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RESUMEN

El objetivo de la presente Tesis fue evaluar los efectos maternos en respuesta a la
sumersion parcial sobre la calidad de semillas de festuca alta originadas por plantas madres
libres e infectadas con hongo enddfito Epichloé coenophiala que fueron sometidas a
sumersion parcial en dos etapas de desarrollo ontogénico. Este experimento fue
complementario al desarrollado por Petigrosso et al. (2024). En el mismo, se cultivaron
plantas de festuca alta de una poblacién naturalizada libre (PE-) e infectada (PE+) con
enddfito silvestre y del cv. Taita libre (TE-) e infectado (TE+) con el endéfito seguro AR584.
En los estados de 5 hojas expandidas e inicio de la elongacién de entrenudos, las plantas
fueron sometidas a dos tratamientos hidricos: capacidad de campo y sumersién parcial por
un periodo de 14 dias. Posteriormente, todas las macetas se mantuvieron a capacidad de
campo hasta completar el ciclo reproductivo, momento en el que se realizé la cosecha de
las plantas. Las panojas se cosecharon cuando el raquis presentaba un color amarillento y
las semillas se trillaron de sus respectivas panojas y fueron almacenadas en heladera a
5°C. Luego, se seleccionaron al azar tres bloques (repeticiones) del experimento y se
trabajé con las semillas de los mismos. Se utiliz6 un disefio en bloques completos
aleatorizados con tres repeticiones en el tiempo (tandas), con un arreglo factorial. Se
sembraron 50 semillas de cada una de las plantas, en rollos de papel, embebidos en agua
destilada. Una vez formados los rollos, se trasladaron a una camara de germinacion. En
total se sembraron 48 rollos = 16 macetas/bloque x 3 bloques. Se determinaron las
siguientes variables: energia germinativa (EG) y poder germinativo (PG) de las semillas,
longitud de radicula (LR) y coleoptilo (LC) y peso fresco (PF) de plantulas. Bajo nuestras
condiciones experimentales, no se registrd interaccion significativa entre los factores
experimentales (p=0,05). Es decir, la exposicién de la planta madre al exceso de agua en
las dos etapas de desarrollo ontogénico no resulté en un mayor desempefio de la progenie
medido a través de la emergencia y poder germinativo de las semillas como en la longitud

de la radicula y del coledptilo como en el peso fresco de las plantulas.

Palabras clave: Festuca arundinacea, Epichloé coenophiala, sumersion, efecto materno,

simbiosis, efecto memoria.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Definicién del problema

Festuca alta [Festuca arundinacea Schreb., sinbnimos: Schedonorus arundinaceus
(Schreb.) Dumort, Lolium arundinaceum (Schreb.) S.J. Darbyshire, Schedonorus phoenix
(Scop.) Holub] es una graminea C3 perenne cespitosa de crecimiento otofo-inverno-
primaveral, cultivada para uso forrajero en ambientes templado-hiumedos y sub-hiumedos
de todo el mundo (Mazzanti et al., 1992; Gibson y Newman, 2001; Young et al., 2013). En
la actualidad se encuentra ampliamente difundida ya que ha sido comercialmente
introducida en América del Norte y del Sur, y en Oceania (Hannaway et al., 1999; Fribourg
y Hannaway, 2007). En Argentina, es uno de los componentes mas importantes de los
pastizales (Roitman y Preliasco, 2018) y una de las gramineas mas utilizadas en la siembra
de pasturas, abarcando mas del 30% del total del area implantada (3.500.000 ha).
Similarmente ocupa mas del 70% de las 500.000 ha dedicadas a la ganaderia en Uruguay
(Milne, 2009). No sélo crece espontaneamente en las comunidades A (pradera de
mesofitas, loma) y B (pradera humeda de mesdfitas, media loma) de la Regién Pampeana
(Colabelli et al., 2006; Roitman y Preliasco, 2018), sino que se esta expandiendo
aceleradamente y es capaz de desplazar a la mayoria de las especies nativas, debido a su
mayor habilidad competitiva. Ademas, actualmente se realizan intersiembras de festuca alta
en pasturas degradadas (Prinicipi et al., 2011).

Entre las principales cualidades agrondémicas de festuca alta se destacan su alta
productividad, especialmente en invierno, alta palatabilidad en comparacion con la mayoria
de los pastos nativos, perennidad y plasticidad adaptativa frente a un amplio rango de
condiciones climaticas y edéaficas (Mazzanti et al., 1992). Sin embargo, festuca alta puede
presentar un factor anti-calidad que afecta negativamente la productividad de los sistemas
ganaderos. Esta condicibn se debe a que generalmente establece una asociacién
simbidtica con hongos enddfitos del género Epichloé (Bacon et al., 1977; Odriozola et al.,
2002; Leuchtmann et al., 2014).

El hongo Epichloé coenophiala (Morgan-Jones & W. Gams) C.W. Bacon & Schardl,
comb. nov. = Acremonium coenophialum Morgan-Jones & W. Gams = Neotyphodium
coenophialum (Morgan-Jones & W. Gams) Glenn, C.W. Bacon & Hanlin (Leuchtmann et al.,
2014) es especifico de festuca alta. Desarrolla su ciclo de vida dentro de la planta
hospedante y no produce sintomas de enfermedad ni forma estructuras reproductivas

externas (Clay y Schardl, 2002; Roberts et al., 2005). Es un hongo que se transmite



Unicamente a través de la semilla de su hospedante (i.e., transmisién vertical) y no se
dispersa por esporas ni por el polen de las plantas infectadas (White et al., 1993; Clay y
Schardl, 2002). El hongo enddfito se localiza intercelularmente y crece en el apoplasto y se
nutre de los azucares y compuestos nitrogenados que alli se encuentran (Bacon, 1993).

Desde el punto de vista agronémico, la asociacion entre festuca alta y el hongo
enddfito tiene caracteristicas deseables e indeseables (Petigrosso et al., 2019). Por un lado,
las plantas colonizadas con enddfitos suelen mostrar mayor crecimiento y tolerancia a
estreses bidticos y abidticos (Malinowski y Belesky, 2000; Kuldau y Bacon, 2008; Decunta
et al., 2021). Por otro lado, los enddfitos silvestres asociados a festuca alta pueden producir
ergoalcaloides que son téxicos para los mamiferos (Bacon et al., 1977; Evans et al., 2012;
Guerre, 2015; Bastias et al., 2017).

En la ganaderia bovina se han identificado tres tipos de sindromes relacionados con
el consumo de forraje o semillas de festuca alta con hongo enddfito: “sindrome gangrenoso
o pie de festuca” en invierno (Jacobson et al., 1969; Yates et al., 1979; Schmidt y Osborn,
1993; Haschek y Voss, 2013), “necrosis grasa del bovino” (Stuedemann y Hoveland, 1988;
Haschek y Voss, 2013) y “asoleamiento o sindrome distérmico” en primavera-verano,
siendo este ultimo el que mas pérdidas econémicas ocasiona (Schmidt y Osborn, 1993; De
Battista et al., 1995; Strickland et al., 2011; Haschek y Voss, 2013). Durante el sindrome de
primavera-verano se observa en los animales una cobertura de pelo aspero que no se
desprende desde el invierno, por lo cual el sol decolora el pelo durante el verano. En
consecuencia, la temperatura corporal se eleva, se produce salivacion excesiva y el ganado
pasa mas tiempo en la sombra o dentro del agua durante el dia y menos tiempo
consumiendo forraje (Stuedemann y Hoveland, 1988; Tor-Agbidye et al., 2001). Otros
signos que pueden observarse incluyen nerviosismo, frecuencia respiratoria aumentada,
retraso en la pubertad y disminucién en las tasas de concepcion, derivados de efectos
adversos en los machos, asi como también en las hembras (Strickland et al., 2011).

Las estrategias para reducir dicha toxicidad en el ganado en consumo, incluyen la
seleccion de cultivares de festuca alta libres de enddfitos o el uso de plantas cultivadas que
hayan sido inoculadas con enddfitos no toxicos (Bouton et al., 2002; De Battista, 2005;
Gundel et al., 2013; Lugtenberg et al., 2016; Caradus y Johnson, 2020). Estos ultimos se
caracterizan por producir alcaloides de la familia de las lolinas y peraminas, pero no
alcaloides toxicos para el ganado (Schardl, 2009; Gundel et al., 2013; Johnson et al., 2013).
Por ejemplo, los cultivares infectados con el endéfito seguro AR542 y AR584 han mostrado

un buen desempefio agrondmico sin generar problemas de toxicidad (Hopkins et al., 2010;
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Lugtenberg et al., 2016). Estos materiales se comercializan en Estados Unidos, Nueva
Zelanda y Australia (Lugtenberg et al., 2016; Caradus y Johnson, 2020). En Argentina, es
posible disponer de semilla del cv. Taita infectado con el endéfito seguro AR584 a través
de la empresa Gentos S.A. El cv. Taita, es uno de los cultivares comerciales mas utilizados
en la region debido a que presenta un amplio rango de adaptabilidad y una estructura de
planta densa con alto vigor de implantacion y excelente produccién de biomasa (Gentos,
s.f.).

La Pampa Deprimida de la Region Pampeana argentina se caracteriza por una
topografia muy planay la ocurrencia de sequias e inundaciones durante todo el afio (Kuppel
et al., 2015; Di Bella et al., 2016). Curiosamente, en esta region se ha observado que, las
poblaciones de festuca alta suelen presentar una elevada frecuencia de plantas infectadas
por enddfitos silvestres (De Battista, 2005; Gundel et al., 2009; Petigrosso et al., 2013; Graff
et al., 2020) lo que sugiere que la simbiosis impulsa beneficios relacionados con el fitness
de las plantas, bajo las condiciones ambientales locales. Sin embargo, si bien existe
abundante informacién que muestra cémo los hongos enddfitos afectan las respuestas de
las plantas de festuca alta al déficit hidrico (Malinowski y Belesky, 2000; Decunta et al.,
2021), es escasa la informacion con relacion al exceso de agua (Bastias et al., 2023).

La inundacion es una condicién ambiental caracterizada por un exceso de agua que
puede causar niveles variables de estrés en las plantas al privar a las raices de oxigeno,
que dependen del grado de saturacion del suelo y la duracién de la misma (Colmer vy
Voesenek, 2009; Sasidharan et al., 2017). Las inundaciones pueden alterar la estructura y
la productividad de las comunidades vegetales, dependiendo de las respuestas
diferenciales entre especies “sensibles” y “tolerantes” a las inundaciones (Insausti et al.,
2005; Di Bella et al., 2016). A nivel individual, el estrés provocado por el exceso de agua
puede afectar el metabolismo, la fisiologia y el crecimiento de las plantas (Kozlowski, 1984;
Striker y Colmer, 2017; Di Bella et al., 2022). Recientemente, investigaciones han mostrado
que el hongo enddfito no le brindaria mayor tolerancia a la inundacion a festuca alta en
diferentes estados fenoldgicos, semillas, plantula y planta con mas de 4 hojas, es decir,
que, en los atributos analizados, germinacion y crecimiento, no se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos de festuca alta infectados vy libres (Petigrosso et al., 2023;
2024). Sin embargo, los efectos del exceso de agua se extienden mas alla de la ontogenia
de las plantas y afectan también a la descendencia. Por ejemplo, el estrés oxidativo inducido

por el exceso de agua no solo disminuye la produccion de semillas, sino que también
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compromete su calidad, afectando probablemente su longevidad (Striker, 2012; Lukic et al.,
2023).

Se ha sugerido que las respuestas plasticas de un individuo a un determinado estrés
ambiental estarian moduladas por las condiciones a las que el mismo individuo fue
expuesto en etapas tempranas de su desarrollo (efecto “memoria”, Weinig y Delph, 2001;
Huber et al., 2012). Por otro lado, los organismos parentales podrian transmitir a su
descendencia adaptaciones fenotipicas que les otorgaran una mayor tolerancia a estreses
a los que ellos han sido sometidos (efecto “materno”, Lundgren y Sultan, 2005; Duncan et
al., 2014). Asi, por ejemplo, si las plantas madre experimentan diferentes condiciones de
luz, nutrientes o agua, estas variables ambientales pueden dar lugar a respuestas
fenotipicas en la descendencia en términos de cambios morfoldgicos, fisiolégicos, de
crecimiento y reproduccion (Latzel et al., 2013).

Existen tres tipos de mecanismos que permiten la expresion de los efectos maternos
(Roach y Wulff, 1987). El primero de ellos es genético-citoplasmatico, donde las organelas
(e.g., plastidos y mitocondrias) se transfieren del progenitor femenino (planta materna) a la
descendencia cuando se esta formando y desarrollando el embrion (Roach y Wulff, 1987).
El segundo de ellos, guarda relaciéon con el endosperma, que constituye uno de los
componentes de la semilla en desarrollo, como lo son las enzimas y nutrientes claves para
el desarrollo del embrion (Roach y Wulff, 1987; Singh et al., 2017). El tercero, es fenotipico
e involucra cambios en la estructura o fisiologia de la semilla, puesto que los tejidos y
endosperma que rodean al embrion son todos de origen maternos (Roach y Wulff, 1987).

Los efectos maternos pueden considerarse adaptativos, resultando en un mayor
fitness o desempefio en la descendencia (Mousseau y Fox, 1998). Por ejemplo, en un
estudio con la especie Amaranthus palmeri (perteneciente a la familia Amaranthaceae), se
sometieron a plantas madres a diferentes tratamientos de sequia (i.e., estrés hidrico) para
evaluar si este factor tenia alguna influencia sobre la produccion de semillas de la progenie
(Matzrafi el al., 2021). Los resultados indicaron que las plantas (maternas) sometidas a
estrés hidrico producian semillas mas grandes y con mayor tolerancia a la sequia, lo cual
aumentaba la tasa de germinacion y originaban plantulas mas competitivas y vigorosas bajo
estrés hidrico, en comparacion a la progenie de plantas sometidas al tratamiento control
(Matzrafi el al., 2021). Sin embargo, los efectos maternos también pueden ser “no
adaptativos” cuando tienen consecuencias negativas en el desempeno biolégico de la
progenie (Herman y Sultan, 2011). En el caso de la especie Persicaria hydropiper (planta

de la familia Polygonaceae) se pudo observar que las plantas madres expuestas a estrés
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hidrico produjeron plantulas mas pequefias, con un desarrollo radicular mas lento y una
biomasa reducida en comparacion con la descendencia de las plantas madres que
recibieron una mayor cantidad de agua (Sultan et al., 2009).

Los efectos maternos pueden permitir y facilitar la adaptacion de especies invasoras
a ambientes caracterizados por estreses abidticos (Sultan et al., 2009). En especies
exodticas ya establecidas, como en el caso de festuca alta, estos efectos podrian
proporcionar una forma eficiente para aprovisionar a la progenie y aumentar su desempefio
en ambientes estresantes los cuales se caracterizan por tener una menor disponibilidad de

recursos (Dyer et al., 2010).

1.2. Hipétesis (H) y Prediccion (P)

H. La calidad de las semillas provenientes de plantas de festuca alta sometidas a sumersion
parcial al comienzo de la elongacion de entrenudos es mayor en las plantas con
enddfito que en las plantas sin enddfito y, a su vez, mayores en plantas con historia
previa de sumersion.

P. La energia germinativa y el poder germinativo de las semillas, la longitud de radicula y
de coledptilo y el peso fresco de las plantulas sera mayor en las semillas cosechadas
de plantas de festuca infectadas con enddfito que sufrieron sumersion en el estado de

5 hojas e inicio de elongacion de entrenudos, respecto a aquellas libres de enddfito.

1.3. Objetivo general

Evaluar los efectos maternos en respuesta a la sumersion parcial sobre la calidad
de semillas de festuca alta originadas por plantas madres libres e infectadas con hongo
enddfito Epichloé coenophiala que fueron sometidas a sumersion parcial en dos etapas de

desarrollo ontogénico.

Objetivos especificos
v' Determinar los posibles efectos maternos de la sumersién parcial sobre la energia
y el poder germinativo de semillas provenientes de plantas de festuca alta libres e
infectadas con hongo enddfito Epichloé coenophiala que fueron sometidas a
sumersion parcial en dos etapas de desarrollo ontogénico: 5 hojas completamente

expandidas e inicio de la elongacién de entrenudos.
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v" Determinar los posibles efectos maternos de la sumersién parcial sobre la longitud
del coledptilo y de la radicula y peso fresco de plantulas obtenidas de semillas
provenientes plantas de festuca alta libres e infectadas con hongo enddéfito Epichloé
coenophiala que fueron sometidas a sumersion parcial en dos etapas de desarrollo
ontogénico: 5 hojas completamente expandidas e inicio de la elongacion de

entrenudos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion del material experimental y determinaciones previas

El Dr. Lucas Petigrosso realiz6 un experimento bajo condiciones controladas en un
invernaculo de la Unidad Integrada Balcarce: Facultad de Ciencias Agrarias, UNMdP — EEA
Balcarce, INTA (latitud: 37° 45' 48" S; longitud: 58° 17' 51" O; altitud: 130 m.s.n.m.). En el
mismo, se cultivaron plantas de festuca alta de una poblaciéon naturalizada libre (PE-) e
infectada (PE+) con enddfito silvestre y del cv. Taita (GENTOS S.A.) libre (TE-) e infectado
(TE+) con el enddfito seguro AR584 (Petigrosso et al., 2024). Se sembraron 3 semillas de
festuca alta y a los 15 dias se efectud un raleo dejando una plantula por maceta (unidad
experimental). En los estados de 5 hojas expandidas (5H) e inicio de la elongacion de
entrenudos (EE), correspondientes a los estados Z15 y Z30-Z32, en la escala de Zadoks,
respectivamente (Zadoks et al., 1974), las plantas fueron sometidas a dos tratamientos
hidricos: capacidad de campo (CC) y sumersion parcial (SP), es decir, una lamina de agua
de 50 mm sobre el nivel del suelo que correspondia, aproximadamente, a la mitad de la
altura inicial de las plantas) por un periodo de 14 dias (Petigrosso et al., 2024; Figura 1).
Para ello cada una de las macetas correspondientes al nivel de SP se ubicé dentro de dos
bolsas de polietileno negro, y todo el conjunto a su vez, dentro de otra maceta del mismo
volumen a fin de evitar la pérdida de agua por la base y brindar la contencidon necesaria
para mantener el nivel de agua prefijado. En el estado de inicio de elongacion de
entrenudos, la mitad de las plantas anteriormente sometidas a cada tratamiento de
sumersion en 5 hojas fueron asignadas al mismo tratamiento previo y la mitad restante al
otro tratamiento. Posteriormente, todas las macetas se mantuvieron a CC hasta completar
el ciclo reproductivo, momento en el que se realizé la cosecha de las plantas (Petigrosso et
al., 2024; Figura 1).

Las panojas se cosecharon cuando el raquis presentaba un color amarillento
(Petigrosso et al., 2024; Figura 1). Las semillas se ftrillaron de sus respectivas panojas y
fueron almacenadas en heladera a 5°C. El disefio empleado fue en bloques completos

aleatorizados con 10 repeticiones. Cada blogue conformado por 16 macetas.
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Figura 1. Vista de las macetas ubicadas en bandejas para asegurar un contenido de agua
cercano a CC mediante una lamina de agua de 20 mm (A). Macetas bajo tratamiento con
sumersion parcial al estado de 5 hojas expandidas y a capacidad de campo (B). Macetas
con plantas de festuca alta en estado vegetativo (C y D) y reproductivo (E). Estado de las
panojas al momento de la cosecha de semillas (F). Extraidas de Petigrosso (2024).

En la Figura 2 se presentan el esquema experimental y el orden cronolégico de las
actividades desarrolladas desde la desde la siembra hasta la cosecha de las plantas
(Petigrosso et al., 2024):
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Figura 2. Esquema experimental y orden cronoldgico de los principales eventos desde la
siembra hasta la cosecha de las plantas de cuatro materiales de festuca alta: una poblacién
naturalizada con (PE+) y sin (PE-) enddfito silvestre y el cv. Taita con (TE+) y sin (TE-)
endofito seguro AR584; sometidos a dos tratamientos hidricos: capacidad de campo (CC)
y sumersion parcial (SP) en dos etapas de desarrollo (5 hojas expandidas: Z15; inicio de
elongacion de entrenudos: Z30-232).

La evaluacion de la presencia del hongo enddfito en las semillas cosechadas de las
plantas tratadas con fungicida y el analisis de la viabilidad del hongo enddfito en plantulas
originadas de dichas semillas, fue llevada a cabo por el Dr. Lucas Petigrosso (Petigrosso et
al., 2024). Sin embargo, como fue mencionado anteriormente, en esta Tesis se analizo el
efecto de la sumersion parcial a través de los efectos maternos sobre la calidad de las
semillas y plantulas de festuca alta originadas por plantas madres libres e infectadas con
hongo endéfito Epichloé coenophiala que fueron sometidas a sumersion parcial en dos

etapas de desarrollo ontogénico.

A continuacién, se describira el disefio experimental y variables determinadas en el

marco de esta Tesis.
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2.2. Diseno y conduccion del experimento

Se seleccionaron al azar tres bloques (repeticiones) del experimento y se trabajé con
las semillas de los mismos. Se utilizé un disefo en bloques completos aleatorizados con
tres repeticiones en el tiempo (tandas), con un arreglo factorial. Se sembraron 50 semillas
de cada una de las plantas, en rollos de papel (Maguire, 1962; Figura 3), embebidos en
agua destilada (25 ml aplicados con rociador). 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 3). En total se sembraron 48 rollos = 16 macetas/bloque x 3

bloques.

Figura 3. Siembra de semillas de festuca alta en rollos de papel embebidos con agua
destilada (a, b). Camara de germinacion donde se ubicaron los rollos sembrados (c).

2.3. Determinaciones
Para determinar el posible efecto de la sumersion parcial a través de los efectos
maternos sobre la calidad de las semillas y plantulas de festuca alta, se midieron las
siguientes variables:
- 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
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radicula present6 una longitud igual o mayor a 2 mm (Figura 4). Este test da una idea del
vigor de la semilla y, representa la velocidad de germinacion y la rapidez de la semilla para
desarrollar una plantula normal. Es un parametro muy util porque brinda una idea de la
cantidad de semillas que rapidamente emergera en el campo, minimizando las pérdidas de

semilla por depredadores.

- 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
(Figura 4), segun las reglas ISTA (2020). Los protocolos del ISTA definen como plantulas
normales aquellas que muestran el potencial para un desarrollo continuo hacia plantas
satisfactorias cuando crecen en suelo de buena calidad y bajo condiciones favorables de
humedad, temperatura y luz. Se diferencian tres categorias de plantulas normales: 1)
plantulas enteras; 2) plantulas ligeramente defectuosas y 3) plantulas infectadas
secundariamente. Todas las partes esenciales de una plantula entera son: bien
desarrolladas; completas; proporcionadas las unas con las otras; sanas. 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;
plantulas decaidas, con alguna estructura esencial enferma o decaida por infeccién
primaria. El poder germinativo se determin6 como el porcentaje (% PG) de plantulas

normales desarrolladas con respecto al total de semillas sembradas (50).
- Longitud de radicula y coledptilo: el mismo dia del recuento del %PG, se midio, con una
regla milimetrada, la longitud de la radicula (LR) y del coledptilo (LC) de una de una muestra

aleatoria de 10 plantulas (Figura 4).

-Peso fresco de las plantulas: las 10 plantulas de cada repeticién se pesaron en conjunto

en una balanza analitica para obtener el peso fresco (PF; Figura 4).
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Plantulas normaleg

Plantulas anormales

- et Lp
Figura 4. Determinacién de energia germinativa a los 7 dias de sembrados los rollos (a).
Detalle de plantulas de festuca alta al final del experimento para realizar la medicién del
poder germinativo y longitud de radicula y coledptilo a los 14 dias (b). Clasificacion de
semillas y plantulas segun normas ISTA (2020) (c). Momento de la medicién del coledptilo
y radicula de cada plantula de festuca alta (d). Determinacién del peso fresco de las
plantulas seleccionadas en balanza analitica (e).
2.4. Analisis estadisticos
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Los efectos de los factores experimentales (sumersion al estado de 5 hojas,
sumersion al inicio de elongacién de entrenudos y material de festuca alta) y sus posibles
interacciones sobre las variables respuesta consideradas se analizaron mediante ANOVA.
Cuando se detectd heterogeneidad de varianza en los errores, ésta se incorporé al modelo
de anadlisis y, cuando fue necesario, las medias se compararon con la prueba de minimas
diferencias significativas (a= 0,05). Se analiz6 el efecto del enddfito silvestre dentro de la
poblacion naturalizada y del enddéfito seguro AR584 dentro del cv. Taita mediante contrastes
especificos. Todos los analisis se realizaron empleando el programa estadistico R (R Core
Team, 2020).
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3. RESULTADOS

Las interacciones triples no fueron significativas (p>0,05) en todas las variables
evaluadas (Tabla 1). Lo mismo ocurrié con las interacciones dobles (p>0,05), salvo para las
variables longitud de radicula y de coledptilo (p<0,05, Tabla 1). Los efectos hallados para
cada variable se describen a continuacion conjuntamente con los resultados de los
contrastes realizados dentro de cada material de festuca alta entre plantas infectadas y

libres de enddfito, silvestre o seguro AR584, segun corresponda.

Tabla 1. ANOVA de las variables respuesta determinadas en el Experimento. EG: energia
germinativa. PG: poder germinativo. LR: longitud de radicula. LC: longitud de coleéptilo. PF:
peso fresco.

Fuente de p - valor

variacién EG (%) PG (%) LR LC PF (g/10pl)
Sumersién Z30-232 0,424 0,158 0,553 0,864 0,963
Sumersiéon Z15 0,001 0,004 0,792 0,737 0,889
Material de festuca 0,168 0,612 0,001 0,470 0,001
Sumersion Z15 x
Sumersion 230-232 0,913 0,711 0,767 0,137 0,458
Material de festuca x
Sumersion Z30-732 0,318 0,220 0,042 0,032 0,185
Material de festuca x | - ¢,912 0,543 0,914 0,186 0,283

Sumersion Z15

Material de festuca x
Sumersion Z15 x 0,227 0,204 0,492 0,521 0,594
Sumersion Z30-Z32

3.1. Energia germinativa (%EG)

El %EG fue similar en todos los materiales de festuca alta (p=0,168), pero fue
afectada por el nivel de sumersion de la planta madre en el estado de 5 hojas expandidas
(p=0,001). Las plantas que fueron sometidas a sumersion en 5 hojas produjeron semillas
con menor energia germinativa (| 14,6%) que aquellas que permanecieron a capacidad de
campo (77,751£7,0% vs 91,00+£8,92%). No hubo efecto del nivel de sumersién en el estadio
de elongacién de entrenudos (p=0,424). Tampoco fue significativo el efecto del enddfito ni

en la poblacion naturalizada ni en el cv. Taita (p>0,05).

3.2. Poder germinativo (%PG)

El %PG fue similar en todos los materiales de festuca alta (p=0,612), pero fue

afectado, al igual que la variable anterior, por el nivel de sumersién de la planta madre en
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el estado de 5 hojas expandidas (p=0,004). Las plantas que fueron sometidas a sumersion
en 5 hojas produjeron semillas con menor poder germinativo (}13,7%) que aquellas que
permanecieron a capacidad de campo (70,25+6,1% vs 81,4118,78%). No hubo efecto del
nivel de sumersion en el estadio de elongacion de entrenudos (p=0,158). Tampoco fue

significativo el efecto del endofito ni en la poblacion naturalizada ni en el cv. Taita (p>0,05).

3.3. Longitud de radicula (LR)

La LR de las plantulas fue afectada por la interaccion significativa entre el material
de festuca alta y el nivel de sumersion en inicio de elongacion de entrenudos (p=0,042). Al
abrir esta interaccion se observd que las plantas madres TE+ sometidas a sumersion en
inicio de elongacién de entrenudos presentaron menor LR que el resto de los materiales
(Figura 5). No se registraron diferencias en esta variable entre materiales cuando las
plantas madres se mantuvieron a capacidad de campo en inicio de elongacién de
entrenudos (Figura 5). La presencia del enddéfito seguro AR584 redujo =21% la LR respecto
a las libres del mismo enddfito (p<0,05) cuando las plantas madres fueron sometidas a
inundacion en inicio de elongacion de entrenudos. La presencia del enddfito silvestre en la

poblacién naturalizada no afecté esta variable (p>0,05).

Sumersion parcial Capacidad de campo
6 4 a 6 -
—_ a a
E 51 b 5. a a a a
]
3 41
E 47
s ¥
3 -
2 24
5 ,
S 11
0 - . . . 1 ; ; ,
PE+ PE- TE+ TE- PE+ PE- TE+ TE-
Material de festuca alta Material de festuca alta

Figura 5. Longitud de radicula (cm, promedio + EE) de plantulas de cuatro materiales de
festuca alta (PE- y PE+: poblacion naturalizada libre e infectada con enddfito silvestre,
respectivamente, TE- y TE+: cv. Taita libre e infectado con el enddfito seguro AR584,
respectivamente), sometidas a dos condiciones de sumersién al inicio de elongacion de
entrenudos: sumersion parcial y capacidad de campo. Letras iguales indican diferencias no
significativas (a=0,05).
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3.4. Longitud de coleéptilo (LC)

La LC de las plantulas fue afectada por la interaccion significativa entre el material
de festuca alta y el nivel de sumersién en inicio de elongacién de entrenudos (p=0,032). Al
abrir esta interaccion se observé que las plantas madres TE+ sometidas a sumersién en
inicio de elongacion de entrenudos presentaron menor LC que el resto de los materiales
(Figura 6). No se registraron diferencias en esta variable entre materiales cuando las
plantas madres se mantuvieron a capacidad de campo en inicio de elongacién de
entrenudos (Figura 6). La presencia del endofito seguro AR584 redujo =28% la LC respecto
a las libres del mismo enddfito (p<0,05) cuando las plantas madres fueron sometidas a
inundacion en inicio de elongacion de entrenudos. La presencia del enddfito silvestre en la

poblacién naturalizada no afecté esta variable (p>0,05).

Sumersion parcial Capacidad de campo
13 - 13 -
— a
E 1 1 - a
o a a a
g 91 b 9 -
Q
2
g 7 7 -
$
s 57 5
=
2 3 3
2
1 - T : . 1 - T . :
PE+ PE- TE+ TE- PE+ PE- TE+ TE-
Material de festuca alta Material de festuca alta

Figura 6. Longitud de coledptilo (cm, promedio + EE) de plantulas de cuatro materiales de
festuca alta (PE- y PE+: poblacion naturalizada libre e infectada con enddfito silvestre,
respectivamente, TE- y TE+: cv. Taita libre e infectado con el enddfito seguro AR584,
respectivamente), sometidas a dos condiciones de sumersion al inicio de elongacion de
entrenudos: sumersion parcial y capacidad de campo. Letras iguales indican diferencias no
significativas (a=0,05).

3.5. Peso fresco (g/10 plantulas)

El peso fresco de las plantulas no fue afectado por el nivel de sumersién de la planta
madre en el estado de 5 hojas expandidas (p=0,889) ni en el estado de elongacién de
entrenudos (p=0,963). Sin embargo, esta variable varié segun el material de festuca alta
(p=0,001). Asi, independientemente del nivel de sumersion en ambos estadios, las
plantulas provenientes de las plantas madres TE+ pesaban menos que aquellas originadas

de los materiales restantes (Figura 7). La presencia del endofito seguro AR584 redujo =17%
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el peso fresco respecto a las libres del mismo enddfito (p<0,05). La presencia del enddfito

silvestre en la poblacién naturalizada no afecté esta variable (p>0,05).

0,16 -
’ a
a a
o7 0127
?3
25:
o3 0,08 -
02
)
0,04 -
0 4
PE+ PE- TE+

Material de festuca alta

Figura 7. Peso fresco (g/10 plantulas, promedio + EE) de plantulas de cuatro materiales de
festuca alta (PE- y PE+: poblaciéon naturalizada libre e infectada con enddfito silvestre,
respectivamente, TE- y TE+: cv. Taita libre e infectado con el enddfito seguro AR584,
respectivamente). Letras iguales indican diferencias no significativas (a=0,05).
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4. DISCUSION

Una revision publicada sobre la tolerancia a la inundacion de gramineas forrajeras
ampliamente utilizadas, mostré que festuca alta es una especie altamente tolerante a las
inundaciones (Di Bella et al., 2022). Sin embargo, existe una gran variabilidad en la
tolerancia a la sumersién segun los cultivares (Menon-Martinez et al., 2021). Ademas, se
sabe que la presencia del hongo endofito Epichloé en festuca alta estimula el crecimiento y
la capacidad competitiva de las plantas en condiciones de estrés tanto biético como abiético
(Marks et al., 1991; Hill et al., 1998; Rho et al., 2018). Sin embargo, recientemente
Petigrosso et al. (2024) observaron que la asociacion con los enddfitos Epichloé no mejord
el crecimiento vegetativo ni reproductivo de las plantas de festuca alta a los tratamientos de
sumersion parcial ni que el exceso de agua afecto la transmision de enddfitos desde las
plantas madres a las semillas.

Por otro lado, se ha observado que las plantas que han sufrido algun evento de
estrés, pueden mostrar una mayor tolerancia a futuras exposiciones al mismo factor de
estrés (Bruce et al, 2007). Los estudios de los mecanismos subyacentes a estas
respuestas de “memoria”, apuntan recientemente a la epigenética (Kinoshita y Seki, 2014;
Crisp et al., 2016; Lamke y Baurle, 2017). Existen numerosos antecedentes de “memoria”
en plantas superiores en respuesta a factores de estrés como la sequia, la salinidad, exceso
de luz, y las temperaturas bajas (Conrath, 2011; Virlouvet y Fromm, 2015). En este sentido,
ademas de los efectos directos sobre los rasgos ecofisiolégicos de las semillas, los
enddfitos también pueden mediar los efectos maternos inducidos por factores ambientales
(Gundel et al., 2017).

Bajo nuestras condiciones experimentales, esperabamos que la calidad de las
semillas provenientes de plantas de festuca alta sometidas a sumersion parcial al comienzo
de la elongacién de entrenudos fuese mayor en las plantas con endoéfito que en las plantas
sin enddfito (efecto de la simbiosis) y, a su vez, mayores en plantas con historia previa de
sumersion (efecto de memoria), sin embargo, esto no fue asi (i.e., no se registrd interaccion
significativa entre los tres factores experimentales). Es decir, el impacto de la exposicion de
la planta materna al exceso de agua en las dos etapas de desarrollo ontogénico no resultd
en un mayor desempefo de la progenie medido a través de la emergencia y poder
germinativo de las semillas como en la longitud de la radicula y del coledptilo y peso fresco
de las plantulas. Sin embargo, el menor %EG y %PG registrados en los materiales

utilizados, como asi también los menores valores de LRy LC del cv. Taita infectado, podrian
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estar poniendo en evidencia que la diferencias en los atributos analizados, serian mas
marcados bajo sumersiones reiteradas de las plantas madre. Ademas, de acuerdo a los
antecedentes mencionados en la Introduccion (Matzrafi el al., 2021), restaria evaluar la
germinacion de estas semillas en condiciones de sumersién, es decir, analizar la respuesta
de la progenie cuando son sometidas al mismo estrés que sufrieron sus progenitores.

En este experimento se encontré que las plantas madres que sufrieron sumersion
parcial en el estadio de 5 hojas completamente expandidas produjeron semillas con menor
energia (relativo al vigor de la semilla) y poder germinativo que aquellas que permanecieron
a capacidad de campo, y que esto fue independiente del tratamiento de sumersién al inicio
de elongacién de entrenudos, del material genético de festuca alta y de la presencia del
endofito. Las plantas sometidas a sumersion parcial posiblemente produjeron semillas con
menor energia y poder germinativo debido a varios factores fisiolégicos y bioquimicos
relacionados con el estrés por hipoxia o anoxia. De acuerdo a Petigrosso et al. (2024) las
plantas en sumersion parcial en 5 hojas, presentaron en promedio una reduccién del 17%
de la biomasa total, produjeron 34% menos de semillas y tuvieron 22% menos de esfuerzo
reproductivo que las que permanecieron a capacidad de campo. Seguramente estos
efectos negativos repercutieron sobre la maduracion adecuada de las semillas y en una
menor acumulacién de reservas en las semillas. Por otro lado, si bien, en el experimento
de Petigrosso et al. (2024) no se midieron los niveles de fitohormonas como etileno, ABA
(&cido abscisico) y giberelinas, estas hormonas pueden desencadenar la maduracién
temprana o deficiente, afectando la viabilidad y vigor de las semillas (Borjas Ventura et al.,
2020).

En el caso de la longitud de radicula y coleéptilo, la presencia del endéfito seguro
AR584 redujo =21% la LR y =28% la LC de las plantulas respecto a las libres del mismo
endofito cuando las plantas madres fueron sometidas a inundacién en inicio de elongacion
de entrenudos. Estos resultados indicarian que la presencia del endofito seguro AR584
generaria un costo adicional en el genotipo del hospedante, al menos en este momento en
la cual la planta fue sometida a sumersion, que luego, finalmente repercutiria en el vigor de
las plantulas, y que no ocurrié en las plantas infectadas con hongo enddfito silvestre. Es
decir, que los efectos de los enddfitos sobre la germinacion de las semillas no sélo varian
segun la especie de planta, sino también de acuerdo a la cepa de enddfito y las condiciones
ambientales (Riveira Rubin et al., 2022; Stefanoni-Rubio et al., 2022). Asi, estudios
recientes sugieren que el efecto del genotipo podria ser mas importante que el generado
por el enddfito (Krauss et al., 2007; Gundel et al., 2012).
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5. CONCLUSION

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

base a la hipétesis planteada, podemos concluir que:

e Se rechaza la Hipotesis, “La calidad de las semillas provenientes de plantas de
festuca alta sometidas a sumersion parcial al comienzo de la elongacion de
entrenudos es mayor en las plantas con enddfito que en las plantas sin enddfito y,

a su vez, mayores en plantas con historia previa de sumersion”.

Esto se fundamenta en que la energia germinativa y el poder germinativo de las
semillas, la longitud de radicula y de coledptilo y el peso fresco de las plantulas no fue
mayor en las semillas cosechadas de plantas de festuca infectadas con enddfito que
sufrieron sumersion en el estado de 5 hojas e inicio de elongacién de entrenudos, respecto

a aquellas libres de enddfito.
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