Formulario Il — Plan y Lugar de Trabajo
PLAN DE TRABAJO (maximo 8 paginas)

Del plan de trabajo

1- Denominacion del Trabajo

Determinacion de la presencia de endoéfitos y nivel cromosémico en poblaciones naturales
de gramineas relevadas en el sudeste bonaerense.

2- Definicion del problema y estado actual del conocimiento sobre la cuestion

Numerosas especies de gramineas forrajeras (pastos) de estacion templado-fria forman simbiosis
con hongos asexuales de la familia Clavicipitaceae (Ascomycota) del género Neotyphodium
Glenn, Bacon & Hanlin, antes conocido como Acremonium Seccidén Albolanosa Morgan-Jones &
Gams (Clay y Schardl, 2002).

Las especies del género Neotyphodium crecen de manera asintomatica en los espacios
intercelulares de los tejidos aéreos en las plantas hospedantes; colonizan las flores en desarrollo y
son transmitidos verticalmente a través de las semillas de plantas madres infectadas a las plantas
hijas (White, 1987; Siegel et al., 1987; Clay y Schardl, 2002).

La asociacion endofito-pasto parece ser un factor clave para la adaptabilidad de la planta huésped
(De Battista y Perticari, 2010). Es asi como la comprension del impacto de la interaccion entre
pastos y hongos enddfitos sobre los procesos fundamentales del ecosistema se transformé en una
meta relevante de la investigacién ecoldégica y agrondmica en los ultimos afios ya que puede
afectar la dinamica de materia y energia asi como las relaciones troficas y la biodiversidad de los
agroecosistemas (Omacini et al., 2013).

La simbiosis entre Neotyphodium y sus hospedantes ha sido considerada un mutualismo, debido a
que las plantas huéspedes infectadas con enddfito (E+) se benefician por un aumento en la tasa
de crecimiento y por presentar resistencia a patdgenos, a herbivoros y a ciertos estreses abibticos
(Arachevaleta et al., 1989; Malinowski y Belesky, 2000; lannone y Cabral, 2006; Gundel et al.,
2008; Omacini et al., 2013). La asociacion enddfito-pasto incrementa, ademas, la capacidad de
las plantas para invadir comunidades con alta diversidad de especies (Rudgers et al., 2005). Esta
mayor habilidad competitiva, le permite a las plantas E+ expresar su maximo potencial genético
(i.e. alta tasa de germinacion y produccion de semillas, asi como mayor densidad y biomasa en
los tejidos) respecto de las plantas libres de endéfitos (E-) (Vila-Aiub et al., 2003; De Battista et al.,
2006). También se han registrado efectos positivos en la competencia intra e interespecifica en
plantas infectadas con Neotyphodium (Marks et al., 1991; Malinowski y Belesky, 2000). Es de
destacar, que existen estudios que han revelado que existiria variabilidad en la efectividad del
mutualismo (Saikkonen et al., 2004; Malinowski y Belesky, 2006).

Ademas de los beneficios reciprocos de la relacion mutualista mencionada, en algunos casos, los
endofitos producen alcaloides que causan intoxicacion en el ganado cuando los animales son
alimentados con festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.) y raigras perenne (Lolium perenne L.)
(Bacon et al, 1977; Fletcher y Harvey, 1981) ocasionando importantes pérdidas en la produccion
animal (Hoveland, 1993; De Battista et al., 1995; Strickland et al., 2011).

Estas interacciones endodfito-pasto son motivo de interés desde la perspectiva agropecuaria, no
sbélo por los riesgos toxicolégicos para el ganado sino ademas por la posibilidad de su
manipulacién para la inducciéon de autodefensa del hospedante en programas de control integrado
de plagas (Clement et al., 1994; Omacini et al, 2013). Del mismo modo, debido a los efectos
beneficiosos en sus huéspedes, los enddfitos se estan utilizando en los programas de
mejoramiento genético de forrajeras. Una de las estrategias utilizadas para obtener pastos
mejorados no toxicos es la inoculacién de endofitos no toxicos o “enddfitos safe” en cultivares
seleccionados (Funk y White, 1997) para lograr variedades forrajeras mas persistentes,
productivas y resistentes. De manera similar, la existencia de variabilidad natural en el perfil de
alcaloides producidos por los enddfitos segin su genotipo, el del pasto hospedante y/o el
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ambiente, ha llevado a considerar la inclusién de este simbionte en los planes de mejoramiento de
gramineas ornamentales y para césped (Easton, 2007).

La presencia de hongos enddfitos en pastos nativos de Argentina se ha conocido desde el
comienzo del siglo XX, cuando se asociaron con la toxicidad ganadera provocada por Festuca
hieronymi Hack. (Rivas y Zanolli, 1909). En 25 especies nativas de gramineas han sido
registradas infecciones con enddfitos (Bertoni et al., 1993; Lugo et al., 1998). Los enddfitos de 10
especies de hospedantes fueron aislados y caracterizados (Cabral et al., 1999; Gentile et al.,
2005; lannone et al., 2009). Para la Argentina han sido descriptas dos especies de endofitos
asexuales: Neotyphodium tembladerae Cabral y White, con un amplio rango de hospedantes en
los géneros Poa, Festuca, Bromus, Phleum'y Melica (Cabral et al., 1999; Gentile et al., 2005), y N.
pampeanum lannone y Cabral, asociada a algunas poblaciones de Bromus auleticus Trin. ex Nees
(lannone et al., 2009).

En otras partes del mundo (Saikkonen et al., 2000; Wei et al., 2006), la incidencia de enddfitos
varia entre las poblaciones de pastos. Del mismo modo, para Argentina, estudios realizados tanto
en la region central de los Andes (White et al., 2001), como en el sur de la Patagonia (Novas et al.,
2007) y en la region Pampeana (Cabral et al., 2007) determinaron que la incidencia de enddfitos
estaba correlacionada con diferentes factores tales como abundancia de insectos, condiciones
ambientales (humedad, pH, fertilidad) y con la comunidad de las plantas existentes.

Hasta el presente, en nuestro pais, se han detectado asociaciones endofito-pasto en regiones
tanto templadas como aridas y semiaridas; en un total de 205 sitios del territorio argentino, de las
80 especies de gramineas coleccionadas, 34 estaban asociadas a endofitos Neotyphodium spp.
(lannone et al., 2010). Varias areas geograficas de Argentina aun no han sido relevadas, y a
pesar del alto numero de hospedantes establecidos, la diversidad de gramineas nativas
infectadas podria aumentar debido a que aun faltan diagnosticar nuevas poblaciones (lannone et
al., 2010).

Otro aspecto a tener en cuenta, es la posibilidad de que, como lo sugieren algunos autores (De
Battista, com. pers.), exista asociacion negativa entre el nivel de ploidia del hospedante y el
beneficio neto de la relacion mutualista pasto-enddfito: a mayor nimero cromosémico la ventaja
competitiva conferida por el endosimbionte podra verse reducida y en tal caso, el balance neto de
la simbiosis resultaria negativo en términos del balance energético y nutricional del hospedante.

Del mismo modo, si bien en estudios preliminares no se han registrado efectos de la presencia del
enddfito en la anatomia foliar del hospedante (Arachevaleta et al., 1989, en festuca), seria factible
que las poblaciones E+ tengan consecuencias funcionales, como por ejemplo resistencia a
estreses abiodticos por mayor competitividad debido a una mayor densidad del mesdfilo y de
tricomas, mayor numero de haces vasculares y variacion en la proporcion de fibras
esclerenquimaticas. Hay vacios de conocimiento respecto a estudios que relacionen
caracteristicas anatdmicas con la presencia de enddfitos Neotyphodium spp.

3- Trabajo previo realizado referente a este proyecto

La Unidad Integrada Balcarce -UIB- (Facultad de Ciencias Agrarias,UNMdP- INTA Balcarce)
forma parte de una Red de Bancos de Germoplasma del INTA, que incluye la conservacion y
evaluacién de recursos genéticos de importancia regional, tales como papa, ornamentales y
forrajeras. A estos efectos, se colecciona germoplasma en distintas regiones agroecoldgicas del
pais y actualmente se dispone de germoplasma tanto nativo como introducido en la mencionada
Red (Clausen et al.,, 2008). Es de interés de la Red Nacional de Bancos, en las etapas de
caracterizacion del germoplasma forrajero, identificar poblaciones constituidas por fenotipos E+, a
fin de conservar in situ germoplasma coleccionado con endosimbiontes. Colabelli et al., (2001;
2004; 2007) realizaron un amplio relevamiento de las entradas del Banco de Forrajeras de la UIB,
como asi también, de dos colecciones del Banco de INTA Pergamino: una coleccién de Lolium
multiflorum Lam. -raigras anual- (Colabelli et al., 2008), y otra de Festuca arundinacea (Colabelli
et al., 2010). La postulante Maria Fiorella Franco ha participado activamente desde el afio 2008
en los analisis de semillas de diferentes especies forrajeras para la deteccion de la presencia del
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enddfito Neotyphodium spp. Asimismo, estan pendientes de evaluacion poblaciones de gramineas
con valor ornamental y la realizacién de nuevas colectas de poblaciones naturales de especies
con valor forrajero.

Otro atributo de importancia a evaluar en las etapas de caracterizacién del germoplasma forrajero,
es el numero cromosodmico. La Dra. Echeverria ha supervisado diferentes estudios del nivel de
ploidia en especies forrajeras nativas y naturalizadas y en especies de valor ornamental. Muchos
de estos estudios se han desarrollado en el marco de tesis de grado, (Leofanti, 2010 y Barcellini,
2010, en Bromus spp. (cebadillas); Devo, 2012 en raigras anual, L. multifiorum) continuando estas
investigaciones a nivel de posgrado, algunas finalizadas (Despésito, 2011) y otras en curso
(Leofanti; Echeverria Alonso).

Por otro lado, un estudio preliminar realizado por Franco et al. (2012) en relacién a la presencia
del enddfito Neotyphodium y el nivel cromosdmico en cultivares comerciales diploides y
tetraploides de raigras anual, ha revelado que a mayor numero cromosdémico la ventaja
competitiva conferida por el endéfito podria verse reducida.

Con respecto a estudios anatdémicos en relacion a la presencia del enddfito Neotyphodium, no se
han registrado efectos de la presencia del enddfito en la anatomia foliar del hospedante en raigras
perenne (Colabelli et al., 2000).

4- Hipotesis y Objetivos (*)

En base a los antecedentes mencionados, se establecen las siguientes hipotesis de estudio:

H1) Hay variabilidad inter e intraespecifica en la asociacion con endoéfitos Neotyphodium en las
poblaciones de siete especies nativas de gramineas

a. Festuca pampeana Speg.

b. Festuca ventanicola Speg.

¢. Lolium multiflorum Lam.

d. Poa iridifolia Hauman

e. Nasella trichotoma (Nees) Hack. ex Arechav. (=Stipa trichotoma Nees)

f. Nasella neesiana (Trin. & Rupr.) Barkworth (=Stipa neesiana Trin. & Rupr.)

g. Nasella megapotamica (Spreng. ex Trin.)Barkworth (=Stipa megapotamica Spreng. ex
Trin.)
y en dos especies con poblaciones naturalizadas:

h. Lolium multiflorum Lam.

i. Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth & Dewey (=Agropyron elongatum (Host) Beauv.)

H2) En las poblaciones E+ diploides de especies nativas y naturalizadas de gramineas inverno-
primaverales (C3) que crecen en el sudeste bonaerense, la infeccion con endofitos
Neotyphodium es mayor que en las poblaciones poliploides.

H3) La presencia del endéfito modifica la anatomia foliar de plantas infectadas.

H4) La presencia del endodfito modifica el comportamiento de las plantas infectadas frente a
factores abidticos.

Objetivo General

Determinar la variabilidad en el nivel de infeccién con Neotyphodium spp. en poblaciones
naturales de gramineas que crecen en el sudeste bonaerense y conocer su efecto sobre el
numero cromosomico (y sobre las caracteristicas anatomicas foliares y comportamiento de plantas
E+ frente a factores abidticos, para el proyecto de Doctorado).



Objetivos Particulares (*)

1- Evaluar el porcentaje de infeccion con hongos endéfitos Neotyphodium spp. en distintas
especies de los géneros Nasella (=Stipa) y Festuca, y en poblaciones de Thinopyrum ponticum,
Lolium multiflorum y Poa iridifolia colectadas en el sudeste bonaerense.

2- Establecer el numero cromosémico en las poblaciones estudiadas.

3- Determinar, en cortes histologicos foliares de las poblaciones que resulten infectadas (E+), el
espesor del mesdéfilo, tipo y cantidad de tricomas, proporcion de fibras y numero de haces
vasculares asi como su relacion con los obtenidos desde las poblaciones libres de enddfito (E-).

4- Determinar bajo condiciones controladas el comportamiento de las poblaciones que resulten
infectadas (E+) frente a diferentes condiciones de salinidad y/o sequia.

(*) Se presentan los objetivos e hipotesis que hacen al proyecto completo (4 afios), para dar una idea mas
detallada de cdmo se abordara la problematica. En el primer afio de la presente Beca (BE14) se abordaran
las dos primeras hipétesis y los dos primeros objetivos particulares y se iniciaran actividades previas a
lo restante).

5- Métodos y técnicas a emplear

Colecta de plantas en estado reproductivo: Se coleccionaran las siguientes poblaciones
nativas y naturalizadas que crecen en el sudeste bonaerense, con valor forrajero u ornamental:
Festuca pampeana, F. ventanicola; Lolium multiflorum; Poa iridifolia; Thinopyrum ponticum
(=Agropyron elongatum); Nasella trichotoma (=Stipa trichotoma), N. neesiana (=S. neesiana), N.
megapotamica (=S. megapotamica).

Se realizaran viajes de colecta a los partidos de la Costa, General Madariaga, Mar Chiquita,
General Pueyrreddn, General Alvarado, Rauch, Chascomus, Torquinst y Tandil para obtener entre
25-30 plantas/poblacién/especie. Se muestrearan 2 — 4 poblaciones/especie, de manera de
asegurar un minimo de 20 poblaciones totales para este estudio. Las semillas (cariopses)
obtenidas de las plantas se acondicionaran para sus posteriores analisis.

Diagnéstico de la presencia de hongo en semillas (Saha et al, 1988): Las semillas
previamente tratadas con NaOH, seran coloreadas con tincidon directa (rosa de bengala), y
observadas en forma individual bajo microscopio 6ptico (400x). Se consideraran semillas E+
aquellas que presenten hifas del hongo entre las células aleuroniferas del endosperma.

Recuento cromosémico: Al menos 50 semillas/poblacién colectadas se sembraran de manera
individual, en bandejas plantineras. Cuando las plantulas alcancen un éptimo estado de desarrollo
(70 dias posteriores a la siembra) se cortaran sus extremos radicales y se pre-trataran con 8-
hidroxiquinoleina 0,002M durante 4h, posteriormente se fijaran en una solucion de etanol y acido
aceético (3:1, v/v) 24h y se almacenaran en etanol 70%, a 4°C. Las raices fijadas, se hidrolizaran
en HCI 1N a 60°C durante 10 min y se colorearan segun el método de Feulgen (Nufiez, 1968). La
determinacion del numero cromosdmico se realizara mediante la observacién al microscopio
optico (400x y 1000x).

Multiplicacion de semillas E+ y produccion de lineas E+ y E-: Con el fin de proseguir la
tematica planteada en el Proyecto Doctoral (4 anos) se inicia esta actividad en la presente
convocatoria (BE14). A partir de las semillas colectadas y diagnosticadas E+, se sembraran en el
campo experimental de la UIB, parcelas para la obtencién de plantas madres E+. Parte de las
semillas provenientes de esas plantas madres, una vez corroborada su condicion E+, seran
tratadas con fungicida (Leyronas et al., 2006), para obtener semillas E- y posteriormente se
obtendran plantas madres E- con la misma metodologia. Como minimo, se mantendran 10 plantas
madres/poblacion, E+y E-.



Analisis de los datos: Los datos obtenidos se analizaran mediante el analisis de variancia
(programa R) y multivariado (programa Infostat) para detectar variabilidad intra e interpoblacional.

6- Cronograma mensual de actividades a desarrollar en el periodo de la beca

2014 2015

Actividades |A M J J A S 0 N D E F M

Colecta de
plantas en X X
estado

reproductivo(*)

Diagnostico del | X X X X X
enddfito en
semillas

Recuento X X X X X
cromosomico

Multiplicacion X X
de semillas E+ y
E- a campo.

Andlisis e X X X X
interpretacion
de los datos

Escritura. X X X X X X
Presentacion a

Congresos

Presentacion X
del Informe
Final

(*) Esta colecta se inicia en el ciclo agricola 2013-2014.
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8- Vinculacién del plan de trabajo con otros proyectos de investigacion en ejecucion en el
mismo lugar de trabajo

El presente trabajo se enmarca en el Proyecto acreditado de la UNMdP “Diagnéstico y dinamica
de la incidencia de hongos enddfitos transmitidos por semillas en gramineas forrajeras de
importancia agronémica” (AGR 410/13-15/A410, dirigido por la Ing. Agr. D.E.A. Mabel N. Colabelli)
y articula con el Proyecto “Conservacién, caracterizaciéon y uso de recursos genéticos nativos y
naturalizados de valor agronémico” (AGR 384/12-15/A384, dirigido por la Dra. Mercedes
Echeverria). Se destaca la formacion de RRHH de la Directora y Codirectora en la tematica
relacionada con el presente estudio.



Del lugar de trabajo

9- Identificacion del lugar donde se realizara el plan de trabajo

Se trabajara en la Facultad de Ciencias Agrarias de Balcarce (UNMdP), ubicada en la Ruta
Nacional 226, Km. 73,5. Esta Institucion se encuentra en el mismo predio que la Estacién
Experimental Balcarce del INTA, conformando ambas instituciones la Unidad Integrada Balcarce
(UIB). Asi, esta Unidad constituye un ambito de trabajo excelente para el desarrollo de las
actividades de la becaria.

10- Descripcion de la infraestructura y servicios disponibles en relacion a los
requerimientos del plan de trabajo

Se cuenta con el equipamiento de las Catedras de Genética y de Biologia -Grupos de
Investigacion de Genética y de Tecnologia de Semillas y sus respectivos Laboratorios de la
Unidad Integrada Balcarce INTA-FCA). Asimismo se dispone de movilidad, para viajes de colecta,
del Grupo de Genética de la UIB. Se dispondra de servicios que se prestan en la UIB, como
registros y estadisticas climatolégicas, analisis estadistico de datos, telefonia y acceso a
INTERNET, biblioteca y hemeroteca. La vinculacién permanente con otros Grupos de
investigacion nacionales e internacionales cubren los requerimientos de actualizacion continua.



	Colecta de plantas en estado reproductivo: Se coleccionarán las siguientes poblaciones nativas y naturalizadas que crecen en el sudeste bonaerense, con valor forrajero u ornamental:
	Se realizarán viajes de colecta a los partidos de la Costa, General Madariaga, Mar Chiquita, General Pueyrredón, General Alvarado, Rauch, Chascomús, Torquinst y Tandil para obtener entre 25-30 plantas/población/especie. Se muestrearán 2 – 4 poblacione...
	Análisis de los datos: Los datos obtenidos se analizarán mediante el análisis de variancia (programa R) y multivariado (programa Infostat) para detectar variabilidad intra e interpoblacional.
	Clausen AM, Ferrer ME; Formica, MB. 2008. Situación de los Recursos Fitogenéticos en la Argentina. II Informe Nacional 1996-2006. INTA, CERBAS, EEA Balcarce. Argentina. 57 p.


