque pueden
estar presentes en la mayoria de los habitats naturales (Smith & Read, 1997).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) pertenecen al Phylum
Glomeromycota (Schibler et al, 2001), son simbiontes obligados y forman asociaciones
con aproximadamente el 80 a 95% de las especies de plantas (Trappe 1987) de forma
natural y constante (Corwell et al, 2001; Tang et al, 2001; Strullu & Strullu, 2007; Miransari
et al, 2009).

Se ha demostrado que la asociacién de estos hongos a distintas especies de gramineas
favorece la absorcién, traslocacién y transferencia de nutrientes y agua por la planta y que
el principal nutriente implicado es el fosforo. Dichos hongos promueven el crecimiento,
desarrollo y nutricion de las plantas, especialmente en suelos de baja y moderada
fertilidad. Ademas, se ha demostrado que los HMA mejoran la produccién, la calidad
nutricional y, debido al suministro de nutrientes hacia la planta, estimulan el rebrote
continuo y la recuperacién rapida después de la defoliaciéon efectuada por los animales
herbivoros (Ahn-Heum, 2001).

1.1 Anatomia y morfologia de los hongos micorricicos arbusculares

La colonizacion de las raices por HMA produce cambios citoldégicos y anatdmicos que no
son visibles a simple vista, como ocurre con otras micorrizas.

La colonizacion se produce en las células de la rizodermis, y se expande principalmente
en el parénquima cortical al desarrollarse completamente. Nunca hay colonizacién de las
células de la endodermis o del cilindro vascular y tampoco se ha observado la presencia
de estructuras fungicas en los apices meristematicos de las raices micorrizadas. Se
distinguen dos fases bien determinadas: una fase que se desarrolla extra-radicalmente y
otra fase intrarradical.
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Micelio extraradical

Una vez establecida la simbiosis, se desarrolla una red de micelio extraradical, que puede
alcanzar diferente nivel de desarrollo dependiendo de la especie fungica, la planta
hospedante, el tipo de suelo y las condiciones del medio.

Las hifas principales pueden proliferar progresivamente hasta dar ramificaciones de
octavo orden o mas. Estas ultimas, de paredes cada vez mas delgadas estan adaptadas
para explorar poros del suelo y proliferar en micrositios donde ocurre la mineralizacion de
nutrientes (Herpper & Jakobsen, 1983). Cuando la hifa externa se encuentra en la
proximidad de una raiz puede formar una ramificacion similar a un abanico, que da como
resultado la formacion de varios apresorios. El patron de colonizacién puede variar
(Gianinazzi - Pearson, 1989): La hifa puede penetrar la raiz a través de la pared de un
pelo radical o de una célula epidérmica, o a través de la laminilla media de las células

epidérmicas.

Esporas y esporocarpos
Las esporas de resistencia se forman a partir de las hifas externas, en forma terminal o
intercalar dependiendo de la especie. Pueden ser solitarias 0 agrupadas en esporocarpos.
La produccién de esporas tiene lugar al finalizar el ciclo reproductivo de la planta
hospedante aunque existen grandes diferencias entre las distintas especies de HMA, los
hospedantes micorrizados y las condiciones ambientales en general.

Micelio intraradical
El micelio intraradical puede presentar un crecimiento intercelular o intracelular, de esta
manera pueden diferenciarse distintos patrones de desarrollo. Las hifas pueden dar lugar

a estructuras como los arblsculos y las vesiculas.

Arbusculos
La hifa intercelular puede penetrar las células de las capas internas del parénquima
cortical, dando lugar a una estructura muy ramificada denominada arbusculo. Cuando
esto sucede, la membrana plasmatica celular se invagina y crece acompanando el
desarrollo del mismo, de esta manera el hongo nunca penetra dentro del citoplasma de
las células y restringe su crecimiento al apoplasto de las células corticales. La hifa se
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ramifica profundamente en forma dicotémica y con paredes cada vez méas delgadas que
presentan una estructura amorfa donde desaparece la organizacion fibrilar de la quitina.

Vesiculas
Las vesiculas son estructuras con paredes gruesas que pueden tener forma variable.
Contienen una alta proporcién de lipidos y numerosos nucleos. Se forman directamente a
partir del ensanchamiento de una hifa y pueden ser terminales o intercalares, formandose

dentro o fuera de las células del parénquima cortical (Abbot, 1982).

1.2 Establecimiento y desarrollo de la colonizacion

Luego de la germinacion, la hifa del HMA debe encontrarse un con un hospedante dentro
de los 8 a 20 dias (Giovanetti & Sbrana, 2001). La hifa penetra la epidermis de la raiz y
crece intercelularmente en el parénquima cortical. En algunas células, el hongo penetra la
pared e invagina la membrana celular, formando el arbusculo y generando una zona
artificial delimitada por las dos membranas citoplasmaticas. Los movimientos
bidireccionales de sustancias como el fosfato y los carbohidratos entre la planta y el
hongo ocurren principalmente en esta interfase y es un requisito para el desarrollo de la
simbiosis mutualista (Smith & Read, 1997).

1.3 Interaccion Micorrizas - Gramineas - Endofitos

La simbiosis planta-microorganismos afecta numerosos procesos naturales que modulan
fuertemente la estructura, diversidad y funcién de las comunidades (Clay, 2001). En la
naturaleza las plantas participan de una variedad de interacciones microbianas
simbiéticas a lo largo de su vida y las interacciones simultaneas con multiples simbiontes
constituyen un fenédmeno comun (Stanton, 2003).

Algunos simbiontes como los HMA y los hongos endofiticos clavicipitaceos (Rodriguez et
al, 2009), forman asociaciones a largo plazo con sus hospedantes. Tanto los HMA como
los endofitos dependen de una planta hospedante para la obtencion de nutrientes,
supervivencia y éxito reproductivo.

Las pasturas comunmente se asocian con ambos simbiontes fungicos (Rodriguez et al,
2009) y es muy posible que hospedantes individuales sean coinfectados por ambos tipos
de simbiontes a lo largo de su vida. Teniendo en cuenta la probabilidad de la interaccion
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simultanea entre una planta con ambos simbiontes flingicos, y la dependencia de cada
socio con la planta hospedante para su nutricién, los HMA y los endofitos podrian
interactuar para influir en la aptitud de la planta hospedante asi como en la aptitud del otro
simbionte.

Los hongos endofiticos y los HMA son conocidos por incrementar considerablemente la
biomasa vegetal, produccion de semillas, la aptitud y la competitividad en muchos
hospedantes (Clay, 1988; Bever et al, 2001; Rudgers et al, 2005). Por lo tanto, las
interacciones mutualistas simultaneas podrian potencialmente resultar en un beneficio
para los tres socios.

Existen numerosos estudios que han examinado el efecto directo de la infeccién con
endofitos sobre la colonizacion de micorrizas arbusculares. Algunos de estos muestran
una reduccién de la colonizacion por parte de HMA cuando la planta se encuentra
infectada por endofitos (Chu-Chou et al, 1992; Guo et al, 1992; Omacini et al, 2006; Mack
& Rudgers, 2008). Sin embargo, ensayos a campo y experimentales sobre pasturas
nativas en Argentina han mostrado una mayor micorrizacién en plantas infectadas con
endofitos (Novas et al, 2005, 2009; Vignale et al, 2010). Cabe destacar que todos los
estudios que registraron una relacién antagénica entre los simbiontes fungicos, fueron
realizados en pasturas seleccionadas con fines agronémicos, mientras que aquellos en
los que se observé una interaccidn positiva se realizaron en pasturas silvestres (Novas et
al, 2009).

Sumado a esto, estudios in vitro, llevados a cabo para analizar el efecto de endofitos y
sus exudados sobre los estados pre-infectivos de HMA, han demostrado un efecto
positivo en el nimero de ramificaciones y la longitud de micelio de los mismos, apoyando
los resultados obtenidos a campo (Novas et al, 2011).

Los resultados obtenidos hasta el momento, evidencian que, en pasturas nativas la
presencia de especies asexuales de Epichloé aumentaria la colonizacion de hongos
micorricicos. Sin embargo, hasta el momento se desconoce si su presencia tiene también
algun efecto sobre la diversidad de especies de hongos formadores de micorrizas que se

asocian a la planta.

1.4 Efectos de los sistemas de labranza sobre los HMA

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son un componente importante de todos los

ecosistemas (Boddington & Dodd, 2000), constituyendo el principal componente de la

biota del suelo de los agro-ecosistemas (Alguacil et al, 2008; Khade & Rodrigues, 2009).
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Los HMA tienen el potencial para mantener la sustentabilidad de los agro-ecosistemas a
través de sus roles, fundamentales en la mejora de la eficiencia de ambos ciclos de
nutrientes (N y P) (Boddington & Dodd, 2000). Algunos estudios sefialan la existencia de
asociaciones entre la infectividad de los HMA vy las practicas de manejo agricola tales
como: los sistemas de cultivo (Hendrix et al, 1995; Kabir et al, 1997; Bagayoko et al,
2000); la aplicacion de fertilizantes (Kabir et al, 1997; Joner, 2000; Liu et al, 2000;
Covacevich et al, 2006, 2007; Siddiqui et al, 2008); los mono cultivos durante periodos
extensos (Cicier aretinum L., Glicine max (L.) Merr., Heliantus annuus L., Sorghum bicolor
(L.) Moench, S. sudaense (Piper) Stapf, Triticum aestivum L.) (Johnson & Pfleger, 1992), y
la intensidad de uso del suelo (Oehl et al, 2003). Sin embargo, los resultados son
contradictorios y no permiten establecer conclusiones globales.

En Argentina, Covacevich et al (2006, 2007) reportaron que, para una misma area agro-
ecoldgica, diferentes manejos de la fertilizacion afectaron negativamente el potencial
micorricico de los suelos. Aln siendo escasa la informacién sobre las variaciones en la
composicion de especies en agro-ecosistemas de Argentina, los trabajos que analizaron
los cambios en la composicidbn de especies de HMA, teniendo en cuenta el tipo de
labranza, indican que las practicas agrondmicas afectan negativamente la diversidad de
estos organismos (Menéndez et al, 2001; Schalamuk et al, 2006).

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la asociacion Bromus auleticus-
Epichloé pampeana sobre el porcentaje de colonizacion de raices por Hongos
micorricicos y sobre la diversidad de este grupo de simbiontes tanto en muestras de suelo
rizosférico como en las raices de las plantas hospedantes. Para llevar adelante el analisis
de diversidad, se utilizaron nuevas tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento.

2. Materiales y métodos:

Con el fin cumplir el objetivo planteado en este capitulo, se tomaron muestras de suelo y/o
raices, siguiendo la siguiente secuencia temporal (Figura 1):
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Figura 1: Representacion temporal del estudio de la asociacion Bromus auleticus — E.
pampeana sobre la comunidad HMA

T1:6 meses T3: 18 meses
2.1 Andlisis de parametros de suelo

Los parametros de suelo se analizaron segun lo establecido en el punto 2.4 del Capitulo
1.

2.2 Colonizacion micorricica arbuscular

El nivel de colonizacién de HMA en plantas de B. auleticus se estimé en los tiempos T1 (6
meses) y T3 (18 meses). El sistema radical de 12 plantas de cada tratamiento fue
cuidadosamente lavado con agua de canilla para eliminar la tierra libre y posteriormente
fue conservado en FAA (etanol-acido acético-formalina) hasta que las raices fueron
tefidas con azul de tripan (Phillips & Hayman, 1970). La colonizacion arbuscular (CA),
vesicular (VC), de circunvoluciones y la de hifas (HC) fue analizada en 150 intersecciones,
utilizando el método de McGonigle et al (1990).

2.3 Andlisis del efecto de la asociacion sobre la diversidad de los HVIA

2.3.1 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN a partir de muestras de suelo se realiz6 como se detalla en el inciso
2.7 del Capitulo 1. Adicionalmente, en el T3 se tomaron muestras de raices de plantas de
B. auleticus con (E+) y sin endofitos (E-) cultivadas en suelo A y NA, se conservaron a
4°C, se trataron con nitrégenos liquido y se maceraron en un mortero estéril previo a la

extraccion.
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2.3.2 PCR y pirosecuenciacion

El gen 18S ARNr fue amplificado utilizando los cebadores AMV4.5NF/AMDGR que
contienen la secuencia de los adaptadores de Roche 454 A y B y un "identificador
multiple" de 10 nucleétidos (MID) para ordenar las muestras: cebador B
(CTATGCGCCTTGCCAGCCCGC) + MID (CATAGTAGTG) + Forward
(CCCAACTATCCCTATTAATCAT) donde CATAGTAGTG es un ejemplo, se utilizaron
diferentes MID para cada muestra) y el cebador A (CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA) +
primer reverse (AAGCTCGTAGTTGAATTTCG) obtenido por RDP pirosecuenciacion.
Para cada muestra, se llevaron a cabo cuatro PCRs independientes. La mezcla de PCR
(volumen final de 25 pl) contenia 2,5 ul FastStart High Fidelity Buffer 10X Reaction (Roche
Ciencias Aplicadas, Mannheim, Alemania), 20 ng de ADN, 0,4 mM de cada cebador, 1,25
U FastStart High Fidelity Enzyme mezcla (Roche Applied Science) y 0,2 mM de dNTPs.
Las condiciones de PCR fueron 95°C durante 5 minutos para la desnaturalizacién inicial,
seguido de 95°C durante 45 segundos, 57°C durante 45 segundos, 72°C durante 60
segundos en 30 ciclos, y una etapa de elongacion final a 72°C durante 4 minutos. Se
llevaron a cabo dos reacciones de control negativo que contienen todos los componentes
sin molde. La cuantificacién de los productos de PCR purificados se llevé a cabo mediante
el uso de Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit (Invitrogen Molecular Probes Inc, Oregén,
EE.UU.). Las reacciones para cada muestra se combinaron y se purificaron utilizando
perlas de AMPure XP.

Los productos purificados de PCR de todas las muestras se agruparon mediante misma
cantidad de moléculas por muestra, luego fueron inmovilizados sobre perlas de captura de
ADN, amplificados mediante la amplificacién clonal a base de emulsién (emPCR), y
secuenciados en un dispositivo PicoTiterPlate en el Secuenciador Genémico FLX (Roche
Applied Science) usando la quimica de titanio de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en INDEAR (Argentina).

2.3.3 Procesamiento de datos de Pirosecuenciacion:
Los datos obtenidos a partir de la pirosecuenciacion del gen 18S fueron procesados
utilizando MOTHUR (http://www.mothur.org/) (Schloss et al, 2009). Se realizé la

asignaciéon de secuencias a cada tratamiento y posteriormente el corte de las secuencias

de cebadores y barcodes. A continuacion se realizé un filtrado por calidad, utilizando los

siguientes parametros: Calidad promedio: 30 nucleétidos, calidad promedio dentro de una
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ventana de 50 nucleétidos: 30 nucledtidos, largo minimo de las secuencias: 220
nucleétidos, largo maximo de las secuencias: 290 nucledtidos, largo maximo de
homopolimeros: 8 nucleétidos. Debido a la dispersién del niumero de secuencias por
muestra, los datos se normalizaron por nimero de secuencias, que fue llevada a cabo por
tamano mediano de numero de secuencias (11101 secuencias). Las muestras de menor
tamano no fueron modificadas. Se elimind el ruido en las secuencias (procedimiento
shh.seqs de mothur). Se realizé el alineamiento contra un secuencia de referencia de

secuencias fungicas del ARNr 18S de la base de datos Silva (http:/www.arb-silva.de/). Se

eliminaron las secuencias con similitudes en regiones no amplificadas por los cebadores a
partir de los alineamientos multiples. Posteriormente se construyé una matriz de
distancias y se agruparon las secuencias en unidades taxonémicas operativas (OTUs) y
se seleccionaron utilizando un umbral de 92 % de identidad y la secuencia mas
abundante de cada OTU fue seleccionada como una secuencia representativa. Las
asignaciones taxonémicas fueron realizadas por comparacién con un subconjunto de la

base de datos anteriormente mencionada.

2.3.4 Andlisis estadistico

Tomando como datos las OTUs identificadas dentro del Phylum Glomeromycota con el fin
de evaluar la asociacion entre la distribucién espacial de las OTUs y los distintos
tratamientos, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA). Para este analisis,
los datos fueron estandarizados por el cociente entre la diferencia de un valor (X)) con la
media y la desviacidon estandar (S) antes de realizar el PCA. Los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software InfoStat 2012 (Di Rienzo et al, 2011).

El calculo mencionado se expresa:

Xii—Xi

Xiestandarizado =~
L

Las diferencias en los niveles de micorrizacién se analizaron mediante modelos lineales
mixtos para medidas repetidas y modelos lineales generalizados binomiales negativos
utilizando el software R (R Core Team, 2014).

61



Capitulo 2

3. Resultados:

3.1 Andlisis de suelo

Las propiedades fisicoguimicas de los suelos A y NA evidenciaron un suelo franco, lige-
ramente a moderadamente acido en la reaccién, con una disminucién en los niveles de
fésforo entre el TOy T3 (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades del suelo rizosférico al inicio del ensayo (T0) y después de 18
meses de tratamiento (T3) con plantas de Bromus auleticus E +y E-.

pH MO (%) N (%) P (ppm) Arena Limo Arcilla Textura

TO A 6,1 2,6 0,16 8,3 28,7 49,0 22,3 Franca
TO NA 5,4 6,2 0,35 92,3 29,7 51,0 19,3 Franca
T3 AE+ 59 3,51 0,15 51 17,1 60,6 22,4 Franca
T3 AE- 5,8 3,51 0,15 5,0 18,0 60,9 21,1 Franca
T3 NAE+ 5.8 4,32 0,23 79,6 12,1 68,1 19,9 Franca
T3 NAE- 5,7 4,64 0,21 68,4 13,2 66,9 19,9 Franca

MO (%): porcentaje de materia organica, N (%): porcentaje de nitrégeno, P (ppm): fésforo (partes
por millén); TO: muestras de suelo recolectadas al comienzo del ensayo; T3: muestras de suelo a
los 18 meses; E+: suelo de plantas de plantas con endofitos, E-: suelo tomado de plantas de plan-
tas de sin endofitos.

3.2 Colonizacién micorricica arbuscular

Las diferencias entre los niveles de micorrizaciéon fueron analizadas inicialmente por
modelos lineales mixtos para medidas repetidas, pero la dispersién existente intra e inter
temporal imposibilitaron el analisis. Por este motivo se aplic6 un modelo lineal
generalizado binomial negativo para cada tiempo. Este tipo de andlisis es utilizado para
variables por recuento y es mas robusto frente a la sobre dispersion.
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3.2.1 Andlisis de porcentaje de micorrizacion total

Considerando el porcentaje de colonizacién total por HMA, en el T1 (6 meses) para un
mismo tipo de suelo (E+A vs E-A y E+NA vs E-NA) se obtuvo un mayor porcentaje de
micorrizacion en plantas E+ que en plantas E- (Figura 2), pese a esto, el analisis
estadistico no evidencia diferencias significativas debidas al endofito (Z= 1,309, P=0,191)
ni al tipo de suelo (Z=1,195; P=0,232).

En el T3 se observé un mayor porcentaje de micorrizacion en plantas E+ que en plantas
E-, independientemente del tipo de suelo. El andlisis estadistico no evidencia diferencias
significativas debidas a la presencia del endofito (Z= 1,145; P=0,885) ni al tipo de suelo
(Z=1,064; P=0,287).

Figura 2: Andlisis de porcentaje de micorrizacion de raices de plantas de Bromus
auleticus.

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondémico; T1: muestreo a los 6 meses del inicio. T3:
muestreo a los 18 meses del inicio. E +: raices de plantas con endofitos, E-: raices de
plantas sin endofitos. Letras diferentes indican diferencias significativas
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3.2.2: Analisis del porcentaje de micorrizacion discriminado por estructuras

Arbusculos

En el T1, se detecté un mayor porcentaje de arbusculos en plantas E+ que en plantas E-

(Figura 3), pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas debidas a la

presencia del endofito (Z= 0,752; P=0,452) ni al tipo de suelo (Z=1,291; P=0,197). En el
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T3, también se observé un mayor nimero de arblsculos en plantas E+, siendo estas
diferencias significativas (Z= 3,574; P= 0,0003). Esta diferencia es particularmente notoria
en NA, donde el porcentaje de micorrizacidén de las plantas E+ es cuatro veces mayor al
observado en las plantas E-. En este tiempo no se observaron diferencias debidas al tipo
de suelo (Z=0,724; P =0,468).

Figura 3: Analisis del porcentaje de arbusculos a partir de raices de plantas de Bromus
auleticus.

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondmico; T1: muestreo a los 6 meses del inicio. T3:
muestreo a los 18 meses del inicio. E+: Raices de plantas con endofitos. E- Raices de
plantas sin endofitos. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Vesiculas

En el T1 (6 meses) se observd un mayor porcentaje de vesiculas en plantas E+ que en
plantas E- (Figura 4), independientemente del tipo de suelo. El analisis estadistico
evidencia diferencias significativas debidas a la presencia del endofito (Z=2,348; P
=0,019;) y al tipo de suelo (Z=2,256; P =0,024). En este tiempo de muestro la mayor
diferencia entre plantas E+ y E- se evidencié en el suelo NA, donde las diferencias
alcanzan el triple.

En el T3 (18 meses) para un mismo tipo de suelo (E+A vs E-A y E+NA vs E-NA) se

obtuvo un mayor porcentaje de vesiculas en plantas E+ que en plantas E- (Figura 4), sin
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embargo, el analisis estadistico no evidencia diferencias significativas debidas al endofito
(£=0,820; P =0,412) ni al tipo de suelo (Z=1,148; P =0,251).

Figura 4: Anadlisis de porcentaje de vesiculas a partir de raices de plantas de Bromus
auleticus.

A: suelo agrondmico; NA: suelo no agronémico; T1: muestreo a los 6 meses de iniciado el
ensayo. T3: muestreo a los 18 meses de iniciado el ensayo. E+: Raices de plantas con
endofitos; E- Raices de plantas sin endofitos. Letras diferentes indican diferencias

significativas
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Circunvoluciones

En el T1 (6 meses) los valores de colonizacién por circunvoluciones son muy semejantes
entre los tratamientos, siendo las diferencias no significativas debidas a la presencia del
endofito (Z=0,127; P =0,899) o al tipo de suelo (Z= 0,922; P =0,356). Por otro lado, en el
T3 (18 meses) para un mismo tipo de suelo (E+A vs E-A y E+NA vs E-NA) se obtuvo un
mayor porcentaje de vesiculas en plantas E- que en plantas E+ (Figura 5), pese a esto el
analisis estadistico no evidencia diferencias significativas debidas al endofito (Z= 0,105; P
=0,917) ni al tipo de suelo (Z=1,302; P =0,193).
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Figura 5: Andlisis de porcentaje de circunvoluciones a partir de raices de plantas de
Bromus auleticus.

A: suelo agronomico; NA: suelo no agronémico; T1: muestreo a los 6 meses de iniciado el
ensayo. T3: muestreo a los 18 meses de iniciado el ensayo. E+: Raices de plantas con
endofito. E- Raices de plantas sin endofito. Letras diferentes indican diferencias
significativas
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3.3 Analisis de lecturas totales obtenidas por Pirosecuenciacion del ARNr 18S

A partir del andlisis de lecturas obtenidas por pirosecuenciacién se obtuvieron 14
unidades taxonémicas operativas (OTUs), las cuales presentaron diferentes frecuencias
en suelo y raices y entre los tratamientos.

En el TO, el nimero de lecturas del suelo NA fue mayor que el del suelo A. Por otro lado,
en el T3, tanto en el suelo A como en el NA el nimero de lecturas fue menor cuando las
plantas de B. auleticus estaban asociadas a Epichloé pampeana (figura 6) y los valores
fueron mayores en los tratamientos con suelo A en comparacion al suelo NA.

En la Tabla 2 se presentan las OTUs en orden decreciente de numero de lecturas totales.
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Tabla 2: Lecturas obtenidas a partir de pirosecuenciacion de muestras de suelo

rizosférico y de raices de Bromus auleticus, discriminadas por tratamiento y totales.

Lecturas por tratamiento
OoTU Suelo Raiz Total
E+ A E- A E+ NA E- NA TOA TONA E+ A E-A E+ NA E- NA
OTU_3 866 3049 134 1253 853 707 934 17 3 156 7972
oTU 4 23 15 763 2182 252 1279 933 420 997 792 7656
OTU 5 1182 1853 23 209 139 392 179 147 267 2 4393
OTU_11| 528 402 26 49 861 566 45 184 0 2 2663
OTU_12 40 0 7 899 2 35 315 383 4 6 1691
oTuU_13 199 89 50 391 4 152 551 0 4 58 1498
OTU_14 30 195 1 75 79 450 329 32 0 0 1191
OTU 15 136 511 2 3 44 241 212 0 0 0 1149
OTU_18 0 0 0 22 0 581 0 0 0 0 603
OTU_20 64 88 0 8 56 34 7 15 0 0 272
OTU_22 0 0 0 148 0 54 0 0 0 0 202
OTU_23 1 24 2 1 37 12 120 4 0 0 201
OTU_26 0 0 0 0 0 96 0 1 0 0 97
OTU_27, 0 0 0 0 68 0 0 0 0 0 68

Figura 6: Numero de lecturas de HMA a partir de suelo agronémico y no agronémico en

el TO y a partir de suelo rizosférico de plantas de Bromus auleticus en el T3.

TO: muestra tomada al inicio del ensayo. T3: muestra tomada a los 18 meses. E+: suelo

rizosférico de plantas asociadas a Epichloé pampeana. E-, suelo rizosférico de plantas no

asociadas a E. pampeana. A: suelo agronémico NA: suelo no agrondémico.
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3.3.1 Diversidad de OTUs y numero de lecturas a partir de muestras de suelo

El andlisis realizado empleando el indice de Simpson inverso 1/(D), sefala que la
diversidad de las OTUs de HMA correspondientes al TO es mayor en el suelo NA que en
el suelo A (Tabla 3).

En el T3, se observa que la diversidad de HMA en suelos Agronémicos fue mayor cuando
las plantas de B. auleticus estaban asociadas a Epichloé pampeana, mientras que en
suelos NA la diversidad de OTUs fue mayor cuando las plantas de B. auleticus no se
encontraban asociadas a E. pampeana.

Tabla 3: Andlisis de la diversidad de hongos formadores de micorrizas a partir de
muestras de suelo rizosférico de plantas de Bromus auleticus.

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondémico; TO: Tiempo inicial de muestreo. T3:
tiempo de muestreo a los 18 meses de iniciado el ensayo. E+: suelo rizosférico de plantas
E+ de B. auleticus; E-: suelo rizosférico de plantas E- de B. auleticus.

Tratamientos N¢ de lecturas Indice de Simpson inverso

1/(D)
TOA 2395 3,65
TO NA 4599 6,52
T3E+A 3069 3,78
T3E-A 6226 2,93
T3 E+ NA 1006 1,67
T3 E- NA 5240 3,72
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3.3.2 Diversidad de OTUs y numero de lecturas a partir de muestras de raices

El numero de lecturas obtenidas fue mayor en ambos tipos de suelo en presencia B.
auleticus asociado a Epichloé pampeana, siendo esto mas notorio en el tratamiento con
suelo A (Tabla 4).

En las raices provenientes de suelos A la diversidad fue mayor en plantas de B. auleticus
asociadas a E. pampeana. Para suelos NA la diversidad fue levemente mayor en los
tratamientos donde el hospedante no se encontraba asociado a E. pampeana, aunque se

mantuvieron en un rango muy similar.

Tabla 4: Andlisis de diversidad de HMA de muestras de raiz de plantas de Bromus
auleticus, tomadas en el tiempo 3 (18 meses).

A: suelo agrondmico; NA: suelo no agrondmico E+: raices asociadas a E. pampeana. E-:
raices no asociadas a E. pampeana.

Tratamientos N2 de lecturas Indice de Simpson inverso
(1/D)

E+ A 3625 5,60

E- A 1203 3,81

E+ NA 1275 1,52

E- NA 1016 1,57

3.3.3 Distribucion de la diversidad de HMA de suelo y raices entre los diferentes
tratamientos

La asignacién taxonémica de las OTUs permitié identificar 11 especies y tres OTUs
quedaron identificadas a nivel de género (Tabla 5)
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Tabla 5: Asignacién de las OTUs a taxones del Phylum Glomeromycota

OoTU Familia Género Especie
OTU_3 Claroideoglomeraceae Claroideoglomus Claroideoglomus sp1.
OTU 4 Glomeraceae Glomus Glomus iranicum
OTU_5 Glomeraceae Glomus Glomus perpusillum
OTU_11 Glomeraceae Glomus Glomus viscosum
OTU 12 Glomeraceae Glomus Glomus mosseae
OTU_ 13 Glomeraceae Glomus Glomus claroideum
OoTU_14 Glomeraceae Glomus Glomus macrocarpum
OTU 15 Glomeraceae Glomus Glomus coremioides
OTU 18 Glomeraceae Glomus Glomus sinuosum
OTU_20 Paraglomeraceae Paraglomus Paraglomus laccatum
OoTU_22 Claroideoglomeraceae Claroideoglomus Claroideoglomus sp2
OTU_23 Gigasporaceae Scutellospora Scutellospora heterégama
OTU_26 Glomeraceae Glomus Glomus sp.1
oTuU_27 Acaulosporaceae Acaulospora Acaulospora longula

A partir del analisis global (Figura 7) de las muestras de suelo, se observa que en el
tiempo inicial (T0O), del 100% de las lecturas obtenidas (6994) el 9,03% (A) y 8,06% (NA)
correspondieron a Claroideoglomeraceae, el 40,56% (A) y 40,16% (NA) correspondieron a
la familia Glomeraceae, el 0,59% (A) y 0,36% (NA) a Paraglomeraceae y 0,39% (A) y
0,13% (NA) a Gigasporaceae. Solo en suelo A se detectd la presencia de
Acaulosporaceae con el 0,72%.
En el andlisis de suelo correspondiente al T3, también de suelo, de la totalidad de las
lecturas obtenidas (15543) el 5,57%; 19,62%; 0,86% y 8,11% correspondieron a
Claroideoglomeraceae en E+ A, E-A, E+NA y E-NA respectivamente y el 13,76%; 19,72%;
5,61% y 24,64% pertenecieron a la familia Glomeraceae. Por otro lado, el 0,41%, 0,57% y
0,05% correspondieron a Paraglomeraceae en E+A, E-A y E-NA respectivamente y
Gigasporaceae presentd 0,01% en E+A, E+NA y E-NA. No se detect6 presencia de
Acaulosporaceae (OTU 27), ni de la OTU 26 en ninguna de las muestras a partir de suelo
rizosférico en este tiempo.
En las muestras tomadas a partir de las raices de B. auleticus se detectd que del 100% de
las lecturas (7119) el 13,12%; 0,24%; 0,04% y 2,19% correspondieron a
Claroideoglomeraceae en E+A, E-A, E+NA y E-NA respectivamente, mientras que el
36,02%;16,39%; 17,87% y 12,08% pertenecieron a la familia Glomeraceae, €l 0,10% vy
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0,21% a Paraglomeraceae en E+A y E-A y la familia Gigasporaceae se encontr6 presente
solo en el tratamiento E+A (1,69%). No se detectaron secuencias correspondientes a la
familia Acaulosporaceae (OTU 27), ni de la OTU 26 en ninguna de las muestras obtenidas
a partir de raices en este tiempo.

Figura 7: Distribucién global porcentual relativa de las familias detectadas tanto en el
suelo en el Tiempo 0 como en el suelo y las raices en el Tiempo 3 (18 meses). A: suelo
agronoémico; NA: suelo no agronémico; E+: raices de B. auleticus asociadas a E.
pampeana; E- raices de B. auleticus no asociadas a E. pampeana.
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3.3.4 Andlisis de la biodiversidad de HMA asociada al suelo rizosférico de Bromus
auleticus con diferente estatus endofitico

Las dos primeras componentes obtenidas del Analisis de Componentes Principales
(Figura 8) realizado a partir de los datos de HMA presentes en las muestras de raiz
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describen el 91,2% de la variabilidad total, permitiendo distinguir 4 grupos diferentes: el
grupo 1 conformado por E-NA, el grupo 2 por E+NA, el grupo 3 por E+A y el grupo 4 por
E-A.

La componente 1(CP1) presentd una asociacion positiva con las OTUs 5, 11, 15y 23 y
asociacion negativa con las OTUs 4, 12, 18, 20 y 22 (Tabla 6), evidenciando la separacion
espacial de los grupos 1, 2, 3 y 4. Esta componente muestra asociacion al tipo de suelo,
asociandose positivamente con el suelo A y negativamente con el suelo NA.

Por otro lado, la componente principal 2 (CP2) presenté una asociacién positiva con las
OTUs 4, 12, 22 y 18 (Tabla 6). Esta componente evidencia una separacion espacial entre
los grupos 1, 2, 3 y 4, mostrando asociacion al factor endofito, asocidndose

negativamente con la presencia del mismo.

Figura 8: Distribucion espacial de las OTUs, en las dos primeras componentes derivadas
del analisis de componentes principales, de hongos micorricicos arbusculares en suelo
rizosférico de plantas de B. auleticus asociadas o no a endofitos. A: suelo agronémico;
NA: suelo no agrondémico; E+: Suelo rizosférico de plantas asociadas a E. pampeana; E-

Suelo rizosférico de plantas no asociadas a E. pampeana.
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Tabla 6: Autovectores del Analisis de Componentes Principales basado en los datos de
hongos micorricicos arbusculares obtenidos a partir de pirosecuenciacion de ADN de
muestras de suelo. Se remarcan con negrita los casos de mayor nivel de asociaciéon con

las Componentes 1y 2.

OTUs CP1 CcP2
OoTuU_3 Claroideoglomus sp. 0,24 0,4
OoTU 4 Glomus iranicum -0,33 0,22
OTU 5 Glomus perpusillum sp. 0,33 0,18
OoTU_11 Glomus viscosum 0,28 0,02
OTU_ 12 Glomus mosseae -0,28 0,34
OTU_13 Glomus claroideum -0,24 0,33
OoTU_ 14 Glomus macrocarpum 0,23 0,4
OTU_15 Glomus coremioides 0,33 0,21
OTU_18 Glomus sinuosum -0,28 0,35
OoTU_20 Paraglomus laccatum -0,33 0,15
OTU_22 Claroideoglomus sp. -0,28 0,35
OTU_23 Scutellospora heterogama 0,29 0,24
Varianza acumulada 62,8 28,4

%

3.3.5 Andlisis de la biodiversidad de HMA asociada a las raices de Bromus auleticus con
diferente estatus endofitico

El analisis de componentes principales (Figura 9) realizado con los datos de HMA
obtenidos de las muestras de raices describe el 90,2% de la variabilidad total entre ambas
componentes permitiendo distinguir 3 grupos diferentes: el grupo 1 conformado por RE-
NA 'y R+NA, el grupo 2 por RE-Ay el grupo 3 por RE+A.
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La componente 1 (CP1) presentd una asociacion positiva con las OTUs 3, 13, 14, 15y 23

y asociacién negativa con la OTU 26, (Tabla 7), permitiendo observar la separacion del

Grupo 3 del resto de los tratamientos. Por otro lado, la componente principal 2 (CP2)

present6 una asociacién positiva con las OTUs 11, 12, 20, y 23 y negativa con la OTU 4

(Tabla 5), permitiendo separar el Grupo 1 del Grupo 2, de esta manera esta componente

muestra cierta asociacion al tipo de suelo.

Figura 9: Distribucion espacial de las OTUs, en las dos primeras componentes derivadas

del analisis de componentes principales, de hongos micorricicos arbusculares en raices

de B. auleticus asociados o0 no a endofitos.

A: suelo agrondmico; NA: suelo no agronémico; E+: raices de plantas asociadas a E.

pampeana; E- raices de plantas no asociadas a E. pampeana.
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Tabla 7: Autovectores del Analisis de Componentes Principales basado en los datos de
hongos micorricicos arbusculares obtenidos a partir de pirosecuenciacion de ADN de

muestras de raiz.

OTUs CP1 CP2
OoTU_3 Claroideoglomus sp. 0,42 0,05
OTU 4 Glomus iranicum 0,22 -0,39
OTU_S. Glomus perpusillum sp. 0,08 -0,01
OTU_11 Glomus viscosum -0,11 0,46
OTU_ 12 Glomus mosseae 0,13 0,46
OTU_13 Glomus claroideum 0,42 0,06
oTuU_14 Glomus macrocarpum 0,41 0,12
OTU_15 Glomus coremioides 0,42 0,08
OoTU_20 Paraglomus laccatum -0,01 0,48
OoTU_23 Scutellospora heterogama 0,42 0,1
OTU_26 Glomus sp. -0,21 0,42
Varianza acumulada % 50,2 40
4. Discusion:

En el presente Capitulo se estudid, por primera vez a nuestro entendimiento, el efecto de
la asociacion Bromus auleticus - Epichloé pampeana sobre la diversidad de hongos
micorricicos arbusculares. Teniendo en cuenta que los endofitos pueden modular las
comunidades de microorganismos rizosféricos y con el objetivo de evaluar si ademas,
pueden ejercer una seleccién sobre la identidad de los simbiontes que se asocian a las
raices de sus hospedantes, la diversidad fue analizada tanto en suelo rizosférico como en
las raices de los hospedantes. Ademas, considerando que los HMA no pueden ser
cultivados y que su identificacion taxondémica a través de la morfologia y andlisis
microcoscopico de las paredes de las esporas hacen dificil estas aproximaciones, se
implementaron técnicas de analisis metagenémico para fortalecer este estudio.

Los HMA son importantes en la agricultura, por los beneficios que aportan a la mayoria de
los cultivos (Jeffries & Barea, 2012). Se ha documentado ampliamente como los HMA
incrementan la absorcion de nutrientes minerales y agua por parte de la planta (Brundrett,

2002) y brindan diversos beneficios a través de una mayor proteccion contra el estrés
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biético, derivado del ataque de patégenos (Lépez-Raez et al, 2012) o abidtico, como el
causado por sequias (Ruiz-Lozano et al, 2008), salinidad (Oztekin et al, 2013), metales
pesados (Azcén et al, 2009) o contaminantes organicos (Leyval et al, 2002). Dada la
potencial aplicacién del modelo utilizado en este estudio en ambitos productivos, el
analisis de la diversidad de comunidades de HMA se realiz6 en muestras de suelo con
diferentes tipos de uso: agronémico y no agronémico. Por otro lado, ademas del estudio
de la diversidad, se evalud el porcentaje de raiz micorrizada.

Efecto de los endofitos y el uso del suelo sobre la micorrizacion

En relacion a la cuantificacion de la asociacidén en el presente trabajo, tanto a los 6 como
a los 18 meses de iniciado el ensayo (T1 y T3 respectivamente), no se obtuvieron
diferencias significativas en el porcentaje total de micorrizacién. Sin embargo, en ambos
muestreos, los tratamientos con plantas E+ presentaron valores superiores a aquellos con
plantas E-. En ambos tiempos de muestreo, los valores presentados en plantas E+ fueron
superiores que en plantas E- y los mayores valores fueron registrados en las plantas
cultivadas en suelo NA.

Por otra parte, es interesante tener en cuenta que en un ensayo realizado en el campo
experimental de INTA de Concepcién del Uruguay, con esta misma asociacién B.
auleticus-E. pampeana, las diferencias fueron significativas aun luego de mas de 12
meses de iniciado el estudio (Vignale MV com. per.). La divergencia entre los resultados
de ambos ensayos puede asociarse al desarrollo del presente estudio en maceta, donde
la cantidad del suelo y la limitacion espacial pudieron dificultar el establecimiento de la
asociacion en estadios avanzados de las plantas.

Respecto al efecto del endofito sobre las estructuras especificas, cabe destacar que se
observo en el T1 un efecto positivo del mismo sobre las vesiculas, efecto que no fue tan
notorio en el T3. Este tipo de estructuras son producidas por las familias Glomeraceae,
Acaulosporaceae y Pacisporaceae. Diversos trabajos (Strullu & Romand, 1987, Declerck
et al, 1998) mencionan la capacidad de las vesiculas para germinar, re- colonizar raices, y
completar el ciclo de vida de hongos. En este trabajo, no solo se encontré un incremento
en el tiempo 1 en el nUmero de vesiculas, sino que se encontré posteriormente (T3) una
marcada predominancia de los miembros de la familia Glomeraceae, lo que sugeriria una

seleccidn temprana por parte de B. auleticus asociado a E. pampeana.
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En el caso de los arbusculos, en el T1 se observé que los tratamientos con endofito
presentaron mayores valores, sin embargo las diferencias observadas no fueron
significativas. En el T3 se evidencié que los tratamientos asociados a E. pampeana
presentan valores significativamente mayores, destacandose esta diferencia en el suelo
NA. Este aumento podria deberse a una disminucion en los niveles de fosforo extractable.
Diferentes estudios han registrado que el uso de fertilizantes resulta en un retardo y una
disminucion del porcentaje de raiz colonizada por HMA (Asimi et al, 1980; DeMiranda et
al, 1989). Abbott y colaboradores (1979) postularon que cuando el nivel de fésforo en el
suelo es mayor que el requerido para el crecimiento de la planta, se inhibe el desarrollo de
arbusculos. Por lo tanto, nuestros resultados podrian sugerir que el aumento en la
cantidad de arbusculos podria estar asociado a una disminucién de la concentraciéon de P
en suelo.

Los resultados obtenidos en el T1 y la tendencia observada a los 18 meses coinciden con
estudios previos en gramineas nativas de Argentina (Novas et al, 2005; 2009; 2010;
2011), apoyando la hipétesis del efecto positivo ejercido por endofitos asexuales Epichloé
sobre HMA en gramineas nativas.

Efecto de diferentes tipos de suelos acondicionados con Bromus auleticus sobre la
diversidad de HMA.

Al inicio del ensayo se observd un mayor nimero de lecturas en el suelo NA que en el
suelo A. Estos resultados coinciden con otros estudios. En general se considera que las
practicas agricolas alteran la poblacion de HMA, la composicidbn de especies y la
colonizacién micorricica (Kurle & Pfleger, 1994), afectando por un lado a la abundancia y
por otro a la diversidad de HMA (Verbruggen et al, 2012). En el caso de la abundancia, se
ha registrado una asociacién negativa con las practicas agronémicas intensivas (Smith &
Read, 2008). La labranza y los altos niveles de nutrientes tienden a disminuir la
abundancia absoluta de propagulos de HMA viables, tales como esporas y micelio
(Karasawa & Takebe, 2011; Schnoor et al, 2011).

En cuanto a la diversidad, los sistemas agronémicos tipicamente albergan una diversidad
HMA menor que los sistemas naturales (Verbruggen et al, 2010), y estos sistemas suelen
estar dominados por un grupo selecto taxones dentro del orden Glomerales (Oehl et al,
2010)
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» Analisis de muestras de suelo rizosférico

Los resultados obtenidos en el analisis de la diversidad en las muestras originales
evidenciaron una mayor diversidad de HMA en el suelo NA que en el suelo A, como ya se
ha discutido. El analisis de componentes principales del T3 muestra como la variabilidad
de la diversidad de HMA presente en el suelo luego de la introduccion de plantas E+ y E-
de B. auleticus permite separar a los tratamientos en cuatro grupos, los cuales se separan
entre si tanto por el efecto del tipo del suelo como por el estatus endofitico. Con la
posterior incorporacién de B. auleticus, la diversidad de HMA detectada en suelos NA fue
mayor cuando habian sido acondicionados con plantas E-, mientras que en suelos A, la
diversidad fue mayor en presencia de la asociacion B. auleticus — E. pampeana. Una
explicacién plausible para este comportamiento podria ser la diferencia en la composicion
de HMA entre los dos tipos de suelos y que las diferentes especies respondan de manera
diferencial a la asociacién B. auleticus-E. pampeana. Por ejemplo en el caso de
Claroideoglomus (Otus 3) que se encontraba igualmente representada en ambos tipos de
suelos en el TO, en el muestreo al T3 se ve claramente su asociacion con suelo rizosférico
de plantas E- tanto en A como en NA. De igual modo Claroideoglomus (Otus 22) que en el
TO se registrd en NA, en el T3 solo fue detectada asociada a plantas E-. Por otro lado, las
Otus 12 y 13, identificadas como Glomus mosseae y G. claroideum respectivamente, si
bien ambas estaban presentes en los dos tipos de suelo en TO, en T3 presentaron la
mayor cantidad de lecturas en E+A y en E-NA. En este caso podria deberse a la
presencia de diferentes variedades que sean afectadas de manera inversa por la
presencia de la asociacion. Otro tipo de respuesta fue la que presentaron las Otus 5y 11,
identificadas como G. perpusillumy G. viscosum, que estando ambas presentes en el TO,
en el T3 ambas presentaron el mayor numero de lecturas en el suelo A,
independientemente del estatus endofitico. En este Ultimo caso, estaria influenciado mas
por caracteres del suelo.

» Andlisis de muestras de raices
En contraposicion con lo que ocurre en el analisis de suelo rizosférico, a nivel radicular los
mayores valores de diversidad se detectaron en los tratamientos con suelo A, siendo esto
mas evidente en las raices de las plantas E+ que en las raices de las plantas E-. En los
tratamientos con NA, la diversidad se mantuvo en el mismo orden, siendo levemente

mayor en raices de plantas libres de E. pampeana. De aqui se desprende un punto
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interesante para discutir. El analisis de componentes principales pone en evidencia como
la variabilidad de la diversidad de HMA presente en las raices luego de la introduccion de
plantas E+ y E- de B. auleticus permite separar a los cuatro tratamientos en dos grupos,
uno en base a la variabilidad descripta por la componente principal 2, en relacion al tipo
de suelo (A y NA) y el otro basado en la variabilidad descripta por la componente principal
1y en relacion al estatus endofitico (E+ y E-).

Esta separaciéon es interesante ya que el grupo 1 (E+NA y E-NA) presenta valores
similares en el indice de diversidad. En contraposicién con esto, entre los tratamientos
con suelo Agronémico no solo se observan diferencias en el indice de diversidad, sino
también en la composicion de especies. En este sentido se registrd, una mayor cantidad
de lecturas de las OTUs 3, 14, 23 (Claroideoglomus, Glomus macrocarpum y
Scutellospora heterégama, respectivamente) y 13 y 15 (Glomus claroideum y Glomus
coremioides, respectivamente), siendo estas Ultimas solamente detectadas en presencia
de B. auleticus - E. pampeana. De esta manera, se puede observar un efecto positivo
sobre la abundancia de ciertas especies de HMA en suelos A en relacién a la presencia
de endofitos

Es llamativo que en ambos tipos de suelo, la cantidad lecturas obtenidas a partir de las
raices de plantas E+ es mayor a las E-, y se evidencia particularmente en el suelo
Agrondmico. En este caso también se observa una respuesta diferencial a los diferentes
tratamientos y del mismo modo podria deberse a la diferente composicién de HMA en el
TO. En el caso de las Otus 11, 12, 14, 20 y 23, identificadas como Glomus viscosum, G.
mosseae, G. macrocarpum, Paraglomus laccatum vy Scutellospora heterogama
respectivamente, si bien en TO estan presentes en ambos tipos de suelos, en el T3
prevalecen en el suelo A con algunas diferencias ente E+ y E-. En el caso de la OTU 4, G.
iranicum, se observa un mayor numero de lecturas asociadas a las raices de plantas E+
de ambos tipos de suelos. Finalmente la OTU 3, Claroideoglomus, se asocia
preferencialmente a las plantas E+ en el suelo Ay a las E- en el suelo NA.

* Analisis de OTUs
Deteniéndose sobre las OTUs identificadas presentes en cada uno de los tratamientos,
podemos observar que, de la diversidad presente en el suelo en el tiempo de muestreo
inicial (T0), también fue encontrada en el suelo posterior a la incorporacion de B. auleticus
(T3), a excepcion de miembros de la familia Acaulosporaceae, los que no fueron
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identificados en niveles detectables ni en muestras de suelo ni en muestras de raices,
independientemente del tipo de suelo y del estatus endofitico.

Analizando méas en detalle la frecuencia de las diferentes familias, en las muestras de
raices tomadas de suelo A, se detectaron miembros de diferentes familias, con una
marcada predominancia de las familias Claroideoglomeraceae y Glomeraceae. Por otro
lado, en suelos NA sélo se detectaron miembros de las familias Claroideoglomeraceae y
Glomeraceae, con un porcentaje mayor de Glomeraceae que de Claroideoglomeraceae.
Schalamuk et al (2006) registraron un incremento de las especies pertenecientes a
Glomeraceae en sistemas de siembra directa en detrimento de miembros de
Acaulosporaceae y Gigasporaceae. Por su parte Lendenmann et al (2011) propusieron
que tanto especies de Glomus como especies de Claroideglomus tienen mayor
efectividad en la captacion de fosforo para su hospedante que especies de Gigaspora.
Estos autores ademas proponen que, a su vez, las especies de Glomus son mas efectivas
que las de Claroideglomus. Los resultados del presente trabajo coinciden con lo
observado por Schalamuk et al (2006) en el incremento de especies de Glomus en ambos
tipos de suelos y tanto en muestras de suelo como de raices, “por lo que se podria
proponer algun tipo de seleccion por parte de la planta”. En nuestro trabajo, se observa
que muchas de las especies de Glomus (G. claroideum, G. coremioides, G. iranicum, G.
macrocarpum, G. mosseae) asi como Scutellospora heterogama se asociaron
preferencialmente a las raices de plantas E+ en el tratamiento de suelo A, sugiriendo
también algun tipo de “seleccidn” por parte de las plantas asociadas a endofitos, al menos
en el suelo A.

Por su parte Kiers et al (2011), en un estudio llevado a cabo in vitro, evidenciaron una
relacion cooperativa entre los hongos micorricicos arbusculares y las plantas. De modo
que la planta podria detectar, discriminar y premiar a los hongos mas cooperativos (Ej:
Glomus intraradices) proporcionandoles mayor cantidad de carbohidratos, y por su parte
los hongos transferirian mayor cantidad de fésforo a aquellas raices que les proporcionan
mayor fuente de carbono. Esto no sucederia en el caso de hongos “menos cooperativos o
acaparadores” como G. aggregatum. Este trabajo también apoyaria la hipétesis de una
seleccién mediada por la planta.

La prevalencia de especies de HMA con mayor efectividad en la incorporacion de fésforo
hacia la planta en consecuencia con un efecto positivo en el porcentaje de micorrizacién

en raices de B. auleticus asociado con E. pampeana podria resultar en una mayor
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captacién de fosforo por parte de la planta. Planteando asi un modelo interesante para el
estudio de interaccion entre endofitos foliares y hongos asociados a la raiz y el impacto de

esta asociacién en una graminea nativa de interés econémico.

81



Capitulo 3

CAPIiTULO 3
Efecto de la asociacion Epichloé pampeana - Bromus auleticus sobre hongos

solubilizadores de fosforo
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1. Introduccion:

El fosforo es uno de los principales nutrientes para las plantas, constituyendo alrededor
del 0,2% del peso seco de la planta (Smith et al, 2011). Con el fin de aumentar la
disponibilidad de fosforo para las plantas, se aplican grandes cantidades de fertilizantes al
suelo. Sin embargo, una gran proporcion de fésforo después de la aplicacién de
fertilizantes es rapidamente transformado en formas insolubles (Omar, 1998).

La utilizacién de fertilizantes inorganicos, en particular, se ha asociado con una serie de
problemas ambientales como la eutrofizacion de aguas dulces, estuarios, costas las
emisiones de gases a la atmésfera y una disminucion en la diversidad biolégica dentro y
fuera de los pasturas (Andrews et al, 2009).

Los microorganismos del suelo, especialmente aquellos que habitan la rizésfera, realizan
actividades de gran importancia en el crecimiento y nutricion de las plantas. Se ha
registrado que es en la rizésfera donde generalmente existe una mayor proporcién de
microorganismos solubilizadores de fosfatos, debido a que los exudados radicales y
detritos vegetales, proveen el sustrato energético para soportar la intensa actividad
microbioldgica, caracteristica de este micro habitat, y para llevar a cabo la solubilizacion
(Curl & Truelove, 1986).

Las plantas adquieren fésforo de la solucion del suelo como aniones fosfato. Sin embargo,
los aniones fosfato son extremadamente reactivos siendo inmovilizados por precipitacion
con cationes tales como Ca,", Mg,", Fes* y Al;", dependiendo de las propiedades
particulares de suelo. En estas formas, el fosfato es altamente insoluble y no se encuentra
disponible para las plantas (Macchiavello et al, 2013). El principal mecanismo de
solubilizacion de fosfato mineral es por liberacion de acidos organicos sintetizados por
microorganismos del suelo (Rashid et al, 2004). En general, los hongos solubilizadores de
fésforo (HSF) producen mas acidos que las bacterias y por lo tanto presentan una mayor
actividad (Venkateswarlu et al, 1984). Entre los microorganismos de la rizésfera, los
géneros mas reconocidos por presentar numerosas cepas de HSF son Aspergillus y
Penicillium (Wakelin et al, 2004).

La diversidad de los hongos del suelo en los ecosistemas agricolas a menudo se
considera que es mas baja que en los ecosistemas naturales debido a la influencia de las
practicas agricolas (Mikanova & Novakova, 2002). Sin embargo, las comunidades de
microorganismos del suelo pueden diferir en su respuesta a la perturbacién agricola
(Bhadalung et al, 2005; Moratto et al, 2005).
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La regién pampeana es una de las zonas mas aptas para la produccion de cultivos de
granos en el mundo, debido a su extensién y altos rendimientos. Esta regiéon esta
habitada por Bromus auleticus Trin., una graminea perenne nativa, considerada excelente
forraje, con una frecuencia de infeccién endofitos superior al 95 % en la mayoria de las
poblaciones estudiadas (lannone et al, 2009).

La interaccién multiple graminea nativa - endéfito Neotyphodium - HSF representa un
modelo interesante para estudiar el efecto de los endofitos sobre hongos saprobios
asociados al suelo rizosférico. Hasta el momento, no hay registro alguno del estudio de

esta triple interaccién.
Objetivo
Evaluar el efecto de la asociacion Epichloé pampeana - Bromus auleticus y diferentes

usos del suelo, sobre la frecuencia y diversidad de la comunidad de hongos

solubilizadores de fosforo de la rizésfera.

2. Materiales y métodos:

2.1 Diserio experimental

Con el fin de cumplir con el objetivo planteado en este capitulo, se tomaron muestras de
suelo a partir del ensayo descripto en el inciso 2.3 del Capitulo 1, siguiendo la siguiente
secuencia temporal de la Fig 1.
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T3: 18 meses

Figura 1: Representacién temporal del estudio de la asociacion Bromus auleticus — E.
pampeana sobre la comunidad de HSF.

2.2 Caracteristicas del suelo
Las caracteristicas del suelo fueron evaluadas como esta descripto en el inciso 2.4 del
Capitulo 1.

2.3 Aislamiento de hongos del suelo
Los hongos saprobios del suelo en el caso de TO y de la rizésfera en el T3 fueron aislados
como esta descripto en el inciso 2.5 del Capitulo 1.

2.4 Capacidad solubilizadora de P de hongos de la rizosfera

La capacidad solubilizadora de P inorganico fue analizada en el 100% de los presuntos
géneros solubilizadores de fésforos (Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium y Talaromy-
ces) y en el 50% de los géneros restantes aislados en el TO y en el 70% de las cepas in-
tegrantes de cada morfotipo reconocido en el T3, totalizando 455 aislamientos.

Para cada cepa, fragmentos de micelio tomados del borde de la colonia a partir de culti-
vos en Extracto de Malta fueron sembrados en placas de Petri (90mm) con medio de cre-
cimiento Instituto Nacional de Investigacion Botanica fosfato (NBRIP) (Nautiyal, 1999). Las
placas se incubaron a 25 °C en oscuridad y se observaron cada 2 dias.

La formacién de una zona de halo claro alrededor de la colonia después de 5 dias de in-

cubacion indicé la capacidad solubilizadora de P (Wakelin et al, 2004) (Figura 1). Como
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control se utilizé medio NBRIP inoculado con un fragmento de medio de extracto de Malta

sin cultivo fungico.

2.7 Analisis estadistico

La frecuencia de cada cepa con capacidad de solubilizar fésforo inorganico fue calculada
como el porcentaje en que dicha cepa fue determinada en cada tratamiento. Las diferen-
cia entre las frecuencias fueron analizadas utilizadas el test chi-cuadrado.

La diversidad de HSF entre tratamientos fue estudiada utilizando indice de Diversidad de
Simpson inverso (1/D), donde D fue calculado segun la siguiente férmula:

N % onimi-n
L n=1 N(N-1) -

D=
El criterio de eleccion de este indice se basa en que el mismo se inclina fuertemente hacia
las especies mas abundantes de la muestra, mientras que es menos sensible a la riqueza
de especies. Es ademds considerado un indice muy robusto y uno de los més significati-
vos (Magurran, 2004).

3. Resultados:

3.1 Caracteristicas del suelo

Al comienzo del ensayo (T0) los pardmetros quimicos N y P evidenciaron niveles mas
altos en NA que en un suelo A (Tabla 1), esta diferencia fue de 0,18% para N y de 84 ppm
en el nivel de fésforo (Tabla 1).

Dieciocho meses después se observo el mismo patrdn, con una disminucioén en la canti-
dad de fésforo y nitrdgeno en comparacion con TO. En T3 las diferencias en la cantidad de
nitrégeno entre los suelos NA y A fueron de 0,06% y 0,08% para los tratamientos con
plantas E- y E+, respectivamente. En el caso del nivel de fosforo extractable, las diferen-
cias entre Na y A fueron de 63,4 y 74,5 ppm para los tratamientos con plantas E- y E+

respectivamente.
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Tabla 1. Propiedades del suelo al inicio del ensayo (T0) y después del tratamiento con
plantas de Bromus auleticus E +y E- (T3).

N (%) P (ppm)

TOA 0,16 8,3
TO NA 0,35 92,3
T3 AE+ 0,15 5,1
T3 AE- 0,15 5,0

T3 NAE+ 0,23 79,6
T3 NAE- 0,21 68,4

N (%): porcentaje de nitrégeno, P (ppm): fésforo (partes por millén); TO: muestras de suelo
tomadas al comienzo del ensayo; T3: muestras de suelo a los 18 meses; E +: suelo de
macetas con plantas de B. auleticus asociadas a endofitos, E-: suelo de macetas con
plantas de B. auleticus libres de endofitos,

3.2 Capacidad solubilizadora de P de hongos de la rizosfera

De las 455 cepas flngicas ensayadas, 116 fueron capaces de solubilizar P (Tabla 2) (Fi-
gura 2), la mayoria de ellas correspondientes a las especies de Aspergillus, Penicillium y
Talaromyces.

En TO se detecté un bajo nimero de cepas con capacidad para solubilizar P. Sin embargo
en T3, se registraron numerosas cepas capaces de solubilizar P en todos los tratamientos
(Tabla 2). La cantidad de cepas solubilizadoras de P fueron variables entre los tratamien-
tos, y las diferencias fueron significativas, asociandose tanto con el estatus endofitico co-
mo con el tipo de suelo (X1 e.vse-= 5,5, p =0,018; X% avs na 7,4, p =0,0085).

La evaluacion de la diversidad de HSF utilizando el indice de Simpson inverso, mostré
mayor diversidad en los tratamientos de suelo NA en comparacién con los tratamientos de
suelo A (Tabla 2). Se observé efecto positivo del estatus de enddéfito de las plantas en la
diversidad de HSF.

87



Capitulo 3

Figura 2: Reverso de placas de Petri con medio NBRIP para determinacion de actividad

solubilizadora de fésforo. A: solubilizacion total en las cuatro cepas fungicas (la linea

blanca ilustra el halo de solubilizacion), B: Ausencia de solubilizacion.

Tabla 2 Diversidad de hongos del suelo evaluados para determinar su capacidad para

solubilizar P inorganico y la proporcion de aislamientos solubilizadores de Pi en cada uno

de los taxones estudiados.

Taxones * TOA TONA T1E+A T1E-A T1E+NA T1E-NA
Acremonium sp. 0/1 0/3 0/2 0/4 0/7 0/4
Allescheriella sp. ND ND ND ND 01 ND
Aspergillus sp. 2/25 0/8 0/3 1/5 0/2 1/4
Byssochlamys sp. 0/4 0/9 ND 0/1 ND ND
Chaetomium sp. 0/1 ND 01 0/3 0/1 0/1
Cladosporium sp. ND ND 0/ 0/1 0/1 0/1
Coleonectria sp. ND ND ND 0/1 0/1 0/1
Cunninghamella sp. ND ND ND 0/1 ND ND
Curvularia sp. ND ND ND ND ND 0/1
Cylindrocarpon sp. ND ND ND ND 0/1 ND
Eupenicillium sp. ND ND ND ND 01 ND
Epicocum sp. ND 0/ ND ND ND ND
Eurotiales ND ND 0/2 0/3 ND ND
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Fusarium sp.
Geotrichum sp.
Humicola sp.
Levadura filamentosa
Melanospora sp.
Myrothecium sp.
Nectria sp.
Neocosmospora sp.
Neurospora sp.
Nigrospora sp.
Oidiodendron sp.
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.
Phialophora sp
Phoma sp.
Pochonia sp.
Pseudoeurotium sp.
Pteroconium sp.
Purpureacillum sp.
Rhizopus
Scolecobasidium sp.
Scytalidium sp.
Stomatonectria sp.
Talaromyces sp.
Thielavia sp.
Trichocladium sp.
Trichoderma sp.
Verticillum sp.
Westerdikella sp.

Zygorhynchus sp.

Total de cepas
evaluadas

Porcentage de HSF**

HSF identificadas a
nivel de especie

0/15

ND
0/2
ND
01
ND
ND
01
01
ND
ND
0/4
1/7
ND
0/3
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0/1
ND
0/7
01
01

012

0/1
ND
0/3

91

2,23

Aspergillus
caespitosus

Penicillium
pinophilum

0/20

ND
0/4
ND
01
ND
ND
ND
ND
ND
01
0/8

2/10

01
0/3
ND
ND
ND
ND
0/2
ND
ND
ND
1/3
0/1
0/2

0/17

01
ND
0/4

99

2,2

Penicillium
pinophilum

Talaromyces
flavus

0/4
ND

01
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0/
ND
01
12/16
ND
0/2
0/
ND
01
ND
ND
ND
0/2
ND
0/2
01
01
0/14
ND
ND
ND

56

24,32

Penicillium
purpurogenu
m

Penicillium
pinophilum

0/8
ND

0/1
ND
ND
ND
ND
ND
0/1
ND
ND
01
5/13
ND
0/4
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0/4
01
01
0/13
ND
ND
ND

66

13,38

Aspergillus
caespitosus

Penicillium
pinophilum

117
01

01
01
ND
01
01
ND
01
ND
ND
0/5
1/3
ND
0/2
ND
01
ND
01
ND
0/2
0/3
01
3/6
01
ND
0/7
ND
01
ND
71

12,62

Penicillium
purpurogenu
m

Talaromyce
s flavus

0/9
ND

01
ND
ND
ND
01
ND
01
ND
ND
0/6
20/24
ND
0/3
ND
ND
ND
01
ND
ND
01
01
4/7
0/2
ND
0/3
ND
ND
ND
72

52,6

Aspergillus
caespitosus

Penicillium
pinophilum
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miooan,  Talaromyee  PerCI
s wortmanii
m m
Fusarium sp
Talaromyces
flavus
indice de Simpson 1,78 1,49 3,57 2,7

inverso (1/D) 3 3

ND No se detecté aislamiento a partir del tratamiento. A: suelo agronémico. NA: suelo no
agrondémico. E +: suelo de macetas con plantas de B. auleticus asociadas a Endofitos. E-:
suelo con plantas de B. auleticus libres de endofitos. TO: muestra al comienzo del ensayo.
T3: muestra a los 18 meses del inicio del ensayo. * Las cepas que solubilizaron estan
expresadas a nivel de especie.” Los porcentajes estan expresados en relacion al namero

de aislamientos totales del cada tratamiento

4. Discusion:

Las pasturas son un componente principal en los agro—ecosistemas y sus simbiontes
fungicos pueden ejercer un importante efecto en la diversidad biolégica y la dinamica de
los nutrientes del suelo. El presente trabajo estudia por primera vez el efecto de los
endofitos de gramineas nativas sobre la diversidad y frecuencia de hongos solubilizadores
de fésforo (HSF). Nuestros resultados indican que en condiciones de invernadero la
incorporacion de Bromus auleticus, asociada o no a E. pampeana, incrementa la
abundancia de HSF y también modifica parametros abidticos en suelos sujetos
histéricamente o no a practicas agronémicas.

Los microorganismos solubilizadores de fésforo juegan un rol importante suplementando
este elemento a las plantas (Pradhan & Sukla 2005). Muchos hongos del suelo son
conocidos por solubilizar fosfatos inorganicos (Asea et al, 1988; llimer & Schinner, 1995).
Entre ellos, numerosas especies de Aspergillus y Penicillium han sido ampliamente
reportadas por su capacidad para solubilizar diversas formas de fosfatos inorganicos
(Asea et al, 1988; Whitelaw, 2000; Richardson, 2001; Nahas, 2004; Chuang et al, 2007;
Alikhani et al, 2006).

Del total de 455 aislamientos utilizados en el presente estudio, representando 41 géneros,
se reconocieron que los aislamientos capaces de solubilizar P correspondieron a 4
géneros: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, y Talaromyces. Entre estos, Fusarium no es
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de los solubilizadores méas conocidos, sin embargo existen registros previos de su
capacidad de solubilizar fosfato inorganico (Posada et al, 2012).

En este trabajo se registré una mayor diversidad de HSF en los tratamientos con suelo NA
que en los de suelo A. Este resultado coincide con otros estudios (Mikanova & Novakova,
2002) en los cuales se detect6 menor diversidad de este grupo de organismos en
ecosistemas agricolas que en ecosistemas naturales.

Por otra parte, se detecté una mayor diversidad de HSF en tratamientos en los que se
usaron plantas E+ de B. auleticus, 1o que sugiere, por primera vez, un efecto positivo del
endofito Epichloé sobre los HSF.

Un punto interesante para discutir es la disminucion del nivel de P entre el TO y T3. Un
incremento en el nimero de HSF podria estar asociado con un incremento en su
actividad. El incremento de su actividad solubilizadora, generaria un aumento en el fosforo
inorganico soluble, el cual seria rapidamente incorporado por la microbiota y las raices
circundantes, resultando en una disminucién en el fésforo extractable.

Los altos niveles de P extractable observados en los suelos NA en comparacién con los
suelo A podria ser debido a las practicas agrondmicas. Alvarez et al (2013) proponen que
el uso agronomico de los suelo llevo a una disminucién promedio del 65% del fosforo
extractable hasta 1 m de profundidad en la Regiéon pampeana Argentina.

Nuestros resultados sugieren que la infeccion de Bromus auleticus con E. pampeana no
altera la frecuencia de HSF. Inclusive se observé una mayor frecuencia de HSF en los
tratamientos con plantas de B. auleticus libres de endofitos. Este resultado no apoya
nuestra hipotesis original sobre un efecto positivo de la asociacion sobre los HSF,
siguiendo la linea de resultados previos en hongos micorricicos arbusculares. Por su parte
Casas y colaboradores (2011) estudiando respuestas de la comunidad microbiana en el
modelo Lolium perenne - Neotyphodium occultans, si bien encontraron un cambio en la
respuesta por parte de la comunidad bacteriana del suelo, no detectaron cambios en la
comunidad fungica.

De todos modos, al observar el incremento de las frecuencias de HSF entre TO y T3,
independientemente del estatus endofitico de las plantas, consideramos que dicho
incremento podria deberse mas a la incorporacién de Bromus auleticus que al efecto del
simbionte fungico. El potencial mecanismo por el cual B. auleticus podria afectar a la
micobiota nativa no ha sido evaluado en el presente estudio, sin embargo, se ha

propuesto que es plausible que los exudados liberados por las plantas podrian favorecer
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el establecimiento de las comunidades microbianas del suelo, especialmente de aquellas
benéficas para los hospedantes (Broeckling et al, 2008).

Sin embargo, como ya fue mencionado, la asociacion graminea-endofito si afecta la
diversidad de los HSF de vida libre, la cual fue mayor en plantas E+ que en plantas E-. El
aumento en la diversidad podria favorecer la asociacidon con organismos que presenten
diferente capacidad solubilizadora y que de esta manera puedan responder
diferencialmente a cambios en el entorno, ya sean de tipo biético como abidtico.

Este trabajo representa una primera aproximacion al estudio del efecto de la simbiosis B.
auleticus- E. pampena sobre los HSF. Para completar los resultados obtenidos, seria
interesante realizar ensayos en los que se evalle la capacidad solubilizadora de las
distintas cepas aisladas para de esta manera tener informacién mas completa sobre los
beneficios de la diversidad asociada a cada tratamiento. Por otro lado, seria interesante
cuantificar la concentracién de P no sélo en el suelo, sino también en las plantas.

Osorio & Habte (2013) observaron una interaccion sinérgica entre HMA y hongos
solubilizadores de fosforo incrementando el crecimiento y la captacion de fosforo
inorganico (Pi) en Leucaena leucocephala (Lam.). Efectos sinérgicos entre HMA y hongos
solubilizadores de fosforo han sido observados en diferentes especies de plantas,
incluyendo girasol (Gururaj & Mallikarjunaiah, 1995), algodén (Prathibha et al, 2012), arroz
(Mohod et al, 1991), chile (Sreenivasa & Krishnaraj, 1992), trigo (Gaur et al, 1990), alfalfa
(Toro et al, 1998), tomate (Kim et al, 1997), y Leucaena (Osorio & Habte, 2001).
Considerando estos estudios previos, finalmente proponemos que el efecto sinérgico
entre HMA y hongos solubilizadores de fosforo, combinados con el efecto positivo de los
endofitos asexuales Epichloé en la colonizacion por HMA, podrian generar un incremento
significante en el fésforo disponible para las plantas, haciendo esto un modelo interesante

para evaluar su impacto en pasturas de interés econémico.
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CAPITULO 4
Efecto de Epichloé pampeana sobre la infeccion de Bromus auleticus por

Chytridiomycetes y la respuesta del hospedante
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1. Introduccion:

Los efectos de los endofitos Epichloé son multiples y complejos, y por lo general, la planta
hospedante se beneficia de esta asociacion. Estos beneficios se evidencian en el
incremento en la resistencia del hospedante al estrés por sequia (West, 1994; Malinowski
et al, 1997) y la proteccién contra herbivoros (Porter & Thompson, 1992; Thompson &
Stuedeman, 1993). Las gramineas infectadas con endofitos (E+) también son mas
resistentes a muchos insectos herbivoros y a la infeccién por nematodos (Stewart et al,
1993; Eerens et al, 1998; Pennell & Ball, 1999; Elmi et al, 2000; Pennell et al, 2000; Popay
et al, 2000). Estas respuestas son atribuidas principalmente a la produccién por parte de
los endofitos de alcaloides del ergot, lolitremos, peraminas y lolinas (Johnson et al, 1985;
Clay, 1991; Siegel & Bush, 1996; Spiers et al, 2005).

Ademas, los endofitos presentan actividad antibiética y competencia directa por el nicho y
nutrientes, por lo que la influencia del simbionte fungico en la asociacion graminea-
endofito puede desempenfar un papel importante en la proteccion de la planta hospedante
contra microorganismos patégenos. Se ha registrado que esta simbiosis incrementa la
resistencia del hospedante a la infeccién de algunos patégenos flngicos como Laetisaria
fuciformis, causante de la enfermedad del hilo rojo (Bonos et al, 2005), Sclerotinia
homeocarpa causante de la enfermedad de la mancha de délar (Clarke et al, 2006) y
Fusarium oxysporum que causa damping-off (caida o vuelco de los almacigos) en Festuca
arizonica Vasey (Reddy & Faeth, 2010). Por su parte, Nan & Li (2001) reportaron una
resistencia significativamente mayor de plantas E+ de Elymus cylindricus a varios hongos
patégenos como Alternaria alternata, Fusarium avenaceum, F. culmorumy F. oxysporum.
Del mismo modo, Tian et al (2008) reportaron una mayor resistencia de plantas E+ de
Lolium perenne a la infeccion por Bipolaris sorokiniana, F. avenaceumy en cierta medida
a A. alternata y Curvularia lunata. Sumado a esto, también se ha observado un efecto
positivo de Epichloé coenophiala en el desarrollo de plantulas de Festuca alta infectadas
por Rhizoctonia zeae (Gwinn & Gavin, 1992).

También existen reportes acerca del efecto de los endofitos sobre el aumento de la
resistencia del hospedante a enfermedades causadas por virus. Mahmood et al (1993)
reportaron una menor incidencia del virus del enanismo amarillo de la cebada en plantas
de Festuca alta asociadas a E. coenophiala, con respecto a las no asociadas.

El mecanismo exacto que confiere mayor resistencia a las plantas asociadas a endofitos

contra patdgenos todavia no estd claro. Sin embargo, muchos de estos beneficios se
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relacionan con la produccién de metabolitos secundarios por parte los endofitos o por la
planta en asociacion con el simbionte fingico (Panka, 2013). Yue el al (2000) observaron
que diversos compuestos aislados de cultivos de Epichloé tembladerae y Epichloé
festucae presentaron actividad fungistatica. Tales metabolitos son producidos a menudo
por los endofitos in vitro, sin embargo, hasta el momento no se han podido producir en
cantidades suficientes in vivo (Yue et al, 2000; Panka, 2005, 2008).

Si bien hay multiples trabajos que demuestran el efecto positivo de la asociacién contra
patégenos, hasta el momento ninguno ha registrado su actividad en relacion a
fitopatégenos del phylum Chytridiomycota.

Objetivo

Evaluar el efecto de la asociacion Bromus auleticus-Epichloé pampaena sobre el
porcentaje de colonizacion de raices por Chytridiomycetes y la respuesta de la planta a la
misma. Para llevar adelante este objetivo se analizé el porcentaje de raiz colonizada por
Chytridiomycetes en dos tiempos, se identifico la comunidad de estos organismos en la
rizsfera de los distintos tratamientos mediante nuevas tecnologias de secuenciacion y se

evalué la mortalidad de las plantas hospedantes como respuesta a la infeccion.

2. Materiales y métodos

2.1 Diseno experimental

Tal como esta descripto en el inciso 2.3.4 del Capitulo 1.

Figura 1: Representacion temporal del estudio de la asociacion Bromus auleticus — E.
pampeana sobre la comunidad de Chytridiomycetes

T4: 24 meses

T1:6 meses T3: 18 meses
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2.2 Modelo de graminea en estudio

Tal como esta descripto en el inciso 2.1 del Capitulo 1

2.3 Analisis del efecto de la asociacion sobre la diversidad de Chytridiomycetes

2.3.1 Extraccion de ADN

Para evaluar la diversidad de los Chytridiomycetes se utilizaron los datos obtenidos a
partir del Capitulo 1.

Para este fin se emple6 la metodologia utilizada en el inciso 2.7.1 del Capitulo 1.

2.3.2 PCR y pirosecuenciacion

A partir de los datos obtenidos del andlisis por pirosecuenciacién del metagenoma de la
rizosfera se seleccionaron las OTUs pertenecientes a la clase Chytridiomycetes.

La metodologia utilizada para este ensayo es igual a la que se detalla en el inciso 2.7.2
perteneciente al Capitulo 1.

2.3.3 Procesamiento de los datos de Pirosecuenciacion

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando MOTHUR (http://www.mothur.org/)
(Schloss et al, 2009). Se realizdé la asignacion de secuencias a cada tratamiento y
posteriormente el corte de las secuencias de cebadores y barcodes. A continuacién se
realiz6 un filtrado por calidad, segun: Calidad promedio: 30 nucleétidos, calidad promedio
dentro de una ventana de 50 nucleétidos: 30 nucleétidos, largo minimo de las secuencias:
220 nucledtidos, largo maximo de las secuencias: 290 nucleotidos, largo maximo de
homopolimeros: 8 nucleétidos. Las secuencias fueron agrupadas utilizando el programa
CD-HIT (armado de clusters), con un nivel de similitud del 95%. Las asignaciones
taxonomicas de las unidades taxondmicas operativas (OTUs) fueron realizadas por
comparacion de una secuencia representativa de cada cluster contra la base de datos no
redundante (nr) en una instalaciéon local del programa. Se seleccionaron los hits con
similitud mayor al 93% a la secuencia consulta, y se asigné para el cluster el nombre de
aquel taxén con una frecuencia mayor del 55%.
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2.4 Andlisis de la Infeccion radicular por Chytridiomycetes

El nivel de infeccion radicular de plantas de B. auleticus se estimé en el T1 (6 meses) y en
el T3 (18 meses), coincidiendo con la evaluaciéon de colonizacién por HMA. Se lavo
cuidadosamente el sistema de radical de 12 plantas de cada tratamiento con agua de la
canilla para eliminar la tierra libre, las raices fueron tefiidas con azul de tripano (Phillips &
Hayman, 1970). Se colocaron sobre portaobjetos 30 fragmentos de raiz de 1 cm
aproximadamente y se cuantificaron zoosporangios y esporas de resistencia por campo
en 150 campos siguiendo el método de McGonigle et al (1990) empleado en el inciso 2.1
perteneciente al capitulo 2.

2.5 Porcentaje de mortalidad de plantas de Bromus auleticus

Se determiné el porcentaje de mortalidad de plantas de B. auleticus en 6 macetas de cada
tratamiento a los 24 meses, final del ensayo, considerando como plantas muertas a
aquellas que presentaron macollos verdes por debajo del 3% del total de macollos o la

ausencia total de macollos verdes.

2.6 Analisis estadistico

Para analizar la variabilidad de las OTUs obtenidas por medio del andlisis metagenémico
se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA). Los datos fueron estandarizados
por el cociente entre la diferencia de un valor (X)) con la media y la desviacién estandar
(S) antes de realizar el PCA. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software
InfoStat 2012 (Di Rienzo et al, 2011).

El célculo mencionado se expresa:
Xi—Xi

i

X;estandarizado =

Las diferencias en los niveles de infeccion de las raices se analizaron modelos lineales
generalizados binomiales negativos utilizando el software R (R Core Team, 2014).

Las diferencias en el porcentaje de mortalidad de plantas de B. auleticus se analizé
mediante un ANOVA de dos factores (p <0,05). Los factores principales fueron, estatus
endofitico (E + y E-) y tipo de suelo (A y NA). Los datos fueron analizados utilizando el
software InfoStat 2012 (Di Rienzo et al. 2011).
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3. Resultados:

3.1 Estudio de la diversidad de Chytridiomycetes

El analisis por pirosecuenciacion de muestras de suelo sefala que los tratamientos del TO
fueron los que presentaron menor numero de lecturas y estas se vieron incrementadas en
T3 en todos los tratamientos (Tabla 1). En relacion al estatus endofitico, los tratamientos
E+ fueron los que presentaron el mayor nimero de lecturas, en particular el tratamiento
NA alcanzando cuatro veces el nimero de lecturas en suelo de plantas E+ que en el de
plantas E- (Tabla 1).

El analisis de diversidad de las OTUs de Chytridiomycetes correspondientes al TO,
mediante el empleo del indice de Simpson inverso 1/(D) (Tabla 1), muestra que la
diversidad de Chytridiomycetes de este tiempo en suelo Agrondémico es mayor a la del
suelo No Agronémico, al igual que la cantidad de lecturas.

El analisis de diversidad del T3 mediante el empleo del mismo indice, indica que la
diversidad de Chytridiomycetes tanto en suelos A como en suelo NA fue mayor cuando
las plantas de B. auleticus estaban asociadas a Epichloé pampeana (Tabla 1).

A partir del analisis de secuencias por pirosecuenciacion se obtuvieron 7 OTUs diferentes,
que presentaron diferentes nimeros de lecturas para cada tratamiento (Tabla 2). Con el
nivel de similitud fijado, solo llegd a nivel de género (Rhizophidium) en una de las OTUs
(1100) (Tabla 3). Entre las demas OTUs, una pudo ser identificada a familia (0350), otra a
orden (0505) y las cuatro restantes solo fueron identificadas a nivel de Phylum.

En relacion al nimero de lecturas /tratamiento, la OTU 0505 (Orden Spizellomycetales)
fue la Unica presente en todos los tratamientos y la que presenté mayor numero de
secuencias totales, seguida por la OTU 0410. Por otro lado, la OTU 1100 fue la Unica
registrada en uno solo de los tratamientos (T1E+NA) mientras que las demas fueron
detectadas entre 2 y 4 tratamientos. Las OTUs 0410, 1100 y 1080 fueron detectadas
mayoritariamente en suelos NA, mientras que las OTUs 0428, 0350 y 0998 fueron

registradas casi exclusivamente en los suelos A.
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Tabla 1: Numero de lecturas de Chytridiomycetes obtenidas por pirosecuenciacién de

muestras de suelo Agronémico y No Agronémico al inicio del ensayo y andlisis de suelo

rizosférico de plantas de B. auleticus con distintos estatus endofitico a los 18 meses

Tratamientos

N2 de lecturas

Indice de Simpson inverso

1/(D)
TO A 36 2,68
TO NA 13 1,34
T3E+A 82 2,35
T3E-A 41 1,13
T3 E+ NA 212 2,29
T3 E- NA 50 1
N total de lecturas de TO 49
Ne¢ total de lecturas de T3 A 123
Ne® total de lecturas de T3 NA 262
N total de lecturas 434

Tabla 2: Cantidad de lecturas discriminadas por las OTUs de muestras de suelo al inicio

del ensayo y andlisis de suelo rizosférico de plantas de B. auleticus con distinto estatus

endofitico a los 18 meses.

10 13 Lecturas
Otu A NA E+ A E-A E+ NA E- NA totales
Otu0505 8 13 39 35 15 47 157
Otu0410 0 0 1 0 131 1 133
Otu1100 0 0 0 0 35 0 35
Otu0998 0 0 31 0 1 34
Otu0428 6 0 8 6 0 26
Otu0350 22 0 3 0 0 25
Otu1080 0 0 0 0 23 1 24

A: suelo agronémico; NA: suelo no agrondémico; E+: Suelo rizosférico de B. auleticus

asociado a E. pampeana; E-: Suelo rizosférico de B. auleticus no asociado.
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Tabla 3: Asignacién taxondémica discriminada por OTUs obtenidas por pirosecuenciacion

Otu Phylum Clase Orden Familia Género
0Otu0505 | Chytridiomycota | Chytridiomycetes | Spizellomycetales | SA SA
Otu0410 | Chytridiomycota | SA SA SA SA
Otu1100 [ Chytridiomycota | Chytridiomycetes | Rhizophydiales Rhizophydiaceae | Rhizophydium
0Otu0998 | Chytridiomycota [ SA SA SA SA
Otu0428 | Chytridiomycota | SA SA SA SA
0tu0350 | Chytridiomycota | Chytridiomycetes | Chytridiales Chytridiaceae SA
Otu1080 [ Chytridiomycota | SA SA SA SA

SA= sin Asignacién taxonémica

El andlisis de componentes principales (Figura 6, Tabla 4) describe el 71,3% de la
variabilidad entre tratamientos debido a la diversidad de Chytridiomycetes. La
componente principal 1 (CP1), que explica el 46,7% de la variabilidad, presenta una
correlacion positiva con las OTUs 1080, 0410 y 1100 y una correlacion negativa con la
OTU 0505. La componente principal 2 (CP2), que explica el 23,6% de la variabilidad,
presenta una correlaciéon positiva con las OTUs 0998 y 0505 y una correlaciéon negativa
con la OTU 0350. De esta manera la CP 2, en base a la variabilidad de las OTUs
correlacionadas con ella, permite separar 3 grupos: el primer grupo (Grupo 1) conformado
por los tratamientos TO A y TO NA, el segundo (Grupo 2) conformado por los tratamientos
T3E-A 'y T3 E- NA y el tercer grupo (Grupo 3) por el tratamiento T3 E+A. Por su parte la
CP 1 permite diferenciar un cuarto grupo (Grupo 4) conformado por el tratamiento E+ NA

y que se encuentra en su extremo positivo.

100




Capitulo 4

Figura 6: Analisis de componentes principales (PCA) de OTUs obtenidas a partir de suelo

agronémico (A) y no agrondmico (NA) y de la rizésfera de plantas de Bromus auleticus

cultivadas en suelo A y NA asociadas a E. pampeana (E+) o no asociadas (E-).

CP1: Componente principal 1. CP2: Componente principal 2. TO: Inicio del ensayo. T3: 18

meses. A, B, C, D grupos generados por similitud entre tratamientos
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Tabla 4: Autovectores del PCA correspondiente a las OTUs obtenidas de suelo rizosférico

de Bromus auleticus al inicio del ensayo y a los 18 meses del inicio del ensayo. En negrita

se remarcan los autovectores con mayor grado de asociacion a las Componentes 1y 2.

oTu CP 1 CP2
OTU 0505 -0,24 0,60
OTU 0410 0,55 0,08
OTU 1100 0,55 0,07
OTU 0998 -0,11 0,54
OTU 0428 0,13 0,20
OTU 0350 -0,09 -0,53
OTU 1080 0,55 0,08
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3.2 Grado de infeccidon de Chytridiomycetes en raices de Bromus auleticus

Tanto en el T1 como en el T3, se observaron zoosporangios (Figura 2) en las raices de
las plantas de todos los tratamientos. En el T1 (Figura 3) las diferencias observadas en el
grado de infeccion no fueron significativas debidas al estatus endofitico (Z = 1,587; P =
0,112), ni al tipo de suelo (Z = 1,4; P = 0,161). En este tiempo se observé interaccion
entre los dos efectos principales (Z = 2,645; P = 0,008). Independientemente del nivel de
significancia de este analisis, se observa que el tratamiento NAE+ es el que presentd
mayor valor promedio de infeccidn por zoosporangios.

En el T3 (Figura 4) el tratamiento AE+ fue el que present6 mayor valor promedio de
zoosporangios, sin embargo, las diferencias observadas en el grado de infeccion no
fueron significativas debidas al estatus endofitico (£=1,451; P = 0,147), ni al tipo de suelo
(Z=0,551; P = 0,581). No se observo interaccidén entre los dos efectos principales (Z =
1,609; P = 0,108).

Figura 2: Zoosporangio de Chytridiomycetes dentro de un célula parenquimatica de raiz
de Bromus auleticus (400x).
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Figura 3: Nivel de infeccibn de las raices de plantas de Bromus auleticus por
Chytridiomycetes, difiriendo en el estatus endofitico (E+ y E-), cultivadas en suelo

agronomico (A) o no agronémico (NA) a los 6 meses de iniciado el ensayo
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Figura 4: Nivel de infeccion de las raices de plantas de Bromus auleticus por
Chytridiomycetes, difiriendo en el estatus endofitico (E+ y E-), cultivadas en suelo

agronomico (A) o no agronémico (NA) a los 18 meses de iniciado el ensayo
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3.3 Porcentaje de mortalidad de plantas de Bromus auleticus

En el T4, se observaron mayores porcentajes de mortalidad en plantas de B. auleticus
libres de endofitos (E-) (Figura 5). Las plantas E+, tanto en suelo agronémico como no
agronomico, presentaron los menores porcentajes de mortalidad (entre un 17,3 a 26,4%).
Mientras que las plantas E- presentaron porcentajes de mortalidad de 42,3 y 74%, en
suelos Agrondmicos y No Agronomicos respectivamente (Figuras 4 y 6). Si bien las
diferencias debidas al estatus endofitico fueron significativas (F; »,= 0,04; P = 0,006), las
diferencias debidas al tipo de suelo, no lo fueron (F;, 24 = 3,89; P = 0,063). No se detectd
interaccion significativa entre los dos efectos principales (F;, 2, = 0,08; P =0,781).

Figura 5: Porcentaje de mortalidad de plantas de Bromus auleticus, difiiendo en el
estatus endofitico E+ y E-; cultivadas en suelo Agronémico (A); o No Agrondmico (NA).
Las barras de error representan el ES.
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Figura 6: Aspecto de las plantas de Bromus auleticus, difiriendo en el estatus endofitico
E+ y E-; que fueron cultivadas en suelo Agronémico (A) y No Agronémico (NA) a los 24
meses de iniciado el ensayo.

4. Discusion:

Si bien el rol de los Chytridiomycetes como fitopatdégenos ha sido ampliamente estudiado,
no existen registros de su interacciéon con endofitos fungicos. En el presente trabajo se
abordo, por primera vez, a nuestro conocimiento, el estudio de la interaccidon entre los
endofitos asexuales Epichloé y los Chytridiomycetes. En particular, se analiz6 el efecto de
la asociacion Epichloé pampeana-Bromus auleticus sobre la comunidad de hongos
pertenecientes a la clase Chytridiomycetes presentes en la rizosfera y el efecto de estos
sobre la mortalidad de las plantas hospedantes.

Dentro de la clase Chytridiomycetes se reconocen tres géneros fitopatégenos: Olpidium,
Physoderma 'y Synchytrium. Las especies de Olpidium son frecuentemente encontradas
infectando las raices de muchos tipos de plantas (Agrios, 2005). Como ejemplo se pueden
mencionar dos especies de parasitos obligados, Olpidium bornovanus y O. brassicae, que
parasitan las raices de plantas de melén, pepino y sandia (Gomez, 1988, 1989). Ademas,
sirven como vectores de virus que causan enfermedades importantes, habiéndose
registrado al menos seis: O. brassicae transmite el Virus de la necrosis del tabaco (TNV),
y O. bornovanus transmite el Virus de la necrosis del pepino (CNV), el Virus de las
manchas foliares del pepino (CLSV) y el Virus de las manchas necroticas del melon
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(MNSV) (Campbell et al, 1995). O. brassicae también parasita las raices de otros cultivos
no pertenecientes a la familia de cucurbitaceas, tales como tomate, pimiento, berenjena y
porotos (Gémez, 1990). Asimismo, la capacidad patogénica de O. bornovanus no portador
de MNSV sobre meldn, ha sido demostrada causando oscurecimiento generalizado de las
raices y reduccion del crecimiento de las plantas infectadas (Stanghellini et al, 2010).

Efecto de los endofitos y el uso del suelo sobre la diversidad Chytridiomycetes

En el presente trabajo el andlisis de la diversidad de Chytridiomycetes por analisis
metagendmico de suelo y de suelo rizosférico de plantas infectadas y no infectadas con
endofitos indica que existe variabilidad entre los 2 tiempos de muestreo y entre los
tratamientos.

En el caso de suelo rizosférico (T3), la diversidad de Chytridiomycetes tanto en suelo A
como NA permite diferenciar al grupo 2, conformado por las plantas de B. auleticus no
asociadas a E. pampeana de los Grupos 3 y 4, ambos grupo conformados por plantas de
B. auleticus en asociacién con los endofitos (E+). El grupo 2, ademas, se encuentra
proximo al grupo 1 formado por la diversidad del suelo original (TO).

Si bien pueden observarse diferencias en la diversidad de Chytridiomycetes asociados a
los distintos tratamientos, desafortunadamente, como consecuencia de la falta de bases
de datos apropiadamente curadas, no se pudo realizar una asignacion taxonomica
ajustada a un nivel de confianza que permitan obtener la identificacion de cada OTU a
nivel de especie.

Aun asi, teniendo en cuenta que la OTU 0505, identificada como perteneciente al orden
Spitzellomycetales, fue registrada en todos los tratamientos y presentando la mayor
namero de lecturas, es interesante mencionar que los miembros de dicho orden se
encuentran entre los Chytridiomycetes mas prevalentes que habitan en el suelo
(Lozupone & Kilein, 2002; Waldrop et al, 2006). Debido a que estos organismos se
recuperan facilmente de los suelos utilizados para cultivo y habitats perturbados (Barr,
1984b; Lozupone & Klein, 2002), los estudios se centran ahora en su papel en la dinamica
de los nutrientes (Gleason et al, 2004; Lozupone & Klein 2002; Meyer, 2004; Midgley et al,
2006). Por otra parte, dado que han sido reconocidos como parasitos de las micorrizas
arbusculares (Ross & Ruttencutter, 1977), nematodos y oosporas de mildius (Person et al,
1955; Kenneth et al, 1975), pueden ser miembros importantes de las comunidades
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microbianas del suelo que influyen en el desarrollo de las plantas, tanto de forma manera

adversa como beneficiosa.

Efecto de los endofitos sobre la infeccion por Chytridiomycetes y respuesta del
hospedante

Un punto interesante para resaltar en relacion a la infeccidén de raices por estos parasitos,
es que si bien no encontramos diferencias significativas en el porcentaje de colonizacion
por Chytridiomycetes entre los tratamientos, si detectamos un mayor porcentaje de
colonizacién en raices de plantas E+ en el suelo A (T3), que en los tratamientos restantes
y ademas se registraron entre el doble y el cuadruple de lecturas en plantas E+ que en
plantas E- por pirosecuenciacion. Pese a esto, mientras que en plantas libres de endofitos
se alcanzaron porcentajes de mortalidad entre un 42 — 74%, en plantas infectadas con
endofitos los porcentajes alcanzaron un maximo de 24%, siendo estas diferencias
significativas.

Dado que estos potenciales patégenos no fueron inoculados, si no que se traté de un
andlisis de las variaciones de infeccién naturales, no podemos asegurar que la mortalidad
se deba Unicamente a su presencia. Sin embargo, dado que fue el Unico pardmetro que
varié considerablemente entre los distintos tiempos evaluados, ya que el experimento fue
realizado en condiciones controladas y no se observaron cambios considerables en los
parametros quimicos del suelo, ni diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos de géneros potencialmente patdégenos como es el caso de Aspergillus y
Fusarium, y sumado a esto, las condiciones en las que se realizé el ensayo: riego
constante, tiempo prolongado en maceta y manipulacién para toma de muestras de suelo
y raices, coinciden con otros trabajos en los que proponen que la infeccion por
Chytridiomycetes aumenta en condiciones de estrés (Vélez com. per.), consideramos que
el incremento en la infeccion por Chytridiomycetes seria la causa de la mortalidad
observada.

Por otro lado, dado que el porcentaje de mortalidad de las plantas se asocié directamente
al estatus endofitico, este resultado sugiere un incremento en la resistencia de las plantas
E+ a los Chytridiomycetes, en relaciéon a las E-.

En concordancia con lo aqui expuesto, Vignale et al (2013) comprobaron el efecto
protector de los endofitos asexuales Epichloé pampeana y E. tembladerae, ambos
asociadas a distintos ecotipos de B. auleticus, contra un patégeno sistémico como
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Ustilago bullata (O. Ustilaginales). Estos resultados apoyan la hipétesis de mutualismo
defensivo propuesta para asociaciones entre endofitos y gramineas (Clay, 1988, 1989;
Saikkonen et al, 2010).

Efecto de diferentes tipos de suelos sobre la infeccion por Chytridiomycetes y
respuesta del hospedante

En el presente trabajo no se observé un claro efecto del tipo de suelo sobre los
parametros estudiados. Tanto en el porcentaje de infeccion de las raices como en la
diversidad de Chytridiomycetes en el suelo, pareceria ejercer mayor influencia el estatus
endofitico que el tipo de suelo.

Se puede destacar que en relacidon a la mortalidad de plantas, el tratamiento E-NA
presenté un porcentaje mayor que el E-A. En este caso, podria deberse a la diversidad
presente en este tipo de suelo. En relacion a este punto, se observa que para ambos tipos
de suelo, la OTU predominante es la 0505, mientras que las diferencias se basan en que
en el suelo A se detecté la OTU 0428, mientras que en el NA se detectaron las OTUs
0410, 0998 y 1080. Sin embargo, llegar a una conclusion que puede relacionar alguna
OTU con un nivel diferencial de patogenicidad es muy dificil debido al bajo niumero de
lecturas y la falta de identificacion taxonémica.

Mecanismos de accion

En relacion a los mecanismos de accion, Yue et al (2000) sugieren que ciertos
compuestos producidos por los endofitos podrian funcionar como potenciales inhibidores
de hongos e incluso tendrian la capacidad para actuar sinérgicamente mejorando sus
propiedades bioldgicas. Es sabido que los endofitos incrementan la resistencia al estrés
biético y abidtico (Panaccione et al, 2001), esto sumado a la produccién de metabolitos
con capacidad antifungica, da como resultado una simbiosis sistémica que mejora la
aptitud de la planta y le provee ventajas adaptativas. En nuestro modelo en particular,
todavia queda mucho por explorar en relaciéon a los mecanismos de acciéon y quedan
todavia muchos interrogantes por resolver. El porcentaje de colonizacién entre raices de
plantas E+ y E- no difiri6 significativamente, por lo que no podria atribuirse a una efecto de
inhibicion de la colonizacion, si no a su accién, por ejemplo por mayor resistencia del
hospedante. Por otro lado, se detecté una variabilidad en la composicién de la comunidad
de Chytridiomycetes asociados a los distintos tratamientos. En este sentido se podria
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especular con un posible efecto de las plantas E+ sobre la comunidad rizosférica que
resultaria en la seleccién de especies menos patogénicas.

Como cierre de este capitulo, queremos resaltar la importancia de los resultados
obtenidos en relacion a su aplicacion en modelos de control biolégico en sistemas
agronoémicos.
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Discusion General

Discusion General

En el presente trabajo se estudio el efecto de la asociacion simbidtica Bromus auleticus -
Epichloé pampeana sobre la diversidad de la micobiota presente en la rizésfera. A partir
de los resultados obtenidos y el anadlisis realizado se presenta la siguiente discusién
general:

» El analisis por micro y macro morfologia sobre las comunidades fungicas de la
rizosfera evidencia un efecto positivo de la asociacion B. auleticus - E. pampeana
sobre la diversidad en suelo Agronémico.

» El andlisis metagendémico de las comunidades fungicas de la rizésfera evidencia
un efecto positivo de la asociacion B. auleticus - E. pampeana sobre la diversidad
tanto en suelo No Agrondémico como Agrondémico. Siendo en suelo Agronémico
donde se encontré el mayor indice de diversidad.

» Laimplementacion de dos técnicas diferentes para el analisis de diversidad, permi-
tié6 evidenciar que la complementariedad de las mismas puede proporcionar a los

mic6logos una mayor comprension de la diversidad en un ecosistema.

» El andlisis cuantitativo de la micorrizacién de plantas de Bromus evidencia un in-
cremento de este pardmetro en asociacién a E. pampeana, tanto para suelo
Agronémico como para suelo No agronémico.

Por su parte el analisis de diversidad de hongos micorricicos arbusculares también
pone en evidencia un mayor indice de diversidad de este grupo en plantas asocia-
das a E. pampeana en suelo Agrondmico.

» Se detectd una mayor diversidad de hongos solubilizadores de fésforo cuando las
plantas de B. auleticus estuvieron asociadas a E. pampeana, 10 que propone, por
primera vez, un efecto positivo de los endofitos Epichloé sobre los hongos solubili-

zadores de fosforo.
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Discusion General

Se detectdé un mayor porcentaje de colonizacién de Chytridiomycetes en raices de
plantas asociadas a E. pampeana en el suelo Agronémico. Pese a esto, en estas
plantas los porcentajes de mortalidad fueron significativamente menores que en
plantas libres de endofitos, este resultado sugiere un incremento en la resistencia
de las plantas E+ a los Chytridiomycetes, en relacion a las E-.
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ANEXO
Tabla 1: Lecturas obtenidas a partir de pirosecuenciacion de muestras de suelo
rizosférico y de raices de Bromus auleticus, discriminadas por tratamiento y totales

Anexo

otu Lecturas por tratamiento

E+ A E-A E+NA E- NA TOA TO NA total
Otu1272 1047 665 1714 1677 987 1121 7211
Otu0777 947 836 117 62 324 119 2405
Otuo124 30 0 46 47 44 1936 2103
Otu0472 55 1811 2 0 134 0 2002
Otuo102 0 0 525 1329 0 0 1854
Otu1243 261 127 371 422 425 164 1770
Otu1235 182 83 533 368 152 293 1611
Otu1108 12 20 584 705 106 104 1531
Otu0807 393 454 40 90 150 94 1221
Otu1204 393 173 165 104 333 39 1207
Otu1224 286 183 215 187 273 50 1194
Otu1048 181 832 24 127 9 0 1173
Otu0324 895 113 66 0 0 0 1074
Otu0259 0 0 587 143 0 263 993
Otu1292 140 71 228 159 181 31 810
Otu0808 310 261 17 169 34 0 791
Otu0829 113 248 69 93 161 92 776
Otu1360 366 107 16 2 266 1 758
Otu1316 210 148 75 90 232 0 755
Otu0960 640 14 0 0 17 0 671
Otu0222 0 0 6 1 0 653 660
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Otu0593 0 0 3 5 0 583 591
Otu1410 338 218 1 8 15 1 581
Otu0388 0 0 551 0 0 0 551
Otu0480 138 118 84 108 15 51 514
Otu0209 0 0 0 0 497 0 497
Otu1066 1 0 22 14 20 421 478
Otu0988 269 78 4 49 13 0 413
Otu1186 157 16 0 1 225 1 400
Otu0385 152 118 24 27 67 3 391
Otu1228 64 27 96 107 61 27 382
Otu0321 0 0 38 26 0 317 381
Otu0253 0 0 0 0 0 379 379
Otu0512 63 185 60 9 29 28 374
Otu1124 128 32 31 17 88 33 329
Otu1241 32 14 7 2 271 2 328
Otu0088 8 1 63 10 4 239 325
Otu0315 0 0 0 0 321 0 321
Otu0409 0 0 41 13 0 266 320
Otu0811 35 75 52 27 120 9 318
Otu1242 29 4 162 57 39 24 315
Otu0933 168 29 57 21 9 29 313
Otu0171 298 2 0 0 9 0 309
Otu1018 112 11 3 13 88 79 306
Otu1126 63 33 35 37 90 38 296
Otu1352 0 0 0 0 294 0 294
Otu0451 5 37 187 62 1 0 292
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Otu0278 6 0 112 0 12 143 273
Otu1073 65 26 9 9 130 23 262
Otu1212 87 103 0 0 51 0 241
Otu0314 79 45 104 4 2 3 237
Otu0929 0 0 172 61 0 0 233
Otu1281 0 0 0 0 233 0 233
Otu1420 0 0 108 37 0 82 227
Otu0160 116 12 41 50 7 0 226
Otu1091 0 213 0 0 0 0 213
Otu0943 1 0 0 0 205 0 206
Otu0946 0 0 0 0 202 0 202
Otu0926 13 0 20 157 3 4 197
Otu0353 0 0 0 197 0 0 197
Otu1016 11 9 121 38 9 4 192
Otu0673 11 7 93 28 15 35 189
Otu0523 7 0 88 75 8 10 188
Otu1254 56 1 28 24 60 14 183
Otu0924 0 0 85 95 0 3 183
Otu0935 2 2 50 45 19 64 182
Otu0334 166 0 0 0 16 0 182
Otu1191 11 3 1 0 163 3 181
Otu0771 29 69 14 30 34 4 180
Otu0881 66 0 0 0 112 0 178
Otu0625 0 0 0 2 0 175 177
Otu0204 0 0 46 90 1 39 176
Otu1074 69 8 62 28 5 1 173
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Otu0911 22 45 30 39 5 28 169
Otu1141 5 151 0 0 13 0 169
Otu1318 54 41 2 0 69 0 166
Otu0966 68 61 0 0 33 0 162
Otu0968 47 86 0 0 27 0 160
Otu0389 2 8 96 53 1 0 160
Otu1278 0 0 1 15 10 133 159
Otu0426 1 152 0 0 6 0 159
Otu0505 39 35 15 47 8 13 157
Otu1041 17 6 119 12 0 0 154
Otu0491 0 0 0 0 151 0 151
Otu0174 0 0 0 0 147 0 147
Otu0096 46 94 0 0 0 0 140
Otu0634 1 0 0 0 138 0 139
Otu1079 34 0 56 49 0 0 139
Otu0483 11 0 0 0 126 0 137
Otu0410 1 0 131 1 0 0 133
Otu1234 90 27 1 0 12 2 132
Otu0633 0 0 0 0 132 0 132
Otu1220 20 11 30 26 26 18 131
Otu0676 0 0 0 0 0 131 131
Otu0462 0 0 0 127 0 3 130
Otu1003 21 11 35 31 23 6 127
Otu0886 58 51 4 0 13 0 126
Otu1161 6 2 7 5 86 17 123
Otu1047 40 38 28 6 5 0 117
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Otu1310 11 6 71 0 17 7 112
Otu1104 6 4 90 12 0 0 112
Otu0046 0 0 27 82 0 0 109
Otu0698 0 0 0 0 106 0 106
Otu1200 12 0 59 27 5 0 103
Otu1069 3 0 6 91 0 2 102
Otu0948 11 5 61 23 2 0 102
Otu1400 3 2 0 0 80 14 99
Otu0897 49 27 0 0 22 0 98
Otu0785 0 0 46 50 0 0 96
Otu0560 2 7 33 37 9 8 96
Otu1372 5 1 28 39 6 17 96
Otu0720 0 0 5 0 25 65 95
Otu0775 16 26 51 1 0 0 94
Otu1103 30 18 7 2 25 11 93
Otu0693 44 17 7 10 13 1 92
Otu0597 54 5 8 6 9 10 92
Otu1434 70 19 0 0 2 0 91
Otu0792 47 22 1 3 18 0 91
Otu1300 38 30 0 7 13 0 88
Otu0548 0 25 35 28 0 0 88
Otu0738 0 0 0 0 0 88 88
Otu1004 21 31 17 0 12 3 84
Otu0534 0 0 1 0 78 3 82
Otu0839 0 1 12 20 4 42 79
Otu1363 0 0 12 13 3 50 78
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Otu0342 25 36 1 5 11 0 78
Otu0309 0 0 72 5 0 0 77
Otu0619 28 10 9 23 1 6 77
Otu0622 11 1 10 27 11 15 75
Otu0240 0 0 0 47 0 28 75
Otu0198 59 0 12 2 2 0 75
Otu1158 16 6 3 2 41 6 74
Otu0822 0 0 5 69 0 0 74
Otu0215 0 0 1 72 0 0 73
Otu1205 32 25 0 5 11 0 73
Otu0514 0 43 0 0 27 0 70
Otu1093 1 0 35 18 5 8 67
Otu0834 0 0 0 67 0 0 67
Otu0649 0 0 5 62 0 0 67
Otu0650 5 12 1 5 6 38 67
Otu1017 31 6 5 1 8 16 67
Otu0566 0 0 4 22 35 5 66
Otu0164 65 0 0 0 0 0 65
Otu1387 1 6 5 2 35 14 63
Otu1099 0 0 50 11 0 2 63
Otu1275 3 1 20 11 14 14 63
Otu0178 0 0 17 21 0 24 62
Otu1081 0 0 44 14 1 2 61
Otu0936 0 0 0 0 61 0 61
Otu0152 60 0 0 0 1 0 61
Otu0326 0 0 61 0 0 0 61
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Otu1297 2 2 30 4 22 0 60
Otu0382 8 46 0 0 5 1 60
Otu0643 4 0 34 3 15 3 59
Otu0987 0 0 0 0 58 0 58
Otu0765 7 5 10 20 11 4 57
Otu0892 15 4 16 1 15 5 56
Otu0531 27 0 7 10 0 12 56
Otu1026 30 14 1 0 10 1 56
Otu0258 15 14 26 1 0 0 56
Otu1020 0 0 41 1 5 8 55
Otu1433 12 0 31 12 0 0 55
Otu1005 26 19 8 0 0 2 55
Otu0909 0 0 0 0 6 49 55
Otu1423 3 4 0 0 48 0 55
Otu0058 0 0 30 13 0 11 54
Otu0680 0 0 0 0 54 0 54
Otu1295 1 4 23 11 3 11 53
Otu1367 1 1 2 46 0 2 52
Otu0794 0 0 49 2 0 0 51
Otu0520 0 0 0 0 41 9 50
Otu1146 22 2 16 8 1 1 50
Otu0024 0 3 3 2 5 37 50
Otu0696 0 0 0 0 44 5 49
Otu0266 0 0 5 44 0 0 49
Otu0515 0 0 0 1 0 47 48
Otu0711 0 0 28 9 0 11 48
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Otu0863 25 17 0 0 6 0 48
Otu0425 0 0 0 33 0 15 48
Otu0684 4 0 3 0 3 38 48
Otu1294 0 0 11 36 1 0 48
Otu1152 1 0 20 22 2 2 47
Otu0846 9 3 5 7 4 19 47
Otu0812 3 5 10 5 14 10 47
Otu0325 12 33 0 0 2 0 47
Otu0092 0 0 23 0 3 19 45
Otu1417 0 0 0 16 0 28 44
Otu0645 32 0 0 0 11 0 43
Otu0867 21 11 0 0 11 0 43
Otu1327 0 0 0 0 42 0 42
Otu0190 15 3 6 0 18 0 42
Otu0980 0 0 34 1 0 6 41
Otu1358 1 0 6 4 0 30 41
Otu0042 6 10 13 11 0 1 41
Otu1386 14 14 0 0 13 0 41
Otu1094 0 1 17 7 10 5 40
Otu1397 21 2 10 7 0 0 40
Otu0293 30 1 0 0 2 7 40
Otu1037 1 3 29 5 0 2 40
Otu0903 22 13 0 0 4 1 40
Otu1207 4 3 10 9 13 1 40
Otu0984 2 7 13 12 4 2 40
Otu1289 3 0 1 0 29 6 39
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Otu0390 1 32 0 0 4 2 39
Otu0002 0 39 0 0 0 0 39
Otu0930 37 0 0 0 0 1 38
Otu0371 2 30 0 0 5 1 38
Otu1308 6 0 1 28 3 0 38
Otu0691 0 0 0 0 38 0 38
Otu1337 0 0 0 0 0 38 38
Otu0624 4 0 16 4 3 10 37
Otu0587 2 0 16 2 6 11 37
Otu0665 20 17 0 0 0 0 37
Otu1436 2 1 0 0 25 9 37
Otu0233 0 0 0 8 4 25 37
Otu1117 0 1 16 0 17 2 36
Otu0357 10 0 8 15 0 3 36
Otu0277 0 0 0 34 2 0 36
Otu0104 0 0 36 0 0 0 36
Otu0023 0 0 21 15 0 0 36
Otu1256 0 0 12 22 0 1 35
Otu1100 0 0 35 0 0 0 35
Otu0206 0 0 35 0 0 0 35
Otu1187 0 0 22 8 0 4 34
Otu0820 0 0 0 0 34 0 34
Otu0791 0 0 0 0 34 0 34
Otu1336 14 3 1 0 16 0 34
Otu1249 0 0 0 0 0 34 34
Otu0998 31 0 2 1 0 0 34
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Otu1134 0 0 3 2 23 5 33
Otu1025 0 0 5 28 0 0 33
Otu1128 6 0 0 22 5 0 33
Otu0855 0 0 0 0 0 33 33
Otu0111 0 0 0 0 0 32 32
Otu0459 1 15 9 2 4 1 32
Otu1303 0 0 18 8 0 6 32
Otu0404 10 6 0 9 4 3 32
Otu0129 4 20 0 1 7 0 32
Otu1148 25 5 0 0 2 0 32
Otu0651 0 0 0 0 31 0 31
Otu0452 0 0 17 14 0 0 31
Otu0522 2 3 6 11 7 2 31
Otu1009 1 0 3 27 0 0 31
Otu0045 3 0 5 3 5 15 31
Otu0048 0 0 0 31 0 0 31
Otu0482 30 0 0 0 0 0 30
Otu1288 11 0 0 0 19 0 30
Otu0845 0 0 17 5 2 6 30
Otu1179 11 8 0 1 10 0 30
Otu0942 0 1 2 0 10 16 29
Otu0769 10 4 0 0 15 0 29
Otu1175 5 0 0 0 23 1 29
Otu0842 0 0 14 15 0 0 29
Otu0577 19 3 0 2 2 3 29
Otu1245 5 5 2 0 17 0 29
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Otu0793 0 1 9 17 0 2 29
Otu1173 6 0 2 13 2 5 28
Otu1001 10 12 0 3 3 0 28
Otu0269 0 0 0 0 28 0 28
Otu1447 0 0 4 2 0 22 28
Otu0588 0 0 0 0 0 28 28
Otu0764 2 2 0 0 23 1 28
Otu0591 0 0 0 0 28 0 28
Otu0609 0 0 0 0 28 0 28
Otu0569 22 4 0 0 1 0 27
Otu1174 3 0 0 11 13 0 27
Otu0714 5 8 4 0 9 1 27
Otu0872 6 4 5 7 1 4 27
Otu0199 0 0 0 26 0 1 27
Otu0078 0 0 8 2 1 16 27
Otu0617 8 3 0 0 16 0 27
Otu0105 4 1 0 0 22 0 27
Otu0150 0 0 26 0 0 0 26
Otu1351 6 2 0 0 18 0 26
Otu0264 0 0 16 1 0 9 26
Otu0660 1 0 0 0 25 0 26
Otu0818 1 1 3 6 0 15 26
Otu0982 20 6 0 0 0 0 26
Otu0428 8 6 6 0 6 0 26
Otu1350 9 1 0 0 4 11 25
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Tabla 2: Asignacion de las OTUs

NA: sin asignacién taxonémica, NC: no cultivado

Anexo

OoTU Phylum Clase Orden Familia Genero Especie
Otul272 | NA NA NA NA NA NA
Otu0777 | NA NA NA NA NA NA
Otu0124 | Basidiomycota NA NA NA NA NA
Otu0472 | NA NA NA NA NA NA
Otu0102 | Basidiomycota Agaricomycetes Corticiales Corticiaceae NA NA
Otul243 | NA NA NA NA NA NA
Otul235 | NA NA NA NA NA NC
Otul108 | NA NA NA NA NA NC
Otu0807 | NA NA NA NA NA NC
Otul204 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA
Otul224 | NA NA NA NA NA NA
Otul048 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales NA NA NA
Otu0324 | NA NA NA NA NA NC
Otu0259 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales NA Inocybe NA
Otul292 | NA NA NA NA NA NA
Otu0808 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0829 | NA NA NA NA NA NA
Otul360 | NA NA NA NA NA NA
Otul316 | NA NA NA NA NA NA
Otu0960 | NA NA NA NA NA NC
Otu0222 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Laccaria NA
Otu0593 | NA NA NA NA NA NA
Otul410 | Glomeromycota Paraglomeromycetes | Paraglomerales NA NA NC
Otu0388 | NA NA NA NA NA NA
Otu0480 | NA NA NA NA NA NC
Otu0209 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales NA NA NA
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Otul066 | NA NA NA NA NA NA

Otu0988 | NA NA NA NA NA NC

Otul186 | NA NA NA NA NA NA

Otu0385 | NA NA NA NA NA NA

Otul228 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium
oxysporum

Otu0321 | Basidiomycota Agaricomycetes NA NA NA NC
Agaricomycetes

Otu0253 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Entolomataceae Clitopilus NA

Otu0512 | NA NA NA NA NA NC

Otull24 | NA NA NA NA NA NA

Otul241 | NA NA NA NA NA NC

Otu0088 | NA NA Kickxellales Kickxellaceae Ramicandelaber | NA

Otu0315 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Rhizoctonia
solani

Otu0409 | NA NA NA NA NA NC

Otu0811 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria NA

Otul242 | Ascomycota NA NA NA NA NC Ascomycota

Otu0933 | NA NA NA NA NA NA

Otu0171 | NA NA NA NA NA NA

Otul018 | NA NA NA NA NA NC

Otull126 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA NA NA

Otul352 | NA NA NA NA NA NA

Otu0451 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Waitea Waitea circinata

Otu0278 | Basidiomycota NA NA NA Clitopilus NA

Otul073 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys NA

Otul212 | Ascomycota NA NA NA NA NA

Otu0314 | NA NA NA NA NA NC

Otu0929 | NA NA NA NA NA NC

Otul281 | NA NA NA NA NA NC
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Otul420 | NA NA NA NA NA NA
Otu0160 | NA NA NA NA NA NA
Otul091 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium NA
Otu0943 | NA NA NA NA NA NA
Otu0946 | NA NA NA NA NA uncultured
fungus

Otu0926 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA Myrothecium NA
Otu0353 | NA NA NA NA NA NA
Otul016 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0673 | NA NA NA NA NA NA
Otu0523 | Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae NA NA
Otul254 | NA NA NA NA NA NA
Otu0924 | Ascomycota NA NA NA NA NC Ascomycota
Otu0935 | NA NA NA NA NA NC fungus
Otu0334 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae NA NA
Otul191 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA
Otu0771 | NA NA NA NA NA NA
Otu0881 | NA NA NA NA NA NC
Otu0625 | NA NA NA NA NA NC
Otu0204 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales NA NA NA
Otul074 | NA NA NA NA NA NA
Otu0911 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otull4l | NA NA NA NA NA NA
Otul318 | NA NA NA NA NA NA
Otu0966 | NA NA NA NA NA NA
Otu0968 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA Stachybotrys NA
Otu0389 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Waitea Waitea circinata
Otul278 | NA NA NA NA NA NA
Otu0426 | NA NA NA NA NA NA
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Otu0505 | Chytridiomycota Chytridiomycetes Spizellomycetales NA NA NA
Otul041 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium NA
Otu0491 | NA NA NA NA NA NA
Otu0174 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Bolbitiaceae Agrocybe NA
Otu0096 | NA NA NA NA NA NA
Otu0634 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae NA NA
Otul079 | Ascomycota NA NA NA Acremonium NA
Otu0483 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae NA NA
Otu0410 | Chytridiomycota NA NA NA NA NA
Otul234 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Sporormiaceae NA NA
Otu0633 | Basidiomycota Agaricomycetes Corticiales Corticiaceae NA NC
Limonomyces
Otul220 | NA NA NA NA NA NA
Otu0676 | NA NA NA NA NA NC
Otu0462 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Marasmius NA
Otul003 | NA NA NA NA NA NC
Otu0886 | NA NA NA NA NA NA
Otulléel | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium NA
Otul047 | NA NA Mortierellales Mortierellaceae Mortierella NA
Otul310 | NA NA NA NA NA NA
Otul104 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium NA
Otu0046 | Basidiomycota Agaricomycetes Corticiales Corticiaceae NA NA
Otu0698 | NA NA NA NA NA NA
Otul1200 | Ascomycota Sordariomycetes Trichosphaeriales NA Nigrospora NA
Otul069 | NA NA NA NA NA NC
0Otu0948 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA Myrothecium NA
Otul400 | Ascomycota NA NA NA NA NC
Otu0897 | NA NA NA NA NA NA
Otu0785 | Glomeromycota NA NA NA NA NA
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Otu0560 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae NA NA
Otul372 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Metarhizium Metarhizium
anisopliae

Otu0720 | NA NA NA NA NA NC
Otu0775 | NA NA NA NA NA NA
Otul103 | Ascomycota Sordariomycetes Chaetosphaeriales | Chaetosphaeriaceae | NA NA
Otu0693 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma NA
Otu0597 | NA NA NA NA NA NC
Otul434 | Glomeromycota Paraglomeromycetes | Paraglomerales NA NA NC Paraglomus
Otu0792 | NA NA NA NA NA NA
Otul300 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales NA NA NA
Otu0548 | NA NA NA NA NA NC
Otu0738 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae NA NA
Otul004 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0534 | NA NA NA NA NA NA
Otu0839 | NA NA NA NA NA NC
Otul363 | NA NA NA NA NA NA
Otu0342 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma NA
Otu0309 | NA NA NA NA NA NA
Otu0619 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA Stachybotrys NA
Otu0622 | Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae NA NA
Otu0240 | NA NA NA NA NA NC
Otu0198 | NA NA NA NA NA NA
Otul158 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae NA NA
Otu0822 | NA NA Mortierellales Mortierellaceae Mortierella NA
Otu0215 | NA NA NA NA NA NA
Otul1205 | Ascomycota Sordariomycetes Microascales Halosphaeriaceae Periconia NA
Otu0514 | NA NA NA NA NA NC
Otul093 | NA NA NA NA NA NC
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Otu0834 | NA NA NA NA NA NC
Otu0649 | NA NA NA NA NA NA
Otu0650 | NA NA NA NA NA NA
Otul017 | NA NA NA NA NA NA
Otu0566 | Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Cyphellophoraceae Cyphellophora NA
Otu0164 | NA NA NA NA NA NA
Otul387 | Ascomycota NA NA NA NA NC Ascomycota
Otul099 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA NA NA
Otul275 | NA NA NA NA NA NC
Otu0178 | NA NA NA NA NA NA
Otul081 | NA NA NA NA NA NA
Otu0936 | NA NA NA NA NA NC
Otu0152 | NA NA NA NA NA NA
Otu0326 | NA NA NA NA NA NA
Otul297 | Ascomycota Dothideomycetes NA NA Epicoccum NA
Otu0382 | NA NA NA NA NA NA
Otu0643 | Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae NA NA
Otu0987 | NA NA NA NA NA NA
Otu0765 | NA NA NA NA NA NC
Otu0892 | NA NA NA NA NA NA
Otu0531 | Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales Sebacinaceae NA NA
Otul026 | NA NA NA NA NA NA
Otu0258 | NA NA NA NA NA NC
Otul1020 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Cochliobolus NA
Otul433 | NA NA NA NA NA NC
Otul005 | Ascomycota Leotiomycetes NA Pseudeurotiaceae NA NA
Otu0909 | NA NA NA NA NA NA
Otul423 | NA NA NA NA NA NC
Otu0058 | NA NA NA NA NA NA

128




Anexo

Otu0680 | NA NA NA NA NA NA

Otul295 | Basidiomycota NA Erythrobasidiales NA NA NA

Otul367 | NA NA NA NA NA NA

Otu0794 | NA NA NA NA NA NA

Otu0520 | NA NA NA NA NA NA

Otull46 | NA NA NA NA NA NA

Otu0024 | NA NA NA NA NA NA

Otu0696 | Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Pezizaceae NA NC Pezizaceae
Otu0266 | NA NA NA NA NA NA

Otu0515 | NA NA NA NA NA NA

Otu0711 | NA NA NA NA NA NC

Otu0863 | Ascomycota NA NA NA NA NA

Otu0425 | Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales NA NA NA

Otu0684 | NA NA NA NA NA NA

Otul294 | NA NA NA NA NA NC

Otull52 | NA NA NA NA NA NA

Otu0846 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Metacordyceps Metacordyceps

chlamydosporia

Otu0812 | NA NA NA NA NA NC

Otu0325 | NA NA NA NA NA NA

Otu0092 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae NA NA

Otuldl7 | NA NA NA NA NA NC

Otu0645 | NA NA NA NA NA NA

Otu0867 | NA NA NA NA NA NA

Otul327 | NA NA NA NA NA NC

Otu0190 | Ascomycota Dothideomycetes Venturiales NA Ochroconis NA

0Otu0980 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales NA NA NA

Otul358 | NA NA NA NA NA NC

Otu0042 | NA NA NA NA NA NA
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Otul386 | Ascomycota Sordariomycetes Xylariales NA NA NA
Otul094 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otul397 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Metarhizium NA
Otu0293 | NA NA NA NA NA NC
Otul037 | NA NA NA NA NA NA
Otu0903 | NA NA NA NA NA NA
Otul207 | NA NA NA NA NA NC
Otu0984 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA NA NA
Otul289 | NA NA NA NA NA NA
Otu0390 | NA NA NA NA NA NA
Otu0002 | NA NA NA NA NA NA
Otu0930 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0371 | NA NA NA NA NA NA
Otul308 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0691 | Basidiomycota Agaricomycetes NA NA NA NA
Otul337 | NA NA NA NA NA NA
Otu0624 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Curvularia NA
Otu0587 | Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Exophiala NA
Otu0665 | Glomeromycota NA NA NA NA NA
Otul436 | NA NA NA NA NA NC
Otu0233 | NA NA NA NA NA NC
Otulll7 | NA NA NA NA NA NC
Otu0357 | NA NA NA NA NA NA
Otu0277 | Basidiomycota NA NA NA NA NA
Otu0104 | NA NA NA NA NA NA
Otu0023 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae NA NA
Otul256 | Glomeromycota NA NA NA NA NA
Otul100 | Chytridiomycota Chytridiomycetes Rhizophydiales Rhizophydiaceae Rhizophydium NA
Otu0206 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Agaricus Agaricus
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subsubensis

Otul187 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA NA NA

Otu0820 | Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales NA Pseudorobillarda | NA

Otu0791 | NA NA NA NA NA NA

Otul336 | NA NA NA NA NA NA

Otul249 | NA NA NA NA NA NA

Otu0998 | Chytridiomycota NA NA NA NA NC
Chytridiomycota

Otul134 | Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales NA NA NA

Otul025 | Ascomycota NA NA NA NA NA

Otul128 | NA NA NA NA NA NC

Otu0855 | NA NA NA NA NA NC

Otu0111 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Micropsalliota NA

Otu0459 | NA NA NA NA NA NC

Otul303 | NA NA NA NA NA NC

Otu0404 | NA NA NA NA NA NA

Otu0129 | NA NA NA NA NA NA

Otul148 | Ascomycota Leotiomycetes NA NA NA NC
Leotiomycetes

Otu0651 | Basidiomycota NA NA NA NA NA

Otu0452 | NA NA NA NA NA NC endophytic
fungus

Otu0522 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma
virens

Otul009 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales NA NA NA

Otu0045 | NA NA NA NA NA NA

Otu0048 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae NA NA

Otu0482 | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia NA

Otul288 | NA NA NA NA NA NA

Otu0845 | NA NA NA NA NA NA

Otull79 | Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae NA NA
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Otu0942 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0769 | NA NA NA NA NA NA
Otull75 | NA NA NA NA NA NA
Otu0842 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0577 | Ascomycota Orbiliomycetes Orbiliales Orbiliaceae Arthrobotrys NA
Otul245 | NA NA NA NA NA NA
Otu0793 | Ascomycota Sordariomycetes Coniochaetales NA NA NA
Otull73 | NA NA NA NA NA NC
Otul001 | NA NA NA NA NA NA
Otu0269 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae NA NA
Otul447 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0588 | NA NA NA NA NA NC
Otu0764 | NA NA NA NA NA NA
Otu0591 | Basidiomycota NA NA NA Rhizoctonia NA
Otu0609 | NA NA NA NA NA NA
Otu0569 | NA NA NA NA NA NA
Otull74 | NA NA NA NA NA NA
Otu0714 | NA NA NA NA NA NA
Otu0872 | NA NA NA NA NA NA
Otu0199 | NA NA NA NA NA NA
Otu0078 | NA NA NA NA NA NA
Otu0617 | Ascomycota Orbiliomycetes Orbiliales Orbiliaceae NA NA
Otu0105 | NA NA NA NA NA NA
Otu0150 | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Pleurotaceae NA NA
Otul351 | NA NA NA NA NA NA
Otu0264 | Basidiomycota NA NA NA NA NA
Otu0660 | Ascomycota NA NA NA NA NA
Otu0818 | NA NA NA NA NA NC
0Otu0982 | Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Myceliophthora NA
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Otu0428 | Chytridiomycota NA NA NA NA NC
Chytridiomycota
Otul350 | NA NA NA NA NA NC
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