Universidad Catdlica Argentina

Facultad de Ingenieria y Ciencias Agrarias

Trabajo final de graduacion para optar el grado de Ingeniero Agronomo

Variabilidad para la tolerancia a la salinidad de semillas
de festuca alta infectadas con el hongo endéfito
Epichloé coenophiala

Estudiante: Lucio Segundo Bellocq

Tutor: Ing. Agr. Lucas R. Petigrosso, M. Sc., Dr.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS. ......oiiiiiiiiei ettt 4
INDICE DE TABLAS ..ottt ittt es st es et es s 6
L 1 7
AGRADE CIMIENT OS .. .ottt e e e ens 8
1. INTRODUGCCION ..ottt e 9
1.1. Definicion del problema.............ooiiiii i 9
L7 o 0o ] (1= L 13
1.3, ODJEEIVOS ..o 14

2. MATERIALES Y METODOS .........cooiiiiiieieceeee e ee e 15
2.1. Obtencion del material experimental....... ... 15
2.2. Determinaciones PreVias. .. ......ciuei i 15
2.2.1. Poder germinativode las semillas...............ccoooiiiiiiii 15
2.2.2. Diagnéstico de la presencia del hongo enddfito en semiillas......................... 16
2.2.3.Pesodemil Semillas. ........ ..ot 17

2.3. Disefo y conduccion del experimento..........c.oviiiiiiiiii i 18
2.4. Variables registradas .............coii i 19
2.5. Analisis estadiStiCO. .. ... .cuiuii 20

3. RESULTADOS ...ttt ettt e e e st e e e e e sne e e e e ssnae e e e e ssnaeeesannneaeeans 21
3.1. Efecto de los materiales genéticos de festuca alta, la condicién salina e

L =Y = e o o o TP 21
3.1.1. Energia germinativa (YoEG)........uuuuuiiiiiiiiieiiiiiieiiiieieieeee ettt 21
3.1.2. Poder germinativo (YoPG).......ueeiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeee e 21
3.1.3. Longitud de coleOptilo (LC).....uuuiriiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 22
3.1.4. Longitud de radicula (LR) .......uueueeiiieiiiiiiiiie et 23

3.2. Efecto de tipo de enddfito, la condicion salina e interaccion.............................. 24

A, DISCUSION ......coouiiiiiiiitiieie ettt 26
5. CONCLUSION ......coooiiiiiiiiieieii ettt 29
6. BIBLIOGRAFIA .........coiiiiiiiiiiieeee ettt 30



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Siembra de semillas de festuca alta en bandejas plasticas para la determinacion
del poder germinativo (A-B). Bandejas plasticas cubiertas con bolsas de polietileno
transparente en camara de germinacion (C). Bandejas al momento de realizar el recuento
de semillas germinadas y la clasificacion de plantulas (D).............ccoooiiiiiiiiiiiienn. 16

Figura 2. Observacion microscopica del endoéfito en semillas de festuca alta (A). Detalle de
las hifas del hongo enddfito entre las células de aleurona en una semilla de festuca alta.
AUMENTO 400X (B) .o vt 17

Figura 3. Conteo de 100 semillas de festuca alta de los cuatro materiales genéticos
utilizados (A) y peso de semillas en balanza analitica (B)...............cocooviiiiiiiiiiiinn, 17

Figura 4. Siembra de semillas de festuca alta en rollos de papel embebidos con agua o
solucion salina (A-B). Rollos sembrados en recipientes ubicados en camara de
Lo =14 0 11 F=Tox o o PP 18

Figura 5. Clasificacion de semillas y plantulas segun normas ISTA (A). Detalle de plantulas
de festuca alta al final del experimento para realizar la medicion de longitud de radicula y
COIEOPLIO (B-C-D). ettt e 19

Figura 6. Energia germinativa (EG%, media + EE) de semillas de cuatro materiales de
festuca alta (PMCE+: poblacién naturalizada infectada con endofito silvestre cosechada en
un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacién naturalizada infectada con
enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de General Guido. TE+: cv. Taita
infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con enddfito seguro
AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras
iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05).............. 21

Figura 7. Poder germinativo (PG%, media * EE) de semillas de cuatro materiales de festuca
alta (PMCE+: poblacion naturalizada infectada con endofito silvestre cosechada en un
pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion naturalizada infectada con enddfito
silvestre cosechada en una pastura en el Partido de General Guido. TE+: cv. Taita infectado
con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con enddfito seguro AR584)
sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican
diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a=0,05).........c.ccceiiiiiiiiniinnn.. 22

Figura 8. Longitud de coleédptilo (LC, media + EE) de plantulas originadas de semillas de
cuatro materiales de festuca alta (PMCE+: poblacion naturalizada infectada con enddfito
silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion
naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de
General Guido. TE+: cv. Taita infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma
infectado con enddfito seguro AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80,
120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de
IMDS (0= 0,005ttt ettt e 23

Figura 9. Longitud de radicula (LR, media + EE) de plantulas originadas de semillas de
cuatro materiales de festuca alta (PMCE+: poblacién naturalizada infectada con endéfito
silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion
naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de

4



General Guido. TE+: cv. Taita infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma
infectado con enddfito seguro AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80,

120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de
MDS (a = 0,05)



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Poder germinativo (%, media £ EE) y peso de mil semillas (g) de los cuatros
materiales genéticos utilizados en el experimento. PMCE+: poblacion naturalizada de
festuca alta infectada con enddfito silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar
Chiquita. PGGE+: poblacion naturalizada de festuca alta infectada con enddfito silvestre
cosechada en una pastura en el Partido de General. TE+: cv. Taita infectado con enddfito
seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con enddfito seguro AR584. Letras iguales,
indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (0=0,05)...........cccovviennnn. 18

Tabla 2. Valores promedios (+ EE) de la energia germinativa (%EG), poder germinativo
(%PG), longitud de radicula (LR) y longitud de coledptilo (LC) de plantulas originadas de
semillas de festuca alta infectadas con endofito seguro AR584 (promedio de los valores
obtenidos en los cvs. Taita y Malma) e infectadas con enddfito silvestre (promedio de los
valores obtenidos para la poblacion cosechada en Mar Chiquita y en General Guido)
sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican
diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05) entre tipos de enddfitos en
cada condiCiON SAlING........ ... e 25



RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue comparar la tolerancia a la salinidad a NaCl de semillas de
distintos materiales genéticos de festuca alta infectados con el hongo endoéfito Epichloé
coenophiala, en variables asociadas a la germinacion. El experimento se realizé en una
camara de germinacion de la Unidad Integrada Balcarce. Se utilizé6 un disefio en bloques
completos aleatorizados con tres repeticiones en el tiempo (tandas), con un arreglo factorial.
Los factores experimentales fueron: i) materiales genéticos de festuca alta, con cuatro
niveles: dos poblaciones naturalizadas infectadas con endofito E. coenophiala silvestre [una
cosechada en un pastizal del Partido de Mar Chiquita (PMCE+) y otra, en una pastura
naturalizada de mas de 10 afos de implantacién en el Partido de General Guido (PGGE+)]
y dos cultivares infectados el endofito E. coenophiala seguro AR584 [cv. Malma (ME+) y cv.
Taita (TE+)] y iii) condicion salina, con cinco niveles: 0 (control), 40, 80, 120 y 200 mM de
NaCl. En cada tanda, se sembraron 50 semillas en rollos de papel. Se determinaron las
siguientes variables: energia germinativa (EG) y poder germinativo (PG) de las semillas,
longitud de radicula (LR) y coleodptilo (LC). Bajo nuestras condiciones experimentales, se
observé un efecto detrimental de la condicién salina 200 mM de NaCl sobre las cuatro
variables evaluadas. PMCE+ fue el material mas afectado por el tratamiento salino 200 mM
NaCl para %EG y %PG. En lo que respecta a LRy LC, PGGE+ fue el material mas afectado
en 200 mM NaCl. Por otro lado, al analizar el efecto del tipo de enddfito, se observd que en
altas concentraciones salinas (120 y 200 mM NaCl), la presencia del enddfito seguro AR584
aumenté %EG, %PG, LR y LC, al compararlo con el enddfito silvestre. Asi, en los
tratamientos 120 mM y 200 mM, se registré una superioridad del cv. ME+ para %EG y %PG,
respecto del resto de los materiales de festuca alta. Los resultados obtenidos en el este
trabajo indicarian la existencia de una gran variabilidad en la tolerancia a la salinidad entre
los materiales de festuca alta evaluados y que, de acuerdo al tipo de enddfito presente en
las semillas, silvestre o seguro, podria observarse un costo adicional en el genotipo del
hospedante, al menos, en las etapas tempranas de desarrollo como es la germinacion, o

bien, un beneficio de la simbiosis.

Palabras clave: Festuca arundinacea, Epichloé coenophiala, semilla, salinidad, energia

germinativa, poder germinativo.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Definicién del problema

Festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.), es una forrajera de clima templado muy
importante dentro de los sistemas de produccién extensivos ganaderos y se la cultiva con
ese fin en varios lugares del mundo como Estados Unidos, Argentina, Uruguay y Australia
(Mazzanti et al, 1992; Hannaway et al, 1999; Gibson y Newman, 2001; Fribourg y
Hannaway, 2007; Milne, 2009). Entre sus principales caracteristicas se destacan su
tolerancia a la sequia y al calor, buen crecimiento estival, alta eficiencia en el uso del agua,
gran profundidad de exploracion del sistema radical y, tolerancia a insectos, a heladas,
inundaciones, entre otras (Muslera Pardo y Ratera Garcia, 1991; Maddaloni y Ferrari, 2005;
Lattanzi et al., 2007; Dell’Agostino, 2008; Petigrosso et al., 2023).

Es una especie de gran rusticidad y plasticidad, lo que ha permitido adaptarse a un
amplio rango de condiciones edaficas y climaticas (Maddaloni y Ferrari, 2005; Lattanzi et
al., 2007; Dell’Agostino, 2008). En ausencia de ganado, es una especie que domina las
pasturas y también invade y domina pastizales en los que no ha sido sembrada (Clay y
Holah, 1999; Gibson y Newman, 2001). Su calidad esta dada por el contenido de proteina
y por digestibilidad. Lattanzi et al. (2007) encontraron que una pastura de festuca en estado
vegetativo posee valores de digestibilidad de la materia seca de 70-75%, con contenidos
de proteina bruta superiores al 15% y de fibra detergente neutro (FDN) de 50%,
obteniéndose ganancias de peso en el ganado vacuno de 0,7 a 1 kg/dia. A pesar de ello,
en algunas ocasiones, las ganancias de peso individual no se corresponden con estos
valores debido a la presencia del hongo enddfito Epichloé coenophiala (Bacon et al., 1977;
Clay y Schardl, 2002; Odriozola et al., 2002; Leuchtmann et al., 2014).

El hongo enddfito que infecta plantas de festuca alta, Epichloé coenophiala
(Leuchtmann et al., 2014), crece sistémica y asintomaticamente en la parte aérea de la
planta. Es un hongo asexual y la unica forma de propagacion es a través de las semillas de
las plantas hospedantes, es decir, en forma vertical (Clay y Schardl, 2002). Este hongo
desarrolla su ciclo de vida dentro de la planta hospedante (en vastagos y semillas) y no
produce sintomas de enfermedad visibles desde el exterior como tampoco forma
estructuras reproductivas externas (Clay y Schardl, 2002; Roberts et al., 2005). Esta
caracteristica del ciclo de vida del hongo implica que la persistencia de la infeccién en la
poblacion natural o pastura implantada dependera de la supervivencia, crecimiento y

reproduccioén de las plantas hospedantes (Clay y Schardl, 2002).



La presencia de enddfitos del género Epichloé en gramineas forrajeras se conoce
desde mediados del siglo XX (Neil, 1941) y la interaccidn entre ellos y sus hospedantes ha
sido considerada un mutualismo. La asociacién es obligada para el enddfito y facultativa
para la planta (Siegel et al., 1987; Clay y Schardl, 2002; White y Torres, 2009). Los endéfitos
se benefician por tener asegurada su nutricion, dispersion y supervivencia (Siegel et al.,
1987). Las plantas colonizadas se benefician por un aumento de su crecimiento, biomasa,
tolerancia a heladas y sequias y resistencia al estrés por déficit de nitrégeno (Lyons et al.,
1990; Malinowski y Belesky, 2000) lo que resulta en un aumento de la tolerancia a suelos
marginales. Asimismo, el mutualismo se traduce en resistencia a nematodos (West y
Gwinn, 1993), insectos (Latch et al., 1985), asi como a vertebrados herbivoros (Cheplick y
Clay, 1988).

La importancia agronémica de la asociacion endéfito-pasto fue reconocida después
que se relaciond la presencia del enddfito en festuca alta y raigras perenne con
enfermedades del ganado de gran importancia econdmica (Hoveland, 1993; De Battista et
al., 1995) como la festucosis o intoxicacion con festuca y el tembleque o ryegrass staggers
en raigras (Bacon et al., 1977; Fletcher y Harvey, 1981). El efecto de la toxicidad puede
manifestarse a través de diferentes sindromes y afecta al ganado bovino, ovino y equino
(Porter y Thompson, 1992; Campero, 1996). En la ganaderia bovina se han identificado tres
tipos de sindromes relacionados con el consumo de forraje o semillas de festuca infectadas:
“pie de festuca’ en otofo-inverno (Jacobson et al., 1969), “necrosis grasa del bovino”
(Stuedemann y Hoveland, 1988) y “sindrome hipertérmico o asoleamiento” en primavera-
verano (Schmidt y Osborn, 1993).

Algunas estrategias para disminuir esta toxicidad sobre el ganado serian la siembra
de cultivares de festuca libres de enddfito o, alternativamente, usar cultivares que han sido
inoculados con enddfitos 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. Sin embargo, las combinaciones gramineas—enddfito generadas por el
hombre a través de la inoculacion de hifas, al no haber estado sometidas a “filtros
ambientales naturales”, 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
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desarrolladas y comercializadas en Estados Unidos, Nueva Zelanda y Australia (Lugtenberg
et al., 2016; Caradus y Johnson, 2020). Aunque estas nuevas asociaciones de hongos
endofitos seguros y distintos cultivares de festuca alta han sido adoptadas por los
consumidores, las consecuencias ecologicas de estas nuevas simbiosis siguen siendo en
gran parte desconocidas (Belesky y Bacon, 2009). En Argentina, es posible disponer de
semilla de los cultivares Taita, Malma y Royal Q200 infectados con enddfito seguro AR584
a través de la empresa Gentos S.A.

La ganaderia en Argentina, y particularmente en la Region Pampeana, ha sido
desplazada hacia suelos con restricciones, donde se alternan los salinos con los alcalinos,
y la cubierta vegetal es escasa y las especies tienen baja produccién y calidad de forraje
(Roitman y Preliasco, 2018). 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). La salinidad afecta 320.000 km? de suelo,
que en la provincia de Buenos Aires representa el 24 % de su superficie agricola
(Maddaloni, 1986). El cloruro de sodio (NaCl) es la sal mas importante que causa salinidad
en los suelos, pero cloruros, sulfatos, carbonatos y bicarbonatos de magnesio, calcio y
potasio, son otras posibles fuentes que ocasionan este problema (Bahizire, 2007). Para
determinar el grado de salinidad de un suelo, se lleva a cabo la medicion de la conductividad
eléctrica (CE) del horizonte superficial. Se consideran salinos a los suelos que poseen una
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). Sin embargo, los suelos se estan
salinizando cada vez mas y las evidencias del cambio climatico son también cada vez mas
convincentes (IPCC, 2023). Las tendencias actuales del mismo pronostican un aumento en
la severidad y frecuencia de fendmenos climaticos y condiciones ambientales adversas
como la sequia, la concentracién de sales en el suelo y en el agua, temperaturas extremas,
entre otras (Taleisnik et al., 2021; IPCC, 2023). En este contexto, se hace necesario
conducir el mejoramiento genético de plantas hacia la obtencion de cultivares tolerantes a
estos estreses.

El estrés salino tiene tres componentes principales: a) estrés hidrico causado por
efecto osmético; b) toxicidad idnica; y c) desbalance en la nutricion normal de la planta
(Munns y Tester, 2008; Munns y Gilliham, 2015; Flowers et al., 2015; Sandhu et al., 2017).
La acumulacién de sales en el citoplasma interfiere con el metabolismo inactivando enzimas

e inhibiendo la sintesis de proteinas, a su vez, la permeabilidad de la membrana se ve
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afectada (Muns y Termatt, 1986). En la pared celular una excesiva concentracion iénica
puede causar pérdida de agua desde la célula y, por lo tanto, de la turgencia (Muns vy
Termatt, 1986). La tasa de fotosintesis se reduce cuando existe una alta concentracion de
Na“ y CI" en la hoja, especialmente cuando se altera la relacién iénica en el cloroplasto
(Seeman y Critchley, 1985). La elevada presion osmética que se genera en la solucion
alrededor de las raices reduce la capacidad de las plantas para absorber agua, causando
una marcada disminucion en la tasa de crecimiento (Shannon, 1997; Munns y Tester, 2008),
y alteraciones en el desarrollo vegetal (Grieve et al., 1994). Los efectos osmoéticos se
observan inmediatamente durante la exposicion a la salinidad (Zeng et al., 2001), ya que
se produce pérdida de agua en las hojas, reduciendo el volumen y la turgencia celular. Este
efecto es transitorio, y, si bien las células pueden recuperar su volumen original en poco
tiempo, la tasa de elongacion foliar disminuye (Passioura y Munns, 2000; Fricke y Peters,
2002). También, la presencia de sales disminuye el potencial osmético del suelo, limitando
el ingreso de agua hacia la semilla durante la germinacion (Ashraf y Harris, 2004;
Cardamone et al., 2018). Asi, 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 al embrién y al desarrollo de las plantulas (Yokoi et
al., 2002; Bahizire, 2007). En general, se acepta que la germinacion, el establecimiento y el
rebrote en las especies forrajeras son las etapas de desarrollo mas afectadas por la
salinidad (Francois y Maas, 1993; Marcum, 2002).

La tolerancia a las sales es un caracter poligénico, heredable, que involucra
respuestas al estrés idnico y osmaotico a nivel celular (Yeo et al., 1991) y es la capacidad de
las plantas de crecer y completar su ciclo de vida en un ambiente que contiene elevados
niveles de sales solubles (Parida y Das, 2005). Una tolerancia diferencial a la salinidad
puede redundar en ventajas competitivas (Grime, 1979). La tolerancia a la salinidad (TS)
de cada especie dependera de las condiciones ambientales y de la habilidad que posea
para controlar la absorcién y el transporte de Na+ al tejido fotosintético (Lastiri Hernandez
et al., 2017), principalmente durante la fase de germinacién, donde se producen cambios y
adaptaciones que pueden afectar no solo al proceso germinativo en si, sino también al
crecimiento y desarrollo futuro de las plantas (Ruiz y Terenti, 2012).

Estudios realizados en Festuca rubra mostraron que el aumento de la concentracion
salina de los suelos provocé una disminucién en parametros de crecimiento (e.g.,
produccion de biomasa area y subterranea, contenido en agua de hojas), y que dicha

disminucion fue mayor en plantas infectadas con enddfito tipo silvestre que en plantas libres
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de enddfito (Vazquez de Aldana et al., 2011). Estos resultados son contradictorios con otras
investigaciones que han demostrado que el enddfito le confiere a la planta tolerancia a
condiciones de estrés (Omacini et al., 2013). Recientemente Thomas et al. (2022) hallaron
que en altas concentraciones salinas (i.e., 200 mM de NaCl), la presencia del endoéfito
silvestre en semillas de festuca alta de una poblacién naturalizada aumentaria la energia
germinativa. Esto sugiere que, en suelos con alta salinidad, los genotipos infectados con
enddfito silvestre tendrian mejor comportamiento en la germinacién que los cultivares
comerciales y genotipos silvestres y sin enddfitos.

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., 2021;
Thomas et al., 2022; Goya et al., 2023), y que existen en el mercado cultivares de festuca
alta infectados con endofito seguro AR584, este trabajo apunta a brindar informacién sobre
la variabilidad en la tolerancia de semillas de estos cultivares a condiciones de salinidad
durante la germinacion, en relacién a poblaciones naturalizadas de festuca alta con endoéfito
silvestre. Estos resultados adquieren particular importancia considerando que las
predicciones de cambio climatico global indican una tendencia creciente en la frecuencia
de exposicion de las plantas a condiciones de estrés salino (Taleisnik et al., 2021; IPCC,
2023).

1.2. Hipétesis (H)

H1) Semillas de festuca alta infectadas con el hongo enddfito Epichloé coenophiala
(silvestre o seguro AR584) germinadas en medio salino presentan menor: i) energia
germinativa, ii) poder germinativo, y iii) longitud del coledptilo y la radicula de plantulas,

en comparacion con aquéllas germinadas en medio no salino.

H2) En condiciones de salinidad, la asociacion de festuca alta con el hongo enddfito
silvestre, aumenta: i) la energia germinativa, ii) el poder germinativo, vy iii) la longitud
del coledptilo y de la radicula de plantulas, en relacién a aquéllas con endofito seguro
AR584.
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1.3. Objetivos

Objetivo General
Comparar la tolerancia a la salinidad a NaCl de semillas de distintos materiales
geneéticos de festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.) infectados con el hongo endofito

Epichloé coenophiala, en variables asociadas a la germinacion.

Objetivo Especifico

Determinar los efectos que distintas concentraciones salinas producen sobre la
energia germinativa, el poder germinativo, la longitud del coleoptilo y de la radicula de
plantulas de distintos materiales genéticos de festuca alta infectados con el hongo endéfito

Epichloé coenophiala,
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencién del material experimental

Se trabajo con semillas de cuatro materiales genéticos de festuca alta: dos poblaciones
naturalizadas infectadas con enddfito E. coenophiala silvestre [una cosechada en un
pastizal del Partido de Mar Chiquita (PMCE+) y otra, en una pastura naturalizada de mas
de 10 afios de implantacion en el Partido de General Guido (PGGE+)] y dos cultivares
infectados el endéfito E. coenophiala seguro AR584 (Grasslanz Technology Limited,
Palmerston North, Nueva Zelanda) provistos por GENTOS S.A. [cv. Malma (ME+) y cv. Taita
(TE+)].

2.2. Determinaciones previas

2.2.1. Poder germinativo de las semillas

Se determiné el poder germinativo de las semillas de festuca alta de los distintos
cultivares, segun las Reglas Internacionales de Analisis de Semillas (ISTA, 2020). Para ello,
se sembraron 100 semillas (dos bandejas de 50 semillas cada una, Figura 1A) sobre papel
de filtro humedecido con agua destilada. Una vez sembradas las semillas, las bandejas
plasticas se sometieron a un pretratamiento de frio (en heladera a 5°C por 48 h).
Posteriormente, fueron cubiertas cada una con una bolsa de polietileno transparente, para
conservar la humedad y permitir el paso de la luz, y se ubicaron en una camara de
germinacion a 20 °C con un fotoperiodo de 8 h (Figura 1B). Las semillas se consideraron
germinadas cuando la radicula tuvo una longitud mayor a 2 mm. A los 14 dias se efectuo el
recuento final de semillas y plantulas de acuerdo con la clasificacion propuesta por ISTA
(2020): plantulas normales, plantulas anormales, semillas frescas no germinadas y semillas
muertas (Figura 1C-D). Los protocolos del ISTA definen como plantulas normales aquellas
que muestran potencial para un desarrollo continuo cuando crecen en suelo de buena
calidad y bajo condiciones favorables de humedad, temperatura y luz. Son plantulas enteras
o plantulas ligeramente defectuosas, en las cuales las partes esenciales estan bien
desarrolladas, completas, proporcionadas las unas con las otras y sanas. Las plantulas
anormales son aquellas “plantulas que no muestran potencialidad para un desarrollo
continuo hacia plantas satisfactorias cuando crecen en suelo de buena calidad y bajo
condiciones favorables de humedad, temperatura y luz”. Las plantulas anormales pueden
ser: plantulas dafadas, con alguna estructura esencial ausente o dafiada irreparablemente;

plantulas deformes o desequilibradas, con desarrollo débil o disturbios fisiolégicos y/o;
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plantulas decaidas, con alguna estructura esencial enferma o decaida por infeccion
primaria.

El poder germinativo (PG%) se calcul6 como el porcentaje de plantulas normales
desarrolladas con respecto al total de semillas sembradas. De esta manera, se comprobd
que el PG de las semillas de los distintos cultivares, era similar y oscilaba entre 90-94 %
(Tabla 1).

Figura 1. Siembra de semillas de festuca alta en bandejas plasticas para la determinacion
del poder germinativo (A-B). Bandejas plasticas cubiertas con bolsas de polietileno
transparente en camara de germinacion (C). Bandejas al momento de realizar el recuento
de semillas germinadas y la clasificacion de plantulas (D).

2.2.2. Diagnéstico de la presencia del hongo endoéfito en semillas

Se corrobord la condicion endofitica de las semillas de festuca alta mediante el
analisis microscoépico de las mismas (Figura 2A). Para ello, se realiz6 un pretratamiento que
consistié en sumergir las semillas en hidroxido de sodio (NaOH) al 5 % a temperatura
ambiente por 12 h. Al cabo de este tiempo, las semillas se enjuagaron con agua y se
colocaron individualmente sobre un portaobjeto para separar las glumelas y proceder a su
tincion (coloracién directa) con colorante rosa de bengala durante 2-3 minutos.
Posteriormente, se observd al microscopio optico Olympus CHK (400x) la presencia de
hifas del hongo enddfito (Figura 2B) entre las células aleuroniferas del endosperma (Saha
et al., 1988).
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Figura 2. Observacion microscopica del endofito en semillas de festuca alta (A). Detalle de
las hifas del hongo enddfito entre las células de aleurona en una semilla de festuca alta.
Aumento 400x (B).

2.2.3. Peso de mil semillas

Se determind el peso de 1000 semillas de los cuatro materiales genéticos de festuca
utilizados. Para ello, a partir de seis submuestras de 100 semillas, se estimo el peso
promedio de esas 100 semillas y, con este dato, se calcul6 el peso de mil semillas por planta

(Figura 3). Asi, los pesos de 1000 semillas oscilaron entre 1,63 gy 2,03 g (Tabla 1).

Figura 3. Conteo de 100 semillas de festuca alta de los cuatro materiales genéticos
utilizados (A) y peso de semillas en balanza analitica (B).
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Tabla 1. Poder germinativo (%, media £ EE) y peso de mil semillas (g) de los cuatros
materiales genéticos utilizados en el experimento. PMCE+: poblacion naturalizada de
festuca alta infectada con enddfito silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar
Chiquita. PGGE+: poblacién naturalizada de festuca alta infectada con endofito silvestre
cosechada en una pastura en el Partido de General. TE+: cv. Taita infectado con enddfito
seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con endoéfito seguro AR584. Letras iguales,
indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a=0,05).

Material de festuca alta Poder germinativo (%) Peso de 1000 semillas (g)
PMCE+ 90,00 £ 2,50 a 1,635+ 0,057 b
PGGE+ 92,00 £ 3,00 a 1,889 + 0,289 a
TE+ 92,00 £ 1,50 a 2,032 £ 0,086 a
ME+ 94,00+ 2,75 a 1,851+ 0,037 a

2.3. Diseio y conduccion del experimento

Se utilizé un diseno en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones en el
tiempo (tandas), con un arreglo factorial. Los factores experimentales fueron: i) materiales
genéticos de festuca alta, con cuatro niveles: dos poblaciones naturalizadas infectadas con
enddfito E. coenophiala silvestre y dos cultivares infectados el enddfito E. coenophiala
seguro AR584, vy iii) condicion salina, con cinco niveles: 0 (control), 40, 80, 120 y 200 mM
de NaCl. En cada tanda, se sembraron 50 semillas de cada uno de los cultivares, en rollos
de papel (Maguire, 1962), embebidos en agua o solucion salina (25 ml aplicados con
rociador, Figura 4A-B). Una vez formados los rollos, se trasladaron a una camara de
germinacion donde permanecieron 14 dias a 20 °C con un fotoperiodo de 8 h para que

germinen (Figura 4C).
. ,
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Figura 4. Siembra de semillas de festuca alta en rollos de papel embebidos con agua o
solucion salina (A-B). Rollos sembrados en recipientes ubicados en cdmara de germinacion.
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2.4. Variables registradas

- Energia germinativa (EG): a los 7 dias se abrieron los rollos y se contaron las semillas
germinadas (ISTA, 2020). Las semillas se consideraron germinadas cuando la radicula
tenia una longitud igual o mayor a 2 mm. Esta variable, da idea del vigor de la semilla.

- Poder germinativo (PG): a los 14 dias se abrieron los rollos y se contaron las semillas
germinadas. En este recuento, las semillas y plantulas se clasificaron en plantulas
normales, plantulas anormales, semillas frescas no germinadas y semillas muertas (ISTA,
2020; Figura 5). El poder germinativo se determiné como el porcentaje (%PG) de plantulas
normales desarrolladas con respecto al total de semillas sembradas (50).

- Longitud de radicula y coleoptilo: el mismo dia del recuento del PG, se midi6, con una
regla milimetrada, la longitud de la radicula (LR) y del coleoptilo (LC) de una de una muestra

aleatoria de 10 plantulas normales (Figura 5).

LI Ry

Figura 5. Clasificacion de semillas y plantulas segun normas ISTA (A). Detalle de plantulas
de festuca alta al final del experimento para realizar la medicion de longitud de radicula y
coleoptilo (B-C-D).

5
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2.5. Andlisis estadisticos

Los valores de las variables medidas en los diferentes tratamientos fueron
sometidos al analisis de varianza y ante diferencias significativas entre tratamientos
(a=0,05) las medias se compararon mediante el test de minima diferencia significativa

(MDS, p<0,05). Todos los analisis se realizaron empleando el software estadistico R (R
Development Core Team, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto de los materiales genéticos de festuca alta, la condicién salina e

interaccion

3.1.1. Energia germinativa (%EG)

Se hall6 interaccion entre los materiales genéticos de festuca alta y la condicion salina
para %EG (p = 0,015). Por esta razén, se analizé por separado que ocurrié para cada
material genético de festuca alta, en cada condicion salina (Figura 7). En los tratamientos
salinos 0 mM y 40 mM no se registraron diferencias entre los materiales genéticos (Figura
6), mientras que, en el tratamiento 80 mM, la PMCE+ y el cv. ME+ presentaron los mayores
%EG que el resto de los materiales (Figura 6). En los tratamientos 120 mM y 200 mM, se
registré una superioridad del cv. ME+ para esta variable, respecto del resto de los materiales
de festuca alta (Figura 6). PMCE+ fue el material mas afectado por el tratamiento salino
200 mM NacCl (Figura 6).

oPGGE+ ®PMCE+ ®TE+ 8BME+

a a a
100 7 2 2 % &

0 40 80 120 200
Condicion salina (mM)

Figura 6. Energia germinativa (EG%, media + EE) de semillas de cuatro materiales de
festuca alta (PMCE+: poblacién naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en
un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion naturalizada infectada con
enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de General Guido. TE+: cv. Taita
infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con enddfito seguro
AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras
iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05).

3.1.2. Poder germinativo (%PG)
Se hallé interaccion entre los materiales genéticos de festuca alta y la condicion salina

para %PG (p = 0,015). Por esta razén, se analizé por separado que ocurrié para cada
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material genético de festuca alta, en cada condicién salina (Figura 7). Al igual que la variable
anterior, en los tratamientos salinos 0 mM y 40 mM no se registraron diferencias entre los
materiales genéticos (Figura 7), mientras que, en el tratamiento 80 mM, la PMCE+ y el cv.
ME+ presentaron los mayores %PG que el resto de los materiales (Figura 7). En los
tratamientos 120 mMy 200 mM, se registré una superioridad del cv. ME+ para esta variable,
respecto del resto de los materiales de festuca alta (Figura 7). PMCE+ fue el material mas

afectado por el tratamiento salino 200 mM NaCl (Figura 7).

oPGGE+ @®sPMCE+ m®TE+ 8BME+

0 40 80 120 200
Condicion salina (mM)

Figura 7. Poder germinativo (PG%, media + EE) de semillas de cuatro materiales de festuca
alta (PMCE+: poblacién naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en un
pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion naturalizada infectada con enddfito
silvestre cosechada en una pastura en el Partido de General Guido. TE+: cv. Taita infectado
con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma infectado con endodfito seguro AR584)
sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican
diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05).

3.1.3. Longitud de coleéptilo (LC)

Se hallé interaccion entre los materiales genéticos de festuca alta y la condicion salina
para la LC (p <0,0001). Por esta razén, se analizé por separado que ocurrié para cada
material genético de festuca alta, en cada condicion salina (Figura 8). En los tratamientos
salinos 0 mM y 40 mM no se registraron diferencias entre los materiales genéticos (Figura
8), mientras que, en los tratamientos 80 mM, 120 mM y 200 mM NacCl, se observo que la

PGGE+ fue el material mas afectado por la salinidad (Figura 8).
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Figura 8. Longitud de coledptilo (LC, media + EE) de plantulas originadas de semillas de
cuatro materiales de festuca alta (PMCE+: poblacién naturalizada infectada con enddfito
silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion
naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de
General Guido. TE+: cv. Taita infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma
infectado con enddfito seguro AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80,
120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de
MDS (a = 0,05).

3.1.4. Longitud de radicula (LR)

Se hall6 interaccién entre los materiales genéticos de festuca alta y la condicion salina
para la LC (p <0,0001). Por esta razon, se analizé por separado que ocurrié para cada
material genético de festuca alta, en cada condicion salina (Figura 9). En general, en los
tratamientos salinos 0 mM, 40 mM y 80 mM se observé una superioridad de la PGGE+ para
la LR respecto al resto de los materiales (Figura 9). Sin embargo, en 200 mM, este material
fue el mas afectado por el tratamiento salino. En el tratamiento 120 mM, no se registraron

diferencias entre los materiales genéticos para LR (Figura 9).
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Figura 9. Longitud de radicula (LR, media £ EE) de plantulas originadas de semillas de
cuatro materiales de festuca alta (PMCE+: poblacion naturalizada infectada con enddfito
silvestre cosechada en un pastizal del Partido de Mar Chiquita. PGGE+: poblacion
naturalizada infectada con enddfito silvestre cosechada en una pastura en el Partido de
General Guido. TE+: cv. Taita infectado con enddfito seguro AR584. ME+: cv. Malma
infectado con enddfito seguro AR584) sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80,
120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican diferencias no significativas segun la prueba de
MDS (a = 0,05).

3.2. Efecto de tipo de endéfito, la condicién salina e interacciéon

Al comparar el efecto del tipo de enddfito (i.e., enddfito silvestre vs el endoéfito seguro) y
de la condicion salina, se hallo interaccion significativa entre estos factores para las cuatro
variables respuesta evaluadas: %EG (p = 0,034), %PG (p = 0,027), longitud de radicula
(LR, p <0,0001) y longitud de coleoptilo (LC, p = 0,0003). En este sentido se observé que
para las variables %EG, %PG y LR, no hubo diferencias entre ambos tipos de enddfitos en
los tratamientos 0, 40 y 80 mM (Tabla 2). Sin embargo, en la condicion 120 y 200 mM, la
presencia del endodfito seguro aumentd la EG, PG y LR, al compararlo con el enddfito
silvestre (Tabla 2). En el caso de la LC, también se observé un aumento de esta variable
en presencia del endodfito seguro en las condiciones 80, 120 y 200 mM NaCl, al compararlo
con el enddfito silvestre (Tabla 2). No se observo diferencias entre ambos tipos de endofitos

para esta variable en los tratamientos 0 y 40 mM (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores promedios (+ EE) de la energia germinativa (%EG), poder germinativo
(%PG), longitud de radicula (LR) y longitud de coledptilo (LC) de plantulas originadas de
semillas de festuca alta infectadas con endoéfito seqguro AR584 (promedio de los valores
obtenidos en los cvs. Taita y Malma) e infectadas con enddfito silvestre (promedio de los
valores obtenidos para la poblacion cosechada en Mar Chiquita y en General Guido)
sometidas a cinco tratamientos salinos (0, 40, 80, 120, 200 mM NaCl). Letras iguales indican
diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a = 0,05) entre tipos de enddfitos en
cada condicion salina.

Cond_icién Tipo de . . ang. Lopg._
salina endéfito HEG %PG radicula coleodptilo

(mM NaCl) (cm) (cm)

0 Seguro 83,7 a 80,7 a 6,5a 9.6 a

Silvestre 93,0 a 91,0 a 6,4 a 9.8 a

40 Seguro 87,7 a 83,7 a 5,6 a 8,5a

Silvestre 84,3 a 81,7a 55a 8,1a

80 Seguro 79,7 a 78,7 a 55a 8,0a

Silvestre 73,1a 68,0 a 5,7a 6,9b

120 Seguro 73,0 a 67,0 a 54 a 6,3 a

Silvestre 57,3 b 53,7 b 49b 48b

200 Seguro 51,0a 38,7 a 3,8a 3,1a

Silvestre 26,3 b 210b 28b 1,7b

EE 5,5 4,5 0,2 0,3
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4. DISCUSION

Las gramineas muestran un amplio rango de tolerancia a la salinidad, que incluye desde
especies altamente sensibles hasta muy tolerantes. Las especies sensibles y las
medianamente tolerantes, generalmente muestran una caida de los rendimientos a medida
que se incrementan los niveles de salinidad, a diferencia de las especies muy tolerantes
que muestran una estimulacion del crecimiento del tallo y la raiz a concentraciones medias
de salinidad (Marcum, 2006). Segun Kusvuran et al. (2014), la tasa de germinacion, la
longitud y peso fresco del pseudotallo y de la raiz de plantulas de festuca alta de nueve
cultivares, disminuyeron al aumentar la concentracion de sal y la tolerancia varié segun el
cultivar evaluado. En general, estos autores registraron disminuciones considerables con
tratamientos de 100 mM de NaCl y los valores mas bajos se obtuvieron con la concentracién
200 mM.

Bajo nuestras condiciones experimentales, se observé un efecto detrimental de la
condicion salina 200 mM de NaCl sobre las cuatro variables respuestas evaluadas (Figuras
6 a 9). PMCE+ fue el material mas afectado por el tratamiento salino 200 mM NacCl para el
%EG (Figura 6) y el %PG (Figura 7). En lo que respecta a LR y LC, PGGE+ fue el material
mas afectado en 200 mM NaCl. 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, estarian determinados por la concentracion de NaCl. Segun
estos autores cuando las semillas fueron expuestas a 100 mM de NaCl, no se registraron
efectos significativos sobre la tasa de germinacion y longitud de radicula y de coledptilo. Sin
embargo, a concentraciones salinas mas elevadas (i.e., 200 y 300 mM de NaCl), la
presencia del enddfito aumento significativamente la tasa de germinacion y la longitud de
la radicula y del coleoptilo. Por otro lado, Song et al. (2015) analizando también los efectos
del enddfito E. bromicola sobre el crecimiento y la germinacion de semillas de H.
brevisubulatum bajo estrés salino, observaron que la germinacion de las semillas de plantas
infectadas fue significativamente mayor que las de plantas libres de endéfito en soluciones
200 y 300 mM de NaCl. Soto et al. (2021) al comparar la tolerancia a la salinidad durante la
germinacion de materiales de festuca alta libres e infectados con enddfito silvestre en
concentraciones salinas de 40 y 80 mM de NaCl, hallaron que los materiales de festuca alta
no diferian en la tolerancia a la salinidad, dado que presentaron valores similares de %EG,
LC, LR y peso fresco de plantulas; y que, aunque la poblacién infectada con endéfito

silvestre presentd el mayor %PG, no difirid de la misma poblacién libre de endéfito. La
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existencia de resultados contradictorios podria indicar que, por un lado, el efecto del
enddfito en la tolerancia de la planta a la salinidad es genotipo-dependiente, es decir, que
sélo en determinadas combinaciones enddéfitos-gramineas se observaria una respuesta de
tipo mutualista, por lo que no se podria generalizar para todas las asociaciones y, por otro
lado, que la respuesta es contexto-dependiente (Thomas et al., 2022).

Por otro lado, se ha demostrado que en gramineas infectadas con hongo endofito
Epichloé, el efecto toxico del Na® puede ser contrarrestado a través del aumento de la
concentracion de K* y de la relacion 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
(Rodriguez et al., 2002). Esto resulta importante dado que se ha demostrado que el estrés
salino afecta las relaciones planta-agua y esto podria desencadenar una mayor produccion
de osmolitos (Bohnert et al., 1995; Wang et al., 2003) y provocar el marchitamiento, la
desecacion y la muerte de las plantas (Rodriguez et al. 2002). 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 y sus interacciones (Davitt et al., 2010).

Por otro lado, en este experimento, al analizar el efecto del tipo de enddfito, se
observé que en altas concentraciones salinas (120 y 200 mM NaCl), la presencia del
enddfito seguro AR584 aumentd %EG, %PG, LR y LC, al compararlo con el endéfito
silvestre (Tabla 1). Asi, en los tratamientos 120 mM y 200 mM, se registré una superioridad
del cv. ME+ para %EG y %PG, respecto del resto de los materiales de festuca alta. Esta
superioridad hallada bajo en condiciones de salinidad es interesante, ya que, si bien en un
periodo determinado todas las semillas pueden germinar, un alto valor de EG (relativo al
vigor de la semilla) indicaria que una mayor cantidad de ellas germinan mas rapido y esto,
reduce la posibilidad de que los potenciales ataques de hongos, insectos y demas
integrantes de la microflora y fauna del suelo interfieran en el proceso de germinacion
(Maguire, 1962).

Comentarios finales
Bajo nuestras condiciones experimentales, los resultados indicarian la existencia de
una gran variabilidad en la tolerancia a la salinidad entre los materiales de festuca alta

evaluados y que, de acuerdo al tipo de enddfito presente en las semillas, silvestre o seguro,
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podria observarse un costo adicional en el genotipo del hospedante, al menos, en la etapa
de desarrollo de la germinacion, o bien, un beneficio de la simbiosis (Goya et al., 2023). Por
otro lado, considerando que las predicciones de cambio climatico global indican una
tendencia creciente en la frecuencia de exposicion de las plantas a condiciones de estrés
salino (Luquez, 2021; IPCC, 2023), y que el medio en el que las semillas germinan puede
afectar el porcentaje de germinacion debido a la acumulacién de iones (Harivandi et al.,
1982; Zhang et al., 2011; Serena et al., 2012), futuros experimentos deberian realizarse a
campo para evaluar un mayor numero de materiales 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 etapa reproductiva (produccion y

cosecha de semillas).
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5. CONCLUSIONES

En funcién de los resultados obtenidos para nuestras condiciones experimentales, y en

base a la hipétesis planteada, podemos concluir que:

e No se rechaza H1 “Semillas de festuca alta infectadas con el hongo endofito
Epichloé coenophiala (silvestre o seguro AR584) germinadas en medio salino
presentan menor: i) energia germinativa, ii) poder germinativo, y iii) longitud del
coledptilo y la radicula de plantulas, en comparacién con aquéllas germinadas

en medio no salino”.

Esto se fundamenta en que, las semillas de festuca alta infectadas con hongo endéfito
germinadas en medio salino presentaron menor %EG, %PG, LC y LR de plantulas, en
comparacion con aquéllas germinadas en medio no salino. Este efecto fue muy marcado

en la concentracion 200 mM de NaCl.

e Se rechaza H2 “En condiciones de salinidad, la asociacion de festuca alta con
el hongo enddfito silvestre, aumenta: i) la energia germinativa, ii) el poder
germinativo, y iii) la longitud del coledptilo y de la radicula de plantulas, en

relacion a aquéllas con enddfito seguro AR584”.

Esto se fundamenta en que, en condiciones de salinidad, la presencia del enddfito
silvestre disminuyd las variables respuesta evaluadas, respecto a aquéllas con enddfito
seguro AR584.
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