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RESUMEN

Un experimento fue realizado en una camara de germinacién con el objetivo de evaluar uno de los posibles mecanismos que
explicarian el aumento de la proporcion de plantas de festuca alta (Festuca arundinacea) infectada con enddfito silvestre
Epichloé coenophiala en pasturas y pastizales de suelos salinos de la pampa deprimida (Buenos Aires, Argentina): la tolerancia
a la salinidad durante la germinacién de semillas y el crecimiento de las plantulas. Se utilizé un disefio en bloques completos
aleatorizados con tres repeticiones en el tiempo, con un arreglo factorial. Los factores que definieron los doce tratamientos
experimentales fueron: i) genotipos de festuca alta, con cuatro niveles: poblacién naturalizada libre (SE-) y poblacién
naturalizada infectada con enddfito silvestre (SE+); cv. Taita libre (TE-) y cv. Taita infectado (TE+) con endoéfito seguro AR584, y
ii) condicion salina, con tres niveles: 0 mM (control), 120 mM y 200 mM NaCl. Se colocaron las semillas en rollos de papel
embebidos en la solucidn salina correspondiente y se evaluaron variables asociadas a la germinacion: energia germinativa
(EG), poder germinativo (PG), longitud de coleoptilo (LC) y de radicula (LR), peso fresco (PF) y seco (PS) de plantulas y plantas
jévenes. También se verificd la viabilidad del endéfito en las plantas jovenes luego de los tratamientos salinos. Se observé un
marcado efecto detrimental en la condicidn salina 200 mM sobre la mayoria de las variables medidas asociadas a la
germinacidn. Solo se halld interaccién significativa entre el genotipo de festuca alta y la condicion salina para la EG. Asi, el
endofito silvestre aumentd 14% y 48% la EG de las semillas en los niveles de salinidad 120 mM y 200 mM, respectivamente.
No se detectaron diferencias en el cv. Taita para la EG. Ante el inminente cambio climatico global, los resultados del presente
trabajo adquieren particular importancia considerando que las predicciones indican una tendencia creciente de exposicién de
las plantas a condiciones de estrés salino. Asi, la tolerancia a condiciones de salinidad en las plantas de festuca alta SE+
constituiria un atributo que otorgaria capacidad para establecerse en suelos que son restrictivos para otras especies. Estudios
experimentales complementarios a campo son necesarios para corroborar los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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ABSTRACT

An experiment was carried out in a germination chamber with the objective of evaluating one of the possible mechanisms
that could explain the increased in the proportion of tall fescue plants (Festuca arundinacea) infected with the wild endophyte
Epichloé coenophiala in pastures with saline soils in the flooding pampa (Buenos Aires, Argentina): salinity tolerance during
seed germination and seedling growth. A randomized complete block design with three replicates in time with factorial
arrangement was used. The factors that defined the twelve experimental treatments were: i) tall fescue genotypes, four
levels: a naturalized population free (SE-) and infected (SE+) with wild endophyte, and cv. Taita free (TE-) and infected (TE+)
with endophyte AR584, and ii) saline condition, three levels: 0 mM (control), 120 mM and 200 mM NaCl. Seeds were placed
in rolls of paper soaked in the appropriate saline solution, and the following variables associated with germination were
evaluated: germination energy (GE), germination power (GP), coleoptile (CL) and radicle length (RL), fresh (FW) and dry
weight (DW) of seedlings and young plants. The viability of the endophyte in young plants after saline treatments was also
verified. A significant interaction was only found between the tall fescue genotype and the saline condition for GE. Thus, the
wild endophyte increased GE of the seeds subjected to 120 mM and 200 mM saline treatments by 14% and 48%, respectively.
No differences were detected in cv. Taita for GE. A marked detrimental effect of 200 mM saline condition was observed on
most of the response variables. Given the imminent global climate change, the results of this work acquire particular
importance considering the predictions indicate an increasing trend of exposure of plants to saline stress conditions. Thus, the
tolerance to salinity conditions in SE+ tall fescue plants would constitute an attribute that would grants the capacity to
establish itself in soils that are restrictive for other species. Futures field experiments will confirm this superiority.
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Introduccion

La festuca alta (Festuca arundinacea) es una graminea
forrajera, de metabolismo Cs y crecimiento otofio-inverno-
primaveral, cultivada en Argentina, particularmente en la
Regidn Pampeana (Lattanzi et al. 2007; Milne 2009;
Scheneiter et al. 2016). Es una especie perenne que tolera
niveles moderados de salinidad y alcalinidad y es capaz de
adaptarse a un amplio rango de condiciones climaticas y
edaficas (Scheneiter et al. 2016). Es valorada en los sistemas
extensivos de produccidon ganadera por su rusticidad,
plasticidad fenotipica y calidad forrajera (Lattanzi et al. 2007;
Scheneiter et al. 2016). Crece espontdneamente en las
comunidades vegetales de loma (pradera de mesofitas) y
media loma (pradera humeda de meséfitas) de los pastizales
de la pampa deprimida argentina (Roitman y Preliasco 2018),
y se la utiliza en intersiembras de pasturas degradadas
(Principi et al. 2011). Festuca alta puede establecer una
relaciéon simbidtica con el hongo enddfito Epichloé
coenophiala (Leuchtmann et al. 2014). El hongo se transmite
a través de semillas infectadas de su hospedante, no se
dispersa por esporas ni por el polen de plantas infectadas, y
no produce sintomas de enfermedad visibles desde el
exterior, como tampoco forma estructuras reproductivas
externas (Clay y Schardl 2002).

La asociaciéon endofito-graminea generalmente es del
tipo simbidtico-mutualista (White y Torres 2009). El hongo se
nutre y reproduce a partir de la planta, mientras que la
planta presenta mayor potencial de crecimiento y tolerancia
a estreses bidticos y abioticos (Petigrosso et al. 2019; Lee et
al. 2021). Por otro lado, el consumo de plantas infectadas
con endodfito ocasiona inconvenientes en los animales
debido a la presencia de alcaloides de origen flungico que
causan diversos sindromes (festucosis), lo que provoca
importantes pérdidas econdmicas en la produccién ganadera
(Hoveland 1993; Strickland et al. 2011). Entre las estrategias
para disminuir esta toxicidad se encuentra la siembra de
cultivares de festuca libres de enddfito o, alternativamente,
el uso de cultivares que han sido inoculados con endofitos
seguros o amigables (“safe” o “non-toxic endophytes”,
Bouton et al. 2002). Estos cultivares producen alcaloides de
la familia de las lolinas y peraminas, que otorgan resistencia

a insectos, en valores similares a los observados en
materiales con el enddfito silvestre, y niveles
significativamente  reducidos o nulos de toxinas

(ergoalcaloides) para el ganado (Phillips y Aiken 2009). Sin
embargo, las combinaciones graminea-enddfito generadas
por el hombre a través de la inoculacion de hifas, al no haber
estado sometidas a “filtros naturales” ambientales y
genéticos, muestran distintos niveles de compatibilidad (do
Valle Ribeiro 1993). La falta de compatibilidad se manifiesta
a través de reacciones que pueden provocar la muerte del
tejido celular del hospedante, la muerte de las hifas y/o un
retraso en el crecimiento del hospedante (Koga et al. 1993).
Las cepas AR542 y AR584 han sido desarrolladas y
comercializadas en Estados Unidos, Nueva Zelanda vy
Australia. Hopkins et al. (2010) demostraron que los
cultivares inoculados con estas cepas mejoran la
productividad animal. Aunque estas nuevas asociaciones de
hongos endodfitos seguros y distintos cultivares de festuca

alta han sido adoptadas por los consumidores, las
consecuencias ecolégicas de estas nuevas simbiosis siguen
siendo en gran parte desconocidas (lgbal et al. 2012). Hay
evidencias de que las interacciones ecoldgicas, la dindmica
de la comunidad vegetal y la fisiologia de la planta
responden de manera diferente en individuos de festuca alta
infectados con los nuevos enddéfitos en comparacidon con
individuos infectados con el enddfito silvestre o libres de
endofitos (Igbal et al. 2012). Uno de los cultivares que ha
sido inoculado con el enddfito seguro AR584 es el cv. Taita.
Actualmente, en la pampa deprimida, se observan dos
practicas de manejo: pastoreo continuo y pastoreo rotativo
controlado por ambientes (Vaccaro et al. 2020). Los sistemas
basados en pastoreo rotativo dan lugar a una estructura de
mosaicos en la vegetacion, lo que aumenta la riqueza y
diversidad (Fuhlendorf et al. 2006; Vaccaro et al. 2020). En
cambio, los sistemas basados en pastoreo continuo,
homogenizan el pastizal y provocan su empobrecimiento y
degradacion, dando lugar generalmente a una vegetacion
homogénea de pastos cortos (Vaccaro et al. 2020). Ademas,
el pastoreo continuo provoca alteraciones en las
caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos, como por
ejemplo, disminuye el contenido hidrico y aumenta la
densidad aparente y conductividad eléctrica a través del
ascenso de sales en superficie (Rodriguez y Jacobo 2012). El
cloruro de sodio es la sal mds importante causante de la
salinidad en los suelos (Bahizire 2007), considerandose
salinos los suelos que poseen una conductividad eléctrica
(CE) superior a 4 dS m™ (Tal 1985), y dicho valor supera a los
registrados en los suelos en los que festuca crece (Roitman y
Preliasco 2018). La mayoria de las especies herbaceas, son
mas sensibles a la salinidad durante la germinacién vy
emergencia que durante los estados posteriores de
crecimiento y desarrollo (Jauregui et al. 2017; Cardamone et
al. 2018). Durante la germinacidn, al disminuir el potencial
osmoético del medio, se reduce la absorcion de agua por
parte de la semilla y se generan condiciones que favorecen la
entrada de iones toxicos, lo que afecta negativamente la
supervivencia del embrién y el desarrollo de las plantulas
(Yokoi et al. 2002; Bahizire 2007).

Dado que son escasos los trabajos que evaluan los
efectos de la presencia de hongos enddfitos asexuales del
género Epichloé sobre la tolerancia a la salinidad en
gramineas templadas (Vazquez de Aldana et al. 2011; Koch et
al. 2017; Soto et al. 2022), el presente trabajo tiene por
objetivo evaluar uno de los posibles mecanismos que
podrian explicar el aumento de la incidencia de festuca
infectada con enddfito silvestre en pasturas y pastizales de
suelos salinos de la pampa deprimida: la tolerancia a la
salinidad durante la germinacién de semillas y el crecimiento
de las plantulas. Para ampliar el alcance del estudio, ademas
de utilizar una poblacion naturalizada en pastizales
pampeanos, también se utilizd un cultivar comercial. La
poblacién naturalizada esta asociada a hongos enddfitos
silvestres y las plantas del cultivar a un enddfito seguro. La
hipdtesis del presente estudio es que la tolerancia a la
salinidad de festuca alta en variables asociadas a Ia
germinacion depende de la interaccion entre el genotipo de
festuca alta asociado a su respectivo hongo enddfito y la
concentracién de salina. En este sentido, esperamos que en
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condiciones de salinidad: a) las semillas provenientes de
plantas de festuca alta infectadas con enddfito, tanto
silvestre como seguro, sean mas tolerantes a la salinidad que
las libres de enddfito, respectivamente y b) que dicha
tolerancia sea mayor en semillas provenientes de plantas de
festuca alta infectadas con enddfito silvestre que aquellas
infectadas con enddfito seguro.

Materiales y Métodos
Obtencion de los genotipos experimentales

Se trabajo con semillas de cuatro genotipos de festuca
alta [Festuca arundinacea Schreb., sindbnimo: Schedonorus
arundinaceus (Schreb.) Dumort]: a) una poblacion
naturalizada libre de endéfito (SE-), b) una poblacién
naturalizada infectada con el enddfito silvestre E.
coenophiala (SE+), c) cv. Taita libre de endéfito (TE-) y d) cwv.
Taita infectado con el endoéfito seguro AR584 (TE+), este
ultimo provisto por GENTOS S.A. Grasslanz Technology
Limited, Palmerston North, Nueva Zelanda. Este cultivar es
de origen genético Continental, fue seleccionado a partir de
colecciones de germoplasma en distintas zonas geograficas
del pais, y presenta una estructura de planta densa, con alto
vigor de implantacién y excelente produccidon de biomasa.
Las semillas originales de festuca SE+ se obtuvieron a partir
de la cosecha de semillas de festuca alta infectadas con
enddfito silvestre de plantas establecidas en las banquinas
linderas al establecimiento Arroyo Grande, ubicado en el
Partido de Mar Chiquita, Buenos Aires, Argentina (37° 32'S;
57° 55' 0), cuyo nivel de infeccion (100%) habia sido
diagnosticado previamente por Petigrosso et al. (2013). El
sitio de recoleccion presenta suelos con pH de 8,6; CE de
4,2dS m?; 9,9 ppm de P; 7,5 % de MO vy textura franco
limosa (24,49 % arena, 56,19 % limo y 19,33 % arcilla). La
semilla se sometié a dos condiciones de almacenamiento
sucesivas, en heladera a 5°C para mantener la viabilidad del
enddfito (SE+) y a 20°C y 52 % HR durante 12 meses para
eliminarlo (SE-) (Nosquese 2017). Este experimento se llevo a
cabo con semillas cosechadas en el mismo afio y con
comprobada condicidn endofitica (Petigrosso et al. 2021). El
poder germinativo de las semillas varié entre 86% y 93%
(SE-: 87%, SE+: 88%, TE-: 86% y TE+: 93%).

Disefio y conduccion del experimento

En el experimento se utilizdé un disefio en bloques
completos aleatorizados con tres repeticiones en el tiempo,
con un arreglo factorial. Los factores que definieron los doce
tratamientos experimentales fueron: i) genotipos de festuca
alta, con cuatro niveles: SE-, SE+, TE- y TE+, y ii) condicion
salina, con tres niveles: 0 mM NaCl (control), 120 mM NaCl y
200 mM NaCl. Se utilizaron estas concentraciones salinas
porque resultados previos demostraron que la asociacién de
festuca alta con el hongo endéfito, tanto silvestre como
seguro AR584, no conferiria tolerancia a la salinidad (i.e. 40 y
80 mM NaCl) a la poblacion silvestre ni al cv. Taita, en
variables relacionadas con la germinacién (Soto et al. 2022).
En cada repeticidn, se sembraron 50 semillas de cada uno de
los genotipos en rollos de papel esterilizados, embebidos
(aproximadamente con 20 ml aplicados con rociador) en

agua destilada (testigo), en solucién 120 mM NaCl y 200 mM
NaCl. Las semillas fueron esterilizadas previamente en
alcohol 70% durante 15 segundos, luego se enjuagaron con
agua utilizando un colador, y se colocaron en una solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 20% durante 10 min,
enjuagando luego con abundante agua. Una vez formados
los rollos, se colocaron verticalmente en un frasco de vidrio
(altura: 15 cm y didmetro: 12 cm) y se sometieron a un pre-
enfriado a 5°C durante 48 h para romper la dormicién de las
semillas y luego se trasladaron a una camara de germinacion
donde permanecieron 14 dias a 20°C con un fotoperiodo de
8 h. para que germinen.

Determinaciones

- Energia germinativa (EG): a los siete dias se abrieron los
rollos y se contaron las semillas germinadas (ISTA 2008). Las
semillas se consideraron germinadas cuando la radicula
tenia una longitud igual o mayor a 2 mm. La EG se determiné
como el porcentaje de semillas germinadas con respecto al
total de semillas sembradas (50).

- Poder germinativo (PG): a los 14 dias se abrieron los rollos
y las semillas y plantulas se clasificaron en semillas frescas
no germinadas y semillas muertas, y en plantulas normales y
anormales, de acuerdo a lo establecido en las normas ISTA
(2008). EI PG se determind como el porcentaje de plantulas
normales desarrolladas con respecto al total de semillas
sembradas (50).

- Longitud de coleoptilo (LC) y radicula (LR): a los 14 dias se
midieron la LC y la LR con una regla milimetrada en una
muestra aleatoria de 10 plantulas. Los andlisis se efectuaron
con el valor promedio del grupo de 10 plantulas.

- Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las pldantulas: las
mismas 10 pldntulas en las que se efectuaron las mediciones
de longitud, fueron pesadas en balanza analitica para
obtener el PF. Posteriormente se colocaron en sobres de
papel, se secaron en estufa a 60°C durante 48 h y se
volvieron a pesar para determinar el PS.

- Peso fresco y seco de plantas jovenes: Se seleccionaron al
azar 15 plantulas restantes de cada tratamiento y se
trasplantaron a bandejas conteniendo tierra: enmienda
organica (3:1 v/v) compuesta por turba de musgo
Sphagnum, perlita, estabilizantes y nucleo fertilizante de
liberacién controlado (humedad: 40-45 %, cenizas 1.5-3 %,
relacion C/N 56,6, pH: 3,7-4,2, materia organica: 50-55 %).
Luego de 27 dias de cultivo, se seleccionaron 10 plantas y se
determind el PF y PS. Las otras cinco se utilizaron para
analizar la viabilidad del endéfito en las plantas.

-Viabilidad del endodfito en plantas jovenes: en las cinco
plantas jovenes restantes de los genotipos de festuca alta
infectados y no infectados, a los 30 dias del trasplante se
determiné la viabilidad del endéfito mediante la observacion
microscopica de hifas entre las células parenquimaticas en
las vainas de las hojas mediante coloracion directa (Belanger
1996).

Andlisis estadistico

Los efectos de los factores experimentales y su posible
interaccion en los doce tratamientos generados sobre las
variables respuesta consideradas se analizaron mediante
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ANVA. Previamente al analisis, se realizé la verificacion del
cumplimiento de los supuestos del ANVA (normalidad de los
residuos y la homogeneidad de varianzas). Las medias se
compararon con la prueba de Ila Diferencia Minima
Significativa (DMS) vy se considerd significativa toda
diferencia con un valor de probabilidad P<0,05. Se analizé el
efecto del enddfito silvestre dentro de la poblacion
naturalizada y del enddfito seguro en el cv. comercial de
festuca mediante contrastes. Todos los anadlisis se realizaron
empleando el software estadistico R (R Core Team 2021).

Resultados

En el presente experimento, la energia germinativa (EG)
de las semillas varid segun el genotipo de festuca alta y la
condicion salina, evidenciando interaccion (Tabla 1). Asi, la
presencia del enddfito silvestre (SE+) aumentd 14% y 48% la
EG respecto a SE-, para los niveles de salinidad 120 mM y
200 mM, respectivamente (Figura 1). Para todos los niveles
de salinidad no se observaron diferencias estadisticamente
significativas debida a la presencia del endoéfito seguro
(P>0,05; Figura 1); sin embargo, se observd una tendencia
favorable para las infectadas en el cv. Taita (TE+) respecto a
las TE-. No se encontraron diferencias entre los genotipos de
festuca alta en la condicion control (Figura 1). Al analizar el
poder germinativo (%PG) de las semillas, no se hallé
interaccion significativa entre el genotipo de festuca alta y la
condicion salina (Tabla 1), pero si hubo efecto de cada factor
(P<0,001 para la condicién salina y P<0,05 para el genotipo
de festuca alta). Las semillas que fueron sometidas al nivel
salino 200 mM presentaron menor %PG que aquéllas que
fueron sometidas a 0 mM y 120 mM (Tabla 1). Tanto la
longitud de coleoptilo (LC) como la longitud de radicula (LR)
y el peso fresco (PF) de las plantulas no fueron afectados por
la interaccion entre el genotipo de festuca alta y la condicidn
salina (Tabla 1), pero si fueron modificadas por el
tratamiento salino (P<0,001). Las plantulas originadas de las
semillas sometidas a 200 mM presentaron menores valores
de LR, LC y PF (Tabla 1). La presencia del enddfito silvestre
aumentd 19% el %PG en las semillas de la poblacion
naturalizada (P<0,05), mientras que no se detectaron
diferencias debidas a la presencia del enddfito seguro en el
cv. Taita (P>0,05; Tabla 1). El peso seco (PS) de las plantulas
no fue afectado por ninguno de los factores experimentales
ni su interaccién (Tabla 1). Tanto el PF como el PS de las
plantas jovenes no fueron afectados por la interaccion entre
el genotipo de festuca alta y la condicién salina (Tabla 1),
pero si variaron segun el genotipo de festuca alta (P < 0,05).
La presencia del enddfito silvestre aumentd 11% el PFy 23%
el PS de las plantas jovenes en la poblaciéon naturalizada,
mientras que el enddfito seguro redujo 15% el PF en el cv.
Taita, pero no afecté el PS (Tabla 1). Los genotipos SE+ y TE+,
independientemente del tratamiento salino, dieron positivos
al diagndstico de presencia de enddfito (i.e. 100% de
infeccion, Tabla 2) cuando se las observo en el estadio de
plantas jovenes. En los genotipos SE- y TE- se corroboré la
ausencia del endéfito (i.e. 0 % de infeccidn, Tabla 2).

Discusion

La tolerancia es una propiedad desarrollada por las
plantas durante el proceso evolutivo, para lograr perpetuar
la especie en ambientes donde ocurren estreses climaticos o
eddficos constantes, o que se repiten periddicamente
(Gonzalez et al. 2002). Los individuos que no se adaptan a
esas condiciones adversas no sobreviven en la poblacion,
mientras que aquellos que logran sobrevivir, desarrollan su
ciclo de vida y dan descendencia, asegurando Ia
supervivencia de la especie (Gonzdlez et al. 2002). En el
presente trabajo se propuso evaluar la tolerancia a la
salinidad durante la germinacidn de semillas y el inicio del
crecimiento de las pldntulas como uno de los posibles
mecanismos que podrian explicar el aumento de la
propagacion de festuca infectada con enddfito silvestre en
pasturas y pastizales de la pampa deprimida. Esperabamos
que, en condiciones de salinidad, la asociacion de festuca
alta con el hongo enddfito, tanto silvestre como seguro,
aumentara todas variables medidas (%EG, %PG, LC, LR, PFy
PS de plantulas y, PF y PS de plantas jovenes), en relacién a
aquellas libres de enddfito y que dicha superioridad fuese
mayor en aquellos individuos infectados con endofito
silvestre respecto al endofito seguro. Sin embargo, se
observd Unicamente que la presencia del enddfito silvestre
en las semillas de festuca alta de la poblacién naturalizada
aumentd la energia germinativa de las semillas en altas
concentraciones salinas, respecto a las libres (Figura 1). La
superioridad hallada en la EG debido a la presencia del
endofito en SE+ respecto a SE- en condiciones de salinidad,
resulta importante por varias razones. Por un lado, la
germinacion y la emergencia son las dos etapas mas
importantes en el ciclo de vida de las plantas (Weitbrecht et
al. 2011; Baskin y Baskin 2014), que afectan directamente el
desarrollo y sobrevivencia de las plantulas (Forcella et al.
2000). Por otro lado, las gramineas perennes de uso forrajero
presentan generalmente un lento crecimiento inicial vy
escasas reservas en la semilla, lo que determina que el
establecimiento de las plantulas sea una de las etapas mas
criticas en la implantacidn (Ruiz y Terenti 2012). Tampoco se
encontraron diferencias en la EG de semillas SE+ y TE+ bajo
los tratamientos de 120 y 200 mM de NaCl (Figura 1).

Segun Wang et al. (2020), los efectos del hongo enddfito
Epichloé bromicola sobre la germinacion de semillas de
Hordeum brevisubulatum en condiciones de estrés salino,
estan determinados por la concentracion de NaCl. Asi,
cuando las semillas son expuestas a una concentracion de
100 mM NaCl, no se registran efectos significativos sobre
variables relacionadas con la germinacion (ie. tasa de
germinacion y longitud de radicula y de coleoptilo), pero a
concentraciones de salinidad mayores a 200 y 300 mM Nacl,
la presencia del enddfito aumenta significativamente la tasa
de germinacion y la longitud de la radicula y del coleoptilo.
Por otra parte, Koch et al. (2017) observaron que el hongo
endofito Epichloé festucae var. lolii aumenta la tolerancia a la
concentracion salina de 15 dS m™ en clones de Lolium
perenne L. Sin embargo, Reza Sabzalian y Mirlohi (2010)
muestran que el peso seco de las plantas de festuca alta con
E. coenophiala no es diferente al de las plantas libres de
endofito bajo condiciones de salinidad de 170 mM de NaCl.
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Tabla 1. Energia germinativa (EG), poder germinativo (PG), longitud de coleoptilo (LC) y de radicula (LR), peso fresco (PF) y seco (PS) de
plantulas y plantas jévenes provenientes de semillas de cuatro genotipos de festuca alta (SE-: poblacidn naturalizada libre de endoéfito
silvestre; SE+: poblacidn naturalizada con enddfito silvestre; TE-: cv. Taita libre de enddfito seguro; TE+: cv. Taita con enddfito seguro)
sometidas a tres condiciones salinas (CS: 0, 120, 200 mM NacCl). Los valores son medias + EE. Letras minusculas iguales en la misma columna
y para cada factor experimental (Genotipo o CS), indican diferencias no significativas segun la prueba de DMS (a=0,05).

Table 1. Germination energy (EG), germinative power (PG), coleoptile length (CL) and radicle length (LR), fresh weight (PF) and dry weight
(PS) of seedlings and young plants from seeds of four genotypes of tall fescue (SE-: naturalized population free of wild endophyte; SE+:
naturalized population with wild endophyte; TE-: cv. Taita free of safe endophyte; TE+: cv. Taita with safe endophyte) subjected to three
saline conditions (CS: 0, 120, 200 mM NacCl). Values are means * ES. Equal lowercase letters in the same column and experimental factor
(Genotype or CS) indicate non-significant differences according to the MDS test (a=0.05).

Tratamiento EG PG LR LC PF plantula PS plantula  PF planta joven PS planta joven
(%) (%) (cm) (cm) (g) (g) (g) (g)
Condicion Salina
0mM NaCl  40,543,7a 81,3+2,2a 4,7t0,2a 7,4¢0,3a 0,128+0,003a 0,013#0,001a 0,179+0,071a 0,019+0,008 a
120 mM NaCl 41,6t5,4a 79,5t1,9a 4,5+0,2a 5,5+0,2b 0,095+0,007b 0,015+0,001a 0,175%0,069 a 0,020+£0,018 a
200 mM NaCl 28,0+7,7b 52,844,1b 2,8t0,1b 2,0+0,1c 0,072+0,002c 0,014+0,002a 0,164+0,070a 0,020+£0,020 a
Genotipo
SE+ 39,7¢5,8a 76,2t46a 3,9t1,3a 4,9+2,5a 0,100+0,028a 0,014+0,001a 0,186%0,012a 0,023+0,004 a
SE- 30,949,7c 61,5¢6,5b 3,9+1,2a 4,9+2,4a 0,101+0,029a 0,014+0,001a 0,166+0,012 bc 0,018+0,001 b
TE+ 40,2t6,7a 75,8%5,6a 3,9+1,3a 5,0+2,8a 0,101+0,023a 0,014+0,001a 0,155+0,012c  0,016+0,001 b
TE- 36,0£¢5,8b 71,3t4,3a 4,5t1,5a 5,2+2,7a 0,094+0,080a 0,015+0,002a 0,183+0,012ab 0,01910,001 b
Anilisis de varianza (P-valor)
cs <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,069 0,189 0,881
Genotipo <0,001 0,009 0,137 0,238 0,763 0,406 0,004 0,012
CS x Genotipo 0,049 0,388 0,649 0,283 0,348 0,683 0,358 0,653
mSE+ OSE- BTE+ OTE-
< 60
S
© B a
= - a a
©
£ a
- =
® 30
=] b
& 20 f
o
3 10
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0
0 120 200
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Figura 1. Energia germinativa (%) de semillas de festuca alta sometidas a distintas condiciones salinas. SE-: poblacidn naturalizada libre de
endofito silvestre; SE+: poblacién naturalizada con endofito silvestre; TE-: cv. Taita libre de enddfito seguro; TE+: cv. Taita con enddfito
seguro. Los valores son medias + EE. Letras iguales, para cada condicion salina, indican diferencias no significativas segun la prueba de DMS
(a=0,05).

Figure 1. Germination energy (%) of tall fescue seeds subjected to different saline conditions. SE-: naturalized population free of wild
endophyte; SE+: naturalized population with wild endophyte; TE-: cv. Taita free from safe endophyte; TE+: cv. Taita with safe endophyte.
Values are means # ES. Equal letters, for each saline condition, indicate non-significant differences according to the MDS test (a=0.05).
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Tabla 2. Porcentaje de infeccion endofitica en plantulas originadas de semillas de cuatro genotipos de festuca alta (SE-: poblacidn
naturalizada libre de endofito silvestre; SE+: poblacion naturalizada con enddfito silvestre; TE-: cv. Taita libre de endofito seguro; TE+: cv.
Taita con enddfito seguro) sometidas a tres condiciones salinas (CS): 0, 120 y 200 mM de NaCl.

Table 2. Percentage of endophytic infection in seedlings originating from seeds of four tall fescue genotypes (SE-: naturalized population free
of wild endophyte; SE+: naturalized population with wild endophyte; TE-: cv. Taita free of safe endophyte; TE+: cv. Taita with safe endophyte)

subjected to three saline conditions (CS: 0, 120, 200 mM NacCl).

Genotipo de Condicion salina Infeccidn endofitica

festuca alta (mM Nacl) (%)
SE+ 0 100
120 100
200 100
SE- 0 0
120 0
200 0
TE+ 0 100
120 100
200 100
TE- 0 0
120 0
200 0

Soto et al. (2022) al comparar la tolerancia a la salinidad
durante la germinacion de los mismos materiales de festuca
alta libres e infectados con enddfito utilizados en este
experimento, en concentraciones salinas menores (i.e. 0, 40
y 80 mM NacCl), observan que los materiales de festuca alta
no difieren en la tolerancia a la salinidad, dado que las
semillas presentan valores similares de EG y las plantulas de
LC, LR y PF respecto al control. Estos resultados
contradictorios indican que, por un lado, el efecto del
endofito en la tolerancia de la planta a la salinidad es
genotipo-dependiente, es decir, que sélo en determinadas
combinaciones endéfito-graminea se observa una respuesta
de tipo mutualista, por lo que no se puede generalizar para
todas las asociaciones y, por otro lado, que la respuesta es
contexto-dependiente.

La variabilidad en la respuesta a las condiciones salinas,
podria incluir componentes genéticos y ambientales, como
por ejemplo, vinculadas al sitio donde fueron recolectadas
las semillas (Borrajo y Alonso 2004; Jauregui et al. 2017). Asi,
en varios ensayos con especies forrajeras se muestra la
existencia de variabilidad genética respecto a la tolerancia a
la salinidad en poblaciones naturales provenientes de sitios
con condiciones contrastantes y, en especial cuando se
evallan poblaciones provenientes de sitios con limitaciones
edaficas (Bazzigalupi et al. 2008; Abbott et al. 2009; Jauregui
et al. 2017). Se ha encontrado que poblaciones de
provenientes de lugares salinos fueron mas tolerantes a la
salinidad mientras que poblaciones de lugares no salinos
presentaron variabilidad para dicho caracter (Ashraf 1994).
Asi, Bazzigalupi et al. (2008) al evaluar el comportamiento
germinativo de diez poblaciones naturalizadas de agropiro
alargado (Thinopyron ponticum), en la provincia de Buenos
Aires, bajo estrés salino por NaCl (0, 60, 135 y 220 mM)
encontraron que poblaciones provenientes de lugares salinos
fueron mads tolerantes a la salinidad respecto a aquellas
poblaciones de lugares no salinos en las cuales se observo
variabilidad para dicho caracter.

Para nuestras condiciones experimentales, es posible que
la mayor tolerancia en la poblacion SE+ se deba a una
seleccién en su ambiente (salino, CE >4 dS m™) respecto a
TE+, y a la estructura genética de ambos genotipos. La
poblacién es genéticamente heterogénea en relacion al cv.
Taita, donde la seleccidn redujo la heterogeneidad. La
heterogeneidad genética de la poblacidon le permite una
mayor adaptabilidad a los ambientes salinos frente al cultivar
gue ademas puede haber estado seleccionado para otro tipo
de ambiente. Por otro lado, se ha demostrado que en
gramineas infectadas con hongo endéfito Epichloé, el efecto
toxico del Na+ puede ser contrarrestado a través del
aumento de la concentracion de K+ y de la relaciéon K+: Na+
en las plantas (Reza Sabzalian y Mirlohi 2010). Ademas, la
tolerancia a la salinidad en las plantas infectadas podria
deberse a que el enddfito, bajo condiciones de estrés, puede
reducir la acumulacion de osmolitos que limitan el
crecimiento (Munns y Tester 2008) y la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Rodriguez et al. 2008).
Esto resulta importante dado que se ha demostrado que el
estrés salino afecta las relaciones planta-agua y esto podria
desencadenar una mayor produccidon de osmolitos (Bohnert
et al. 1995) y provocar el marchitamiento, la desecacion y la
muerte de las plantas (Rodriguez et al. 2008). De todas
maneras, los mecanismos involucrados en el aumento de la
tolerancia al estrés ambiental por parte del enddfito son
complejos y dependen de la genética del hospedante y del
enddfito, asi como de las condiciones ambientales (Davitt et
al. 2010; Gundel et al. 2010) y sus interacciones.

Ante el inminente cambio climatico global, los resultados
del presente trabajo adquieren particular importancia
considerando que las predicciones indican una tendencia
creciente en la frecuencia de exposicién de las plantas a
condiciones de estrés salino (Taleisnik et al. 2021; IPCC
2022). Asi, la tolerancia a condiciones de salinidad en las
plantas de festuca alta SE+ constituiria un atributo que le
otorga capacidad para establecerse en suelos que son
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restrictivos para otras especies. Futuros experimentos
deberian realizarse a campo y extenderse a un mayor
nimero de poblaciones o cultivares de festuca alta para
determinar los efectos del genotipo como asi también,
deberian llevarse a cabo en estados mas avanzados de
desarrollo de las plantas que incluyan la produccién de
semillas. Ademas, se deberian realizar otras determinaciones
en planta para ver los efectos de la salinidad sobre los
procesos metabdlicos (i.e. contenido de osmolitos solubles
como azlUcares solubles en agua y azucares totales, Chauhan
et al. 1980).

Conclusiones

En altas concentraciones salinas, la presencia del
enddfito silvestre en las semillas de festuca alta de la
poblacidn naturalizada aumenta la energia germinativa. Esto
sugiere que, en suelos con alta salinidad, los genotipos
infectados con enddfito silvestre  tendran  mejor
comportamiento en la germinacion que los cultivares
comerciales y genotipos silvestres y sin endoéfitos. Futuros
experimentos son requeridos para corroborar la superioridad
observada.
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