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RESUMEN

La salinidad del suelo constituye una de las principales limitantes para la implantacidn de pasturas, particularmente en
especies forrajeras ampliamente utilizadas como la festuca alta. El objetivo de este trabajo fue evaluar la tolerancia a la
salinidad por cloruro de sodio (NaCl) durante la germinacion de semillas de dos cultivares comerciales de festuca alta, Malma
y Taita, libres e inoculados con el endéfito no toxico AR584. El experimento se realizd en una cdmara de germinacion
mediante un disefio en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones en el tiempo y un arreglo factorial que
combind cultivar, nivel de endéfito y seis concentraciones de NaCl (0-200 mM). Se evaluaron variables asociadas a la
germinacion y al crecimiento inicial de las plantulas. La salinidad redujo significativamente la germinacion en ambos
cultivares, registrandose los menores valores de energia y poder germinativo en los tratamientos de 160 y 200 mM de NaCl.
Asimismo, el indice de germinacidon indicé inhibicién de la germinacidén a partir de 120 mM, mientras que el indice de
crecimiento relativo evidencié inhibicion de la elongaciéon radicular unicamente a 200 mM de NaCl, independientemente del
nivel de enddfito. El efecto del endofito AR584 fue dependiente del cultivar: en el cv. Taita, la infeccién redujo la germinacion
y el crecimiento inicial, mientras que en el cv. Malma se observé un aumento de la longitud del coleéptilo a 40 mM de NaCl,
lo que podria favorecer la emergencia bajo salinidad moderada. Estos resultados evidencian una marcada variabilidad
genotipica en la tolerancia a la salinidad y destacan que la utilidad agrondmica de los enddfitos no téxicos en festuca alta
depende del genotipo y de las condiciones ambientales.

Palabras clave: Festuca arundinacea, Epichloé coenophiala, simbiosis, tolerancia a sales, crecimiento inicial.

ABSTRACT

Soil salinity is one of the main constraints to pasture establishment, particularly in widely used forage species such as tall
fescue. The aim of this study was to evaluate sodium chloride (NaCl) salinity tolerance during seed germination of two
commercial tall fescue cultivars, Malma and Taita, either endophyte-free or inoculated with the non-toxic endophyte AR584.
The experiment was conducted in a germination chamber using a randomized complete block design with three temporal
replicates and a factorial arrangement combining cultivar, endophyte status, and six NaCl concentrations (0-200 mM).
Germination and early seedling growth variables were assessed. Salinity significantly reduced germination in both cultivars,
with the lowest germination energy and germination capacity values recorded at 160 and 200 mM NacCl. Furthermore, the
germination index indicated inhibition of germination from 120 mM NaCl onwards, whereas the relative growth index
revealed inhibition of radicle elongation only at 200 mM NaCl, regardless of endophyte status. The effect of the AR584
endophyte on salinity tolerance was cultivar-dependent. In cv. Taita, endophyte infection reduced germination and early
seedling growth, whereas in cv. Malma, endophyte presence increased coleoptile length at 40 mM NaCl, which could favor
seedling emergence under moderate salinity. These results highlight marked genotypic variation in salinity tolerance during
germination and indicate that the agronomic value of non-toxic endophytes in tall fescue depends on host genotype and
environmental conditions.
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Introduccidn

El cambio climatico constituye uno de los principales
desafios para la producciéon agropecuaria a nivel global,
debido al incremento en la frecuencia e intensidad de
eventos climaticos extremos y al aumento en la prevalencia
de condiciones ambientales adversas, tales como sequias,
temperaturas extremas y procesos de salinizacién de suelos
y aguas (Taleisnik et al. 2021; IPCC 2023). Entre los factores
de estrés abidtico, la salinidad del suelo representa una de
las principales limitantes para la productividad agricola,
afectando aproximadamente al 20% de las tierras cultivadas
y mas del 30% de las areas bajo riego a nivel mundial
(Taleisnik et al. 2021). En Argentina, este problema adquiere
particular relevancia en la Region Pampeana, donde
extensas superficies presentan restricciones productivas
asociadas a la acumulacién de sales (Lavado 2008; Luquez et
al. 2023). En algunos casos, el riesgo de salinizacidon puede
verse incrementado por practicas de manejo inadecuadas
como el sobrepastoreo (Lavado y Taboada 1987).

El estrés salino afecta diversos procesos fisiolégicos en
las plantas, incluyendo la germinacién y el crecimiento
inicial, a través de efectos osmoticos y de toxicidad idnica
que limitan la absorcion de agua y generan desequilibrios
nutricionales y metabdlicos (Munns 2002; Munns y Tester
2008; Pittaro et al. 2015). Durante la germinacion, la
reduccién del potencial osmético de la solucion del suelo y la
acumulacion y absorcién de iones potencialmente téxicos
(principalmente Na* y CI7) convierten a esta etapa en una de
las mas sensibles al estrés salino (Francois y Maas 1993;
Marcum 2002; Cardamone et al. 2018; Safdar et al. 2019).
En consecuencia, la capacidad de las semillas para germinar
y establecer pldntulas vigorosas bajo condiciones salinas
resulta determinante para el éxito en la implantacién de
pasturas en ambientes con suelos salinos.

En la Regidon Pampeana, el desplazamiento de la
ganaderia hacia suelos con limitaciones edaficas ha
incrementado el uso y la promocién de especies forrajeras
capaces de tolerar y crecer bajo condiciones de estrés
(Roitman y Preliasco 2018). En este contexto, la festuca alta
(Festuca arundinacea Schreb.) se destaca por su rusticidad,
plasticidad fenotipica y diversidad ecotipica, lo que ha
favorecido su amplia utilizacion en sistemas ganaderos
extensivos (Lattanzi et al. 2007; Scheneiter et al. 2016). Sin
embargo, la tolerancia a la salinidad en esta especie es
variable y puede depender tanto del genotipo como de
asociaciones simbidticas con hongos enddfitos (Kusvuran et
al. 2014; Safdar et al. 2019; Thomas et al., 2022).

La festuca alta puede establecer relaciones simbidticas
con hongos endodfitos asexuales del género Epichloé, los
cuales se transmiten verticalmente a través de semillas (Clay
y Schardl 2002). El principal enddfito asociado a esta
especie, Epichloé coenophiala (Leuchtmann et al. 2014),
crece de manera sistémica y asintomdtica en los tejidos
aéreos, y no se dispersa ni por esporas ni por el polen (Clay y
Schardl 2002). La asociacion es generalmente mutualista
(White y Torres 2009; Omacini et al. 2013): el hongo obtiene
recursos derivados de la fotosintesis del hospedador,
mientras que la planta puede exhibir mayor crecimiento y
tolerancia a estreses bidticos y abidticos (Petigrosso et al.

2019; Lee et al. 2021). Sin embargo, los beneficios de esta
asociacion no son universales y pueden variar segun la
combinacion hospedante—enddfito y las condiciones
ambientales, pudiendo incluso registrarse efectos neutros o
negativos sobre algunos componentes del desempefio de la
planta (Faeth y Sullivan 2003; Cheplick y Faeth 2009).

Si bien los endofitos silvestres asociados a festuca alta
han sido asociados a problemas de toxicidad animal
(Strickland et al. 2011), la identificacion y seleccion de
endofitos no toéxicos, como la cepa AR584, desarrollada por
Grasslanz Technology Limited (Palmerston North, Nueva
Zelanda) dentro de programas de mejoramiento orientados
a conservar los beneficios agrondmicos de la simbiosis
minimizando los riesgos de toxicidad animal (Hopkins et al.
2010), ha permitido conservar los beneficios agrondmicos de
la simbiosis sin efectos negativos sobre el ganado (Bouton et
al. 2002; Schardl 2009; Hopkins et al. 2010). Sin embargo, los
efectos de estos enddfitos sobre el desempefio de la planta
pueden variar segun el genotipo hospedante, las condiciones
ambientales y las variables evaluadas (Cheplick y Faeth
2009). No obstante, la informacién disponible sobre el
efecto de estos endoéfitos durante la germinacion y el
crecimiento inicial bajo condiciones de salinidad es limitada
¥, en muchos casos, inconsistente, dependiendo del cultivar,
del nivel de estrés y del tipo de enddfito involucrado
(Vazquez de Aldana et al. 2011; Koch et al. 2017; Soto et al.
2022; Thomas et al. 2022).

En este marco, se plantea como hipdtesis que la salinidad
por NaCl reduce la germinacién y el crecimiento inicial de
plantulas de festuca alta, y que la magnitud de esta
respuesta es modulada por la presencia del enddéfito no
téxico AR584 en funcidn del cultivar. En funcién de esta
hipdtesis, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
distintas concentraciones de cloruro de sodio sobre la
germinacion y el crecimiento inicial de semillas en dos
cultivares comerciales de festuca alta, con y sin el endéfito
AR584, considerando la energia germinativa, el poder
germinativo y distintos atributos morfoldgicos y de
crecimiento de plantulas. Se predice que la interaccion entre
el genotipo y el estado endofitico determinara respuestas
diferenciales frente al estrés salino durante las etapas
tempranas del desarrollo.

Materiales y métodos

Material experimental y determinaciones previas

Se utilizaron semillas de dos cultivares comerciales de
festuca alta provistos por GENTOS S.A. (cv. Malma y cv.
Taita), cada uno con sus variantes infectadas (E+) y libres
(E-) del enddfito no toxico AR584. La eleccidn de esta cepa
respondid a que corresponde al endéfito comercial presente
en los materiales evaluados. De esta manera, se trabajo con
cuatro materiales experimentales: Malma E+, Malma E-,
Taita E+ y Taita E-. Previamente al inicio del experimento se
determind la frecuencia de infeccion de las semillas de cada
cultivar a fin de corroborar la asociaciéon con enddfito. Para
ello, 50 semillas por cultivar fueron analizadas mediante la
técnica del “seed squash” (Saha et al. 1988; Card et al.
2011), observandose bajo microscopio la presencia o
ausencia de las conspicuas hifas del enddfito. Los resultados
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se expresaron como porcentaje de infeccion, calculado como
numero de semillas positivas dividido el numero total de
semillas evaluadas. Por otro parte, se determind capacidad
de germinacién de las semillas bajo condiciones éptimas
para la especie (ISTA 2020). Para ello, se sembraron cuatro
bandejas plasticas por material experimental, cada una con
50 semillas sobre papel filtro humedecido con 5 mL de agua
destilada, e incubadas a 20 °C con un fotoperiodo de 8 h. La
germinacion se expresé como el porcentaje de plantulas
normales desarrolladas con respecto al total de semillas
sembradas, como el promedio de las cuatro bandejas por
cultivar. Ademas, se determind el porcentaje de infeccion

endofitica, el peso de 1000 semillas por material
experimental. Para ello, a partir de diez submuestras de 100
semillas, se estimo el peso promedio de esas 100 semillas vy,
con este dato, se calculd el peso de mil semillas por material
experimental (Tabla 1). Asimismo, se confirmd la condiciéon
endofitica de los materiales experimentales, registrandose
100 % de infeccién en los materiales E+ y 0 % en los
materiales E- (Tabla 1). Asi, el poder germinativo inicial de
las semillas fue similar y varié entre 90 % y 94 % (Tabla 1) y
los pesos de 1000 semillas oscilaron entre 1,869 gy 2,080 g
(Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de infeccion (%), poder germinativo (%, media + EE) y peso de mil semillas (g) de los cuatro materiales experimentales
utilizados en el experimento: cv. Taita infectado (E+) y libre (E-) de endofito no tdxico AR584, y cv. Malma infectado (E+) y libre (E-) de
enddfito no téxico AR584. Letras iguales, indican diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a=0,05).

Table 1. Infection percentage (%), germination capacity (%, mean * SE), and thousand-seed weight (g) of four experimental tall fescue
materials used in the experiment: cv. Taita and cv. Malma, each with (E+) and without (E-) the non-toxic endophyte AR584. Means followed
by the same letter are not significantly different according to the LSD test (a = 0.05).

Material de festuca alta Infeccion (%)

Poder germinativo (%)

Peso de 1000 semillas (g)

Taita E- 0
Malma E- 0
Taita E+ 100
Malma E+ 100

90,00+2,50 a 2,080+0,035a
92,00 +3,00 a 2,018 +0,041 a
92,00+1,50a 2,071+0,076 a
94,00+2,75a 1,869 + 0,026 b

Disefio y conduccién del experimento

Se utilizé un disefio en bloques completos aleatorizados con
tres repeticiones (tandas experimentales independientes en
el tiempo), con un arreglo factorial de los tratamientos. Los
factores experimentales fueron: i) cultivar de festuca alta,
con dos niveles: cv. Malma y cv. Taita; ii) nivel de endoéfito no
toxico AR584: con (E+) y sin enddfito (E-); y iii) condicidn
salina, con seis niveles: 0 (control), 40, 80, 120, 160 y
200 mM de NaCl. Estas concentraciones se seleccionaron en
base a antecedentes que indican ausencia de tolerancia a
salinidad moderada (40—-80 mM NaCl) en la germinacion
(Soto et al. 2022), y porque representan un gradiente desde
condiciones no salinas hasta niveles de estrés moderado—
alto comparables con situaciones de campo, incluyendo
escenarios potenciales de incremento de salinidad asociados
a procesos de degradacion y cambio climatico. En cada
bloque, se sembraron 50 semillas de cada uno de los
materiales experimentales, en rollos de papel (Maguire
1962), embebidos en agua o solucion salina (25 mL aplicados
con rociador). Una vez formados los rollos, se colocaron
verticalmente en un frasco de vidrio (15 cm de altura y 12
cm de didmetro) y se llevaron a una incubadora, donde
permanecieron 14 dias a 20°C con un fotoperiodo de 8 h
para la germinacién, siguiendo las recomendaciones
establecidas por la International Seed Testing Association
(ISTA) para ensayos de germinacion en esta especie (ISTA
2020). En total se realizaron 72 rollos (unidades
experimentales) resultantes de dos cultivares, dos niveles de
infecciéon, seis condiciones salinas y tres bloques
(repeticiones en el tiempo).

Determinaciones

Se realizaron las siguientes determinaciones:

- Energia germinativa (%): a los 7 dias se abrieron los rollos y
se contaron las semillas germinadas. Las semillas se
consideraron germinadas cuando la radicula tenia una

longitud igual o mayor a 2 mm. La energia germinativa se
determiné como el porcentaje de semillas germinadas con
respecto al total de semillas sembradas.

- Poder germinativo (%): a los 14 dias se volvieron a abrir los
rollos y se contaron las semillas germinadas. En este
recuento, las semillas y plantulas se clasificaron en plantulas
normales (i.e. sistema radicular bien desarrollado vy
coledptilo intacto sin dafio), plantulas anormales (i.e.
pldntulas que no mostraron capacidad para continuar
desarrollandose debido a que son plantulas dafiadas, 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 infeccidn primaria), semillas frescas (i.e. semillas no
germinadas durante el ensayo, aunque permanecen en
estado latente con potencial para germinar y desarrollar una
plantula normal) y semillas muertas (i.e. semillas en
pudriciéon con presencia de moho), segln las reglas ISTA
(2020). El poder germinativo se determind como el cociente
de plantulas normales desarrolladas con respecto al total de
semillas sembradas.

- Longitud de coledptilo y radicula: a los 14 dias se midieron
la longitud de coledptilo y de radicula con una regla
milimetrada en una muestra aleatoria de 10 plantulas por
unidad experimental.

- Peso fresco de las plantulas: las mismas 10 plantulas en las
que se efectuaron las mediciones de longitud, fueron
pesadas en balanza analitica para obtener el peso fresco.

- indice de crecimiento relativo (ICR): se calculé utilizando la
longitud de radicula de los tratamientos salinos (LRS) y del

control (LRC), de acuerdo con la siguiente fdormula
(Alvarenga et al. 2007):
ICR LRS
" LRC
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Los valores de ICR entre 0 y 0,8 se clasifican como “inhibicidn
de la elongacién radicular”, los valores >0,8 y <1,2 como “sin
efecto significativo”, y los valores >1,2 como “estimulaciéon
de la elongacion radicular” (Alvarenga et al. 2007).

- Indice de germinacién (IG): se calculd utilizando el nimero
de semillas germinadas a los catorce dias (plantulas
normales) de los tratamientos salinos (SGS) y del control
(SGC) y la longitud de elongacién de la radicula, de acuerdo a
la siguiente férmula (Zucconi et al. 1981):

LRS SGS
16 (%) = 7pe % 56c

100

Se considerd que valores de IG inferiores al 80% indican
inhibicidon de la germinacién (Zucconi et al. 1981; Tiquia et
al. 1996).

- Viabilidad del enddfito en plantas jovenes: Se
seleccionaron al azar 15 plantulas de cada tratamiento y se
trasplantaron a bandejas plantineras conteniendo tierra:
enmienda organica (3:1 v/v). Las plantas se mantuvieron en
cultivo hasta alcanzar el estado de 2—3 macollos, momento
en el cual se evalud la viabilidad del endéfito (grow-out test).
Se seleccionaron 10 plantas y se determind la viabilidad del
endoéfito mediante la observacidon microscopica de hifas
entre las células parenquimaticas en las vainas de las hojas
mediante coloracion directa (Belanger 1996). Primeramente,
se extrajo cada planta de festuca alta de su respectiva celda,
manteniendo su identificaciéon. Luego, se raspd el tejido
parenquimdtico de los primeros 10 mm de la base de la
vaina sobre un portaobjeto. Se agregd colorante rosa de
bengala, se cubrié la muestra con el cubreobjeto y se
observd al microscopio odptico (400x). Se consideraron
macollos E+ aquellos que presentaron hifas del hongo
endofito entre las células parenquimaticas de la vaina foliar.

Analisis estadistico
Los efectos de los factores experimentales y sus
interacciones sobre las variables de respuesta se analizaron
mediante modelos lineales mixtos. Los modelos incluyeron
como efectos fijos el cultivar, el endofitico (E+ y E-) y la
concentracion de NaCl, asi como todas sus interacciones. El
bloque (tanda experimental) se incorporé como efecto
aleatorio para contemplar la variabilidad asociada a Ia
realizacién del experimento en tres tandas en la camara de
crecimiento, cada una de las cuales incluyé todas las
combinaciones de tratamientos.

La significancia de los efectos se evalué mediante ANOVA
y las comparaciones multiples entre medias se realizaron
mediante la prueba de la Minima Diferencia Significativa
(MDS, P < 0,05). Previamente, se verificd el cumplimiento de
los supuestos de normalidad de los residuales vy
homogeneidad de varianzas. El efecto del endéfito dentro

de cada cultivar se evalué mediante contrastes especificos.
Todos los analisis se realizaron utilizando el software R (R
Development Core Team 2021).

Resultados

Energia germinativa

La interaccidon entre los cultivares de festuca alta, el nivel de
enddfito AR584 y la condicidn salina no resultd significativa
(P > 0,05). Asimismo, las interacciones entre los cultivares de
festuca alta y la condicidn salina, y entre el nivel de enddfito
AR584 y la condicién salina, tampoco fueron significativas
(P >0,05). En cambio, se detectd una interaccion significativa
entre el cultivar de festuca alta y la presencia del endodfito
AR584 sobre la energia germinativa (P = 0,002), lo que indica
que el efecto de un factor dependid del nivel del otro. En el
cv. Taita, las semillas E- presentaron mayor energia
germinativa que las semillas E+, mientras que en el cw
Malma no se observaron diferencias en la energia
germinativa asociadas al nivel de endéfito. En el cv. Taita, la
presencia del enddéfito AR584 redujo la energia germinativa
=25% (Figura 1a). Asimismo, la energia germinativa fue
afectada por la condicion salina (P < 0,0001; Figura 1b). Los
tratamientos con 160 y 200 mM de NaCl presentaron los
menores valores de energia germinativa respecto del resto
de los tratamientos salinos, los cuales no difirieron entre si
(Figura 1b).

Poder germinativo

La interaccidn entre los cultivares de festuca alta, el nivel de
endoéfito AR584 y la condicidn salina no resultd significativa
(P > 0,05). Asimismo, las interacciones entre los cultivares de
festuca alta y la condicidn salina, y entre el nivel de enddfito
AR584 vy la condicion salina, tampoco fueron significativas
(P > 0,05). Sin embargo, el poder germinativo fue
influenciado por la interaccion entre los cultivares de festuca
alta y el nivel de endodfito AR584 (P = 0,004). En el cv. Taita,
las semillas E- presentaron mayores valores de poder
germinativo que las semillas E+, mientras que en el cw
Malma no se registraron diferencias en funcién del nivel de
enddfito (Figura 2a). La presencia del endofito AR584 en el
cv. Taita redujo el poder germinativo =25% (Figura 2a). Por
otra parte, el poder germinativo respondid
significativamente a la condicién salina (P < 0,0001; Figura
2b). Asi, el poder germinativo disminuyd progresivamente
con el incremento de la salinidad. Los tratamientos 0 y 40
mM de NaCl presentaron los mayores valores de poder
germinativo y no difirieron entre si, mientras que los
tratamientos 80 y 120 mM mostraron valores intermedios.
Por su parte, las concentraciones 160 y 200 mM de NaCl
presentaron los menores valores de poder germinativo, sin
diferencias entre ellas (Figura 2b).
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Figura 1. Energia germinativa (%, media * EE) de semillas de festuca alta en funcion del cultivar (Taita y Malma), con (E+) y sin (E-) endéfito
AR584 (a), y de la concentracion salina del medio (0, 40, 80, 120, 160 y 200 mM de NaCl) (b). Letras distintas indican diferencias
significativas entre medias de acuerdo con la prueba de MDS (a=0,05).

Figure 1. Germination energy (%, mean * SE) of tall fescue seeds as a function of cultivar (Taita and Malma), with (E+) and without (E-) the
endophyte AR584 (a), and of the salinity level of the medium (0, 40, 80, 120, 160 and 200 mM NaCl) (b). Different letters indicate significant
differences among means according to the LSD test (a = 0.05).
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Figura 2. (a) Poder germinativo (%, media + EE): de semillas de dos cultivares de festuca alta (Taita y Malma) segun el nivel de endéfito
AR584: libres (E-) e infectados (E+). Los valores corresponden al promedio de las seis condiciones salinas evaluadas. b) Poder germinativo
(%, media + EE) de semillas de festuca alta sometidas a seis condiciones salinas: 0, 40, 80, 120, 160 y 200 mM de NaCl. Los valores
corresponden al promedio de los dos cultivares evaluados y ambos niveles de infeccién de enddfito AR584. Letras iguales indican
diferencias no significativas segun la prueba de MDS (a=0,05).

Figure 2. (a) Germination capacity (%, mean + SE) of seeds from two tall fescue cultivars (Taita and Malma) according to the presence of the
endophyte AR584: with (E+) and without (E-) the endophyte. Values correspond to the average across the six salinity conditions evaluated.
(b) Germination capacity (%, mean + SE) of tall fescue seeds subjected to six salinity levels: 0, 40, 80, 120, 160, and 200 mM NaCl. Values
correspond to the average of both cultivars and both levels of endophyte presence (AR584). Means sharing the same letter are not
significantly different according to the LSD test (a = 0.05).

Longitud de radicula Longitud de coledptilo

Se observé una interaccion significativa entre los cultivares
de festuca alta, la presencia del enddfito AR584 vy la
condicidn salina sobre la longitud de radicula (P = 0,005). El
analisis del efecto del endodfito dentro de cada cultivar y
condicion salina, indicd que la presencia del endéfito redujo
la longitud de radicula de las plantulas del cv. Taita =33%,
=24% y =18% en los tratamientos 0, 40 y 120 mM de NaCl,
respectivamente (Figura 3).

Se observé una interaccidn significativa entre los cultivares
de festuca alta, la presencia del enddfito AR584 vy Ia
condicidn salina sobre la longitud del coledptilo (P = 0,0003).
En el cv. Taita, la presencia del enddfito redujo la longitud de
coledptilo de las plantulas en la mayoria de las condiciones
salinas evaluadas, excepto en 200 mM de NaCl, donde no se
registraron diferencias entre niveles de endéfito
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(Figura 4). En el cv. Malma, la presencia del endofito
incrementd la longitud del coledptilo de las plantulas en el
tratamiento 40 mM de NaCl, mientras que la redujo en los
tratamientos 0 y 200 mM de NaCl (Figura 4).

Peso fresco de pldntulas

Se observé una interaccion significativa entre los cultivares
de festuca alta, la presencia del enddéfito AR584 y la
condicion salina sobre el peso fresco de las plantulas (P =
0,046). En el cv. Taita, la presencia del enddfito redujo el
peso fresco de las plantulas =19% y =28% en los
tratamientos 0 y 120 mM de NaCl, respectivamente (Figura
5). En el cv. Malma, el enddfito disminuyd el peso fresco de
las plantulas =24% en el tratamiento 200 mM de NacCl (Figura
5).

indice de crecimiento relativo e indice de germinacion
La interacciéon entre los cultivares de festuca alta, el nivel de
endoéfito AR584 y la condicidn salina no resultd significativa

(P > 0,05) para el indice de crecimiento relativo (ICR) ni para
el indice de germinacion (IG). Asimismo, las interacciones
entre los cultivares y la condicién salina, y entre el nivel de
endodfito AR584 y la condicion salina, tampoco fueron
significativas (P > 0,05) para ambas variables. Sin embargo, la
condicidn salina ejercié un efecto principal significativo sobre
el ICR (P=0,004)y el IG (P <0,0001).

Para el ICR, los mayores valores se registraron en los
tratamientos de 40 y 80 mM de NaCl, sin diferencias
significativas entre ellos ni respecto al tratamiento de 120
mM (Tabla 2). Los tratamientos de 160 y 200 mM
presentaron los menores valores, aunque tampoco difirieron
significativamente del tratamiento de 120 mM, que mostrd
una respuesta intermedia (Tabla 2). De acuerdo con la escala
propuesta por Alvarenga et al. (2007), Unicamente el
tratamiento de 200 mM presentd valores de ICR inferiores a
0,8 (Tabla 2), indicando inhibicién de la elongacidn radicular.

8
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Figura 3. Longitud de radicula (cm, media + EE) de pladntulas de dos cultivares de festuca alta: Taita (T) y Malma (M) segun el nivel de
endofito AR584: libres (E-) e infectados (E+), sometidas a seis condiciones salinas (0, 40, 80, 120, 160 y 200 mM de NaCl). Letras iguales
indican diferencias no significativas entre niveles de endéfito dentro de cada cultivar y condicion salina, segun la prueba de MDS (a=0,05).

Figure 3. Radicle length (cm, mean * SE) of seedlings from two tall fescue cultivars: Taita (T) and Malma (M), according to the presence of
the endophyte AR584: with (E+) and without (E-) the endophyte, subjected to six salinity levels (0, 40, 80, 120, 160, and 200 mM NaCl).
Letters indicate non-significant differences between endophyte levels within each cultivar and salinity condition, according to the LSD test (o

=0.05).

En cuanto al IG, el tratamiento de 40 mM presenté el
mayor valor y difirié significativamente del resto de los
tratamientos (Tabla 2). Los tratamientos de 80 y 120 mM
mostraron valores intermedios y no difirieron entre si,
mientras que los tratamientos de 160 y 200 mM registraron
los menores valores, sin diferencias significativas entre ellos
(Tabla 2). Considerando el criterio de Zucconi et al. (1981) y
de Tiquia et al. (1996), donde los valores de IG inferiores al
80 % indican inhibicién de la germinacién, los tratamientos
de 120, 160 y 200 mM evidenciaron inhibicién de este
proceso.

Viabilidad del enddfito

La evaluacidn de viabilidad del endéfito realizada mediante
grow-out test confirmd la persistencia de la infeccion
endofitica en las plantas provenientes de materiales

infectados (E+), registrandose la presencia de hifas en el 100
% de las plantas evaluadas. Por el contrario, no se
detectaron hifas en las plantas provenientes de materiales
libres de enddfito (E-), independientemente del cultivar.

Discusion

La respuesta de las gramineas a la salinidad es altamente
variable y depende tanto del genotipo como del ambiente y
de las interacciones bidticas asociadas (Ruiz y Terenti 2012).
En este estudio, el incremento de la salinidad redujo la
germinacion y el crecimiento inicial de festuca alta, mientras
que los efectos del endéfito no téxico AR584 variaron segin
el cultivar. En conjunto, los resultados evidencian que la
respuesta temprana al estrés salino esta condicionada por la
interaccion entre el genotipo hospedante, el estado
endofitico y el ambiente.
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Las altas concentraciones de NaCl redujeron
significativamente la energia y el poder germinativo, con los
menores valores en 160 y 200 mM. Los indices integradores
respaldaron esta respuesta: el 1G indicé inhibicion de la
germinacion a partir de 120 mM, mientras que el ICR
evidencid inhibicidon de la elongacion radicular Unicamente a
200 mM. En conjunto, estos resultados sugieren que la
germinacion fue mds sensible al estrés salino que el
crecimiento radicular inicial, que se mantuvo proximo al
rango considerado sin  efecto significativo hasta
concentraciones mas elevadas de NaCl. Esta respuesta
coincide con antecedentes en festuca alta y otras gramineas
forrajeras, donde el incremento de la salinidad reduce
progresivamente la germinacidon y el crecimiento inicial
(Kusvuran et al. 2014; Safdar et al. 2019; Soto et al. 2022;
Thomas et al. 2022). La reduccién de la germinacién puede
atribuirse a las limitaciones en la absorcion de agua
impuestas por el bajo potencial hidrico del medio salino, que
interfieren con procesos metabdlicos clave, como la
activacion enzimatica y la movilizacién de reservas (Wu et al.
2015; Morales et al. 2017).

Tabla 2. indice de crecimiento relativo (ICR) e indice de germinacién
(IG) de semillas de dos cultivares de festuca alta (Taita y Malma),
con y sin infeccidn por el endéfito AR584, sometidas a distintas
condiciones salinas de NaCl (40, 80, 120, 160 y 200 mM). Dado que
Unicamente la salinidad tuvo un efecto significativo sobre las
variables evaluadas, se presentan los valores promedio para cada
condicién salina. Los valores corresponden a medias + desviacion
estandar. Letras distintas dentro de una misma columna indican
diferencias significativas entre tratamientos salinos segun la prueba
de Tukey (P < 0,05).

Table 2. Relative growth index (RGI) and germination index (Gl) of
tall fescue seeds from two cultivars (Taita and Malma), with and
without AR584 endophyte infection, subjected to different NaCl
salinity levels (40, 80, 120, 160, and 200 mM). As salinity was the
only factor with a significant effect on the evaluated variables, data
are presented as means for each salinity level. Values are expressed
as mean + standard deviation. Different letters within a column
indicate significant differences among salinity treatments according
to Tukey’s test (P < 0.05).

Condicion salina

(mM Nacl) ICR 1G (%)
40 1,05+0,28 a 109,80+10,23 a
80 1,0840,20 a 84,24+11,93 b
120 0,95+0,20ab  79,70+13,53 b
160 0,8410,16 b 50,97+7,89 ¢
200 0,7610,21 b 35,47+12,95 ¢

Ademds de los efectos directos de la salinidad, la
presencia del endoéfito no toxico AR584 influyé de manera
diferencial sobre la germinacion y el crecimiento inicial,
dependiendo del cultivar. En el cv. Taita, la asociacion con el
endodfito redujo =25% tanto la energia como el poder
germinativo, independientemente de la condicién salina, y
también disminuyd la longitud de la radicula, la longitud del
coledptilo y el peso fresco de las plantulas en determinadas
concentraciones de NaCl. En conjunto con resultados previos
en festuca alta, que compararon la germinaciéon en los
cultivares Taita e INIA Aurora con y sin AR584 (Riveira Rubin
et al. 2022), los resultados aqui obtenidos sugieren que, en

este cultivar, la simbiosis con el enddfito AR584 implica un
costo fisiologico durante las etapas iniciales del desarrollo,
particularmente bajo condiciones de estrés. Este costo
podria estar asociado a la demanda metabdlica del enddfito
sobre la semilla y la plantula en un momento critico, en el
que los recursos disponibles son limitados. En contraste, en
el cv. Malma la germinacion fue similar entre E+ o E-, pero
varid en las caracteristicas de crecimiento medidas segun la
salinidad, donde mostré un efecto negativo del endéfito en
el control (0 mM) y en 200 mM, y positivo sélo en 40 mM
(en longitud del coledptilo). Este resultado es
particularmente relevante, ya que indica que, bajo niveles
moderados de salinidad, la asociacion endofitica puede
conferir ventajas funcionales especificas, aun cuando no se
reflejen en mejoras generalizadas del crecimiento o de la
germinacion.

La mayor longitud del coledptilo observada en el cv.
Malma E+ bajo salinidad moderada podria tener implicancias
adaptativas durante la implantacién del cultivo. En suelos
salinos, donde la concentracién de sales puede ser mayor en
los primeros centimetros del perfil, un mayor desarrollo del
coledptilo podria contribuir a una emergencia mas rdpida de
las plantulas y a una menor exposicion del embridn a
condiciones osmadticamente desfavorables (Francois y Maas
1993; Munns y Tester 2008).

Las diferencias observadas entre cultivares,
independientemente del nivel de endéfito AR584, refuerzan
la existencia de una marcada variabilidad genética en la
respuesta a la salinidad en festuca alta. En este contexto,
observaciones previas del grupo de trabajo indican que el cv.
Malma presenta una elevada eficiencia de colonizacién por
el enddfito AR584, con mayor presencia y concentraciéon de
hifas en semillas y tejidos vegetativos. No obstante, esta
mayor colonizacion no se tradujo en una respuesta
consistente en las variables analizadas bajo las condiciones
de este estudio. Esto sugiere que los mecanismos de
tolerancia a la salinidad estdn fuertemente condicionados
por el genotipo y que la presencia del endodfito puede
modificar, amplificar o atenuar dichas respuestas segun el
contexto ambiental. Asimismo, las diferencias entre
cultivares pueden estar asociadas a su origen vy
mejoramiento. El cv. Malma fue desarrollado dentro de una
linea de mejoramiento orientada a la adaptacion vy
persistencia en ambientes complejos, caracterizada por una
elevada densidad de macollos y plasticidad frente a
diferentes condiciones edaficas, mientras que el cv. Taita fue
seleccionado por su alta produccion y estabilidad productiva
a lo largo del afio (Gentos 2025). Estas diferencias podrian
contribuir a explicar las respuestas contrastantes observadas
frente al estrés salino durante las etapas iniciales del
desarrollo.

Los antecedentes bibliograficos reportan efectos
contrastantes de los enddfitos del género Epichloé sobre la
tolerancia a la salinidad. Mientras que algunos estudios han
mostrado beneficios de la asociaciéon endofitica bajo altas
concentraciones de NaCl, como incrementos en la
germinacion y el crecimiento inicial (Song et al. 2015; Wang
et al. 2020), otros trabajos no han encontrado diferencias
significativas entre plantas infectadas y no infectadas (Soto
et al. 2022). En conjunto con nuestros resultados, esta
variabilidad sugiere que los efectos del enddfito sobre la
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del hospedante, el endéfito y las condiciones ambientales
(Thomas et al. 2022).

tolerancia a la salinidad no son universales, sino que
dependen de combinaciones especificas entre el genotipo
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Figura 4. Longitud de coledptilo (cm, media + EE) de plantulas de dos cultivares de festuca alta: Taita (T) y Malma (M) segun el nivel de
endofito AR584: libres (E-) e infectados (E+), sometidas a seis condiciones salinas (0, 40, 80, 120, 160 y 200 mM de NaCl). Letras iguales
indican diferencias no significativas entre niveles de enddfito dentro de cada cultivar y condicion salina, segun la prueba de MDS (a=0,05).
Figure 4. Coleoptile length (cm, mean + SE) of seedlings from two tall fescue cultivars: Taita (T) and Malma (M), according to the presence
of the endophyte AR584: with (E+) and without (E-) the endophyte, subjected to six salinity levels (0, 40, 80, 120, 160, and 200 mM NaCl).
Letters indicate non-significant differences between endophyte levels within each cultivar and salinity condition, according to the LSD test
(o =0.05).
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Figura 5. Peso fresco (g/10 plantulas, media * EE) de plantulas de dos cultivares de festuca alta Taita (T) y Malma (M) segun el nivel de
endofito AR584: libres (E-) e infectados (E+), sometidas a seis condiciones salinas (0, 40, 80, 120, 160 y 200 mM de NacCl). Letras iguales
indican diferencias no significativas entre niveles de endéfito dentro de cada cultivar y condicion salina, segun la prueba de MDS (a=0,05).
Figure 5. Fresh weight (g/10 seedlings, mean + SE) of seedlings from two tall fescue cultivars: Taita (T) and Malma (M), according to the
presence of the endophyte AR584: with (E+) and without (E-) the endophyte, subjected to six salinity levels (0, 40, 80, 120, 160, and 200
mM NaCl). Letters indicate non-significant differences between endophyte levels within each cultivar and salinity condition, according to the
LSD test (a = 0.05).

Desde una perspectiva fisioldgica, se ha propuesto que
los enddfitos pueden contribuir a la tolerancia al estrés
salino mediante la regulacién del balance idnico,
particularmente a través del mantenimiento de una relacién
K*/Na* favorable (Reza Sabzalian y Mirlohi 2010). Asimismo,
la mayor tolerancia a la salinidad en plantas infectadas
podria vincularse con la capacidad del enddfito para
disminuir, bajo estrés, la acumulacion de osmolitos que
restringen el crecimiento (Munns y Tester 2008) y para
reducir la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Rodriguez et al. 2002). Estos mecanismos fisioldgicos
incluyen el ajuste osmético y la regulacién del balance idnico
y del estrés oxidativo (Bohnert et al. 1995; Rodriguez et al.

2002; Wang et al. 2003). En cualquier caso, los mecanismos
mediante los cuales los enddfitos incrementan la tolerancia
al estrés son complejos y dependen tanto de la genética del
hospedante y del propio enddéfito como de las condiciones
ambientales y sus interacciones (Davitt et al. 2010).

Desde una perspectiva agrondmica, estos resultados
aportan informacion relevante para la implantacion de
pasturas de festuca alta en ambientes afectados por
salinidad, una problematica creciente en la Region
Pampeana y en otros sistemas ganaderos de clima templado
(Lavado y Taboada 1987; Lavado 2008; Luquez et al. 2023).
La marcada reduccidn de la germinacion y del crecimiento
inicial a concentraciones elevadas de NaCl indica que la
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etapa de implantacién constituye una etapa critica para el
establecimiento de la especie, independientemente del
cultivar o del nivel de endéfito. En este contexto, la seleccidon
de cultivares con mayor tolerancia en etapas tempranasy la
evaluacion cuidadosa del uso de enddfitos no toxicos en
funcion del genotipo hospedante resultan claves para
maximizar la persistencia y productividad de las pasturas en
suelos con salinidad creciente. Finalmente, en el contexto
del cambio climatico, donde se prevé un aumento en la
frecuencia y extension de suelos afectados por salinidad
(IPCC 2023), sera necesario profundizar estos estudios en
condiciones de campo y en etapas de desarrollo mas
avanzadas, incorporando un mayor numero de cultivares y
variables productivas que permitan evaluar el potencial de la
simbiosis endofitica en ambientes salinos.

En conclusion, bajo nuestras condiciones experimentales,
la salinidad redujo significativamente la germinacion y el
crecimiento inicial de festuca alta, particularmente a
concentraciones elevadas de NaCl (i.e. 2160 mM), lo que
confirma la alta sensibilidad de la etapa de implantacion al
estrés salino. La respuesta varido entre cultivares, lo que
evidencia una marcada variabilidad genética en la tolerancia
a la salinidad durante los estadios tempranos del desarrollo.
En ambos genotipos, la simbiosis redujo significativamente
la longitud del coledptilo en condiciones control (0 mM),
evidenciando un costo del enddfito en ausencia de estrés
salino. En el cv. Taita, ademds, se vincul6 a un menor
desempefio germinativo y de crecimiento inicial general,
mientras que en el cv. Malma se observaron respuestas
dependientes del ambiente. En este ultimo, el enddfito
promovié un aumento de la longitud del coledptilo bajo
salinidad moderada, pero redujo este rasgo tanto en
condiciones de control como de salinidad maxima,
sugiriendo una modulacién del balance costo—beneficio de la
simbiosis en funcion del nivel de estrés. En conjunto, los
resultados indican que el uso de cultivares inoculados con
endofitos no téxicos AR584 debe evaluarse en funcién del
genotipo hospedante y de las condiciones del suelo antes de
su adopcion en sistemas productivos.
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