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Propiedades emergentes de la presencia simultdnea dimbiontes especificos de
gramineas y leguminosas

RESUMEN

La mayoria de los organismos posee al menos unaitebque afecta su relacion con
el ambiente con consecuencias para la estructaldupcionamiento de la comunidad.
Los simbiontes de plantas incrementan su crecimiahprotegerlas contra herbivoros
(p.€j.: hongos enddfitos asexuales de pastospaeerles de nutrientes (p.ej. bacterias
fijadoras de nitrogeno de leguminosas). El objetjemeral de esta tesis fue detectar
vias por las cuales la presencia simultanea déiglms de simbiontes puede modular la
relacion entre plantas y sus consecuencias solneesws clave del ecosistema. La
hipotesis fue que la interaccion entre simbiontsega beneficios tanto a las plantas
hospedantes como no-hospedantes vecinas que fexiarecsu coexistencia. Se
desarrolld6 una serie de experimentos en los quaaepuld la presencia del hongo
endofito Epichloé occultansen Lolium multiflorum y de rizobios Rhizobium
leguminosarum bv trifoljien la leguminosdarifolium repens Se evalud la capacidad de
los simbiontes de modificar la relacién entre hdspées y no-hospedantes al afectar
los intermediarios mas importantes involucrados =n interaccién: nutrientes,
herbivoros y otros simbiontes. Se demostré queetadfitos y los rizobios afectan
interactivamente la herbivoria de sus hospedaAsmas, los cambios en el suelo
inducidos por el endofito incrementaron el crecimtoey la adquisicion de nutrientes de
la leguminosa en condiciones de baja disponibilided rizobios. Dado que cada
simbionte solo afect6 el crecimiento y la adqusicde nitrégeno de su hospedante, la
presencia de ambos gener¢6 efectos aditivos ennésntie captura total de nitrégeno y
productividad primaria neta. En conclusion, la presa simultanea de simbiontes en
distintos hospedantes indujo multiples cambios leaméiente aéreo y subterraneo y
propiedades emergentes que contribuyeron a los msevas de facilitacion y
complementariedad en el uso de los recursos gedatas.

Palabras clave:

Epichloé occultans Rhizobium leguminosarumsimbiosis — rizobios — endofitos —
mutualistas — coexistencia de plantas — funcionatmidel ecosistema.
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Emergent properties from the simultaneous presencef grasses and legumes
specific symbionts

ABSTRACT

Most organisms have at least one symbiont thatctafféheir relationship with the
environment with consequences for the structure fandtioning of the community.
Plant symbionts increase hosts growth by protedhieg from herbivores (e.g.: asexual
fungal endophytes of grasses) or by providing eatd (e.g. nitrogen-fixing bacteria of
legumes). The objective of this thesis was to ifignpathways by which the
simultaneous presence of two types of symbionts mmglulate the relationship
between plants and their consequences on key g¢eospsocesses. It was hypothesized
that the interaction between symbionts generatasefite to both the host and
neighboring non-host plants that would promotertileeexistence. It was developed a
series of experiments in which the presence ofuihgal endophyte Epichloé occultans
in Lolium multiflorumand rhizobiaRhizobium leguminosarum bv trifglin the legume
Trifolium repenswas manipulated. It was evaluated the ability ohisipnts to modify
the relationship between host and non-host to faffex most important intermediates
involved in their interaction (i.e. nutrients, hendres and other symbionts) were
evaluated. The results demonstrate that endoplandsrhizobia interactively affect
herbivory on their hosts. In addition, changesaihisduced by the endophyte increased
growth and nutrient acquisition of the legume unider availability of rhizobia. Since
each symbiont affected only the growth and nitrogeguisition of its host, the presence
of both symbionts generated additive effects im&epf total catch of nitrogen and net
primary productivity. In conclusion, the simultatsgresence of symbionts in different
hosts induce multiple changes in aboveground amndoeground components and
emergent properties that contributed to the meshasi of facilitation and
complementarity in the use of plant resources.

Keywords:

Epichloé occultans— Rhizobium leguminosarum- symbiosis — rhizobia —
endophytes — mutualisms — plant coexistence — stasyfunctioning
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1.1 — Interacciones entre plantas

Las interacciones ecolégicas entre distintas especbnstituyen un fenémeno
ampliamente extendido en la naturaleza, y de grgoitancia dado que su resultado
afecta la abundancia, distribucion y evolucion @ dspecies involucradas (Chaptn
al. 1997, Thompson 2005, Agrawat al. 2007). La convivencia influye positiva o
negativamente en la forma que crece la poblaciécada una de las especies presentes
en una comunidad. Practicamente todas las pobksionacro y microscopicas, aéreas
0 subterraneas, se relacionan de algin modo cas, @ior lo tanto es necesario conocer
tanto el resultado de la interacciéon entre dissimtomponentes del ecosistema como los
mecanismos involucrados (Abrams 1987, Agraetall.2007).

Las poblaciones interactian cuando las accionespegulades de individuos de una
poblacion resultan en un cambio en las caracteastie otra poblacion (Abrams 1987).
Cada interaccion es Unica, sin embargo, las dedimés y clasificaciones resumen
propiedades comunes de un grupo de interaccioredagudistinguen de otro tipo de
interacciones. Existen dos métodos ampliamentézadibs para definir y clasificar
interacciones entre dos poblaciones (Abrams 19BI7primero utiliza elefecto que
cada especie produce sobre la otra para defitipeetle interaccion. De esta forma, por
ejemplo, se considera que una interaccion dondeasrebpecies se benefician es un
“mutualismo”.El segundo método para describir las interacciené® dos poblaciones
es a través de lamecanismospor los cuales las especies interactian, y depende
parte de los niveles tréficos a los que pertendosnorganismos involucrados. Asi,
“depredacion”, por ejemplo, puede ser definida cama interaccion en la cual un
organismo consume a otro, pero cuando éste consuai® parcialmente a una planta
se denomina “herbivoria”. A su vez, “competencia @xplotacion”, segun el método
mecanistico, puede definirse como una interacaidla gue dos poblaciones afectan el
consumo de recursos de uso comun (Abrams 1987Qusulas ventajas de uno u otro
método dependen del objetivo particular, es neimesaconocer cuando se habla del
mecanismo y cuando del efecto de una interaccitie dns poblaciones.

Las interacciones entre plantas al condicionaoé&xistencia de distintas poblaciones
vegetales ocupan un papel central como fuerzasdeterminan la estructura y el
funcionamiento de los ecosistemas terrestres dadagnstituyen la base de las redes
troficas (Polis 1999). Las poblaciones de plantateractian a través de un
intermediario (Goldberg 1990), también llamado “&nbe” (Harper 1977). Este sufre
cambios ocasionados por la presencia de una piaeta su vez altera el crecimiento o
el desarrollo de otra planta y de ella misma (Eid). Estos cambios en el ambiente
pueden ser debido a una “sustraccion” como lo goerre tipicamente en la
competencia por explotacion por el consumo de sesuo a una “adicion” por ejemplo
a través de una sustancia quimica que genera allopEntre los distintos
intermediarios abibticos o bidticos que constitugeambiente los mas comunes son los
recursos, los organismos antagonistas como hedsivparasitos o patdgenos y los
organismos benéficos como polinizadores o simbgofiay. 1.1). Tanto la existencia de
recursos limitantes que deriven en competencia danpoesencia de otros organismos



benéficos y antagonicos determinaran las distiMias de interaccion entre dos
poblaciones de plantas y su resultado.

Figura 1.1: Interaccion entre plantas segin el modelo de efecto y repuesta de Goldberg (1990)
donde los intermediarios pueden ser recursos, toxinas o aleloquimicos, y organismos
antagonistas o benéficos.

Histéricamente la competencia por explotacién da gropuesta como la principal
interaccion entre plantas, moduladora de las codaaleis vegetales. Dos poblaciones
compiten por los recursos escasos pudiendo desamaradn la exclusion competitiva
de la poblacion menos habil (Grace y Tilman 19 embargo, recientemente ha
incrementado el interés en estudiar los mecanigmoks cuales las especies vegetales
coexisten. La “complementariedad” y la “facilitagiéGson dos tipos de mecanismos, no
excluyentes, que permiten la coexistencia de dastinespecies en una misma
comunidad (Figura 1.2) (Hectoet al. 1999, Loreau y Hector 2001). La
complementariedad estipula que un uso complementario de los recursdgce la
competencia por explotacion permitiendo una maglguasicion de las mismos (Tilman
et al. 2001). Este mecanismo se basa en que un mismesoebmitante se puede
obtener de fuentes espacialmente distintas (pbejoreion de nutrientes a distintas
profundidades), temporalmente distintas (p.ej.pdedodos de maxima demanda de un
recurso ubicados en distintas momentos del ciclocieimiento) o proceder de
distintos tipos de reservorios (p.ej. nitrégeno af@rico vs. nitrégeno mineral). Por
otro lado, lafacilitacion involucra interacciones positivas entre plantas goerren



cuando la presencia de una planta incrementa eilnuento, la supervivencia o la
reproduccién de otra planta (Callaway 1995). Ldifacién puede considerarse directa
cuando los efectos benéficos de un individuo sadreotro se dan a través de
intermediarios abidticos, por ejemplo, incrementara disponibilidad de recursos
limitantes o reduciendo el efecto de un agentesti®® abidtico. Alternativamente, la
facilitacion es indirecta cuando involucra cambes el ambiente bidtico, es decir,
modifica los efectos de organismos potencialmentaganistas (p.ej. competidores,
patdgenos, parasitos, herbivoros) o benéficos. (pagterias del suelo, simbiontes,
polinizadores, Callaway 1995). Estos dos mecanisubgacen en la relacion positiva
observada entre biodiversidad y procesos del deasas(Loreawet al. 2001)

Complementariedad

Efecto

g ajuen4

Facilitacion

Figura 1.2: Mecanismos de coexistencia entre dos plantas (Hector et al. 1999) utilizando el
modelo de efectos y respuesta. La flecha méas gruesa indica el sentido de la facilitacion.

1.2 — Interacciones positivas entre plantas y micavganismos

A pesar de que histéricamente ha existido un sdsgma el estudio de las
interacciones con efectos negativos en alguna @dblacomo la competencia y la
depredacion, actualmente se reconoce que lasaedcen las que ambas se benefician
(i.e. los mutualismos) también afectan de manegaifgiativa la estructura de las
comunidades y el funcionamiento de los ecosistgiBemnstein 1994, Agrawatt al.
2007, Douglas 2010, Kothamast al. 2010). El mecanismo en que se basan estas
asociaciones mutualistas involucra la modificacitinlos habitats, la adquisicién de
recursos, la dispersion y la proteccion contra goridores (Bronstein 1994, Douglas



2010). De esta forma el mutualismo aumenta el égpooductivo de ambos socios, por
lo cual la desaparicion de uno de ellos puede ocasila pérdida del otro (Bronstein
1994). Como resultado, este tipo de interaccionesd@ aumentar la diversidad y
afectar la organizacion de las comunidades (Kotsagtal. 2010).

Dentro de los mutualismos, las simbiosis constituye grupo de interacciones con
caracteristicas particulares (Douglas 2010). Estcion puede ser definida como un
mutualismo persistenteuna relacion donde ambos participantes (i.e. duemmpe vy
simbionte) se encuentran en estrecho y permanentaato (Douglas 2010). A escala
de tiempo ontogénico los efectos de un integrastieessu socio dependen del contexto,
pudiendo incluso resultar negativos (Thetllal. 2007, Cheplick y Faeth 2009, Gundel
et al. 2012). Sin embargo a mayores escalas, la simhiesidta positiva para el éxito
reproductivo de ambos integrantes ya que de otrenaola relacion no seria
evolutivamente estable (Denison 2000, Kierral. 2003, 2011, Kiers y van der Heijden
2006, Thrallet al. 2007, Gundeét al. 2008, 2012, Kothamasit al. 2010, Sachst al.
2010).

Los microorganismos simbiontes de plantas puedealasificados en protectores y
proveedores, segun la funcion principal en su himmpe (Thrallet al. 2007). Los
simbiontes protectores son aquellos que la protegatra el ataque de herbivoros,
parasitos y patogenos (White y Torres 2010). Rempjo, loshongos endofitos aéreos
son simbiontegxclusivosde gramineas que les otorgan protecciéon contrtagua de
diversos grupos de herbivoros (Clay y Schardl 2002)s microorganismos
proveedores, en cambio, son aquellos que le otaagsun hospedante la capacidad de
obtener recursos escasos o0 inaccesibles (DouglE3, Kbthamasiet al. 2010). Por
ejemplo, lashacterias fijadoras de nitrégeng trasforman el nitrdgeno atmosférico en
nitrogeno mineral que puede ser aprovechado pas é8prent 2007). Otros simbiontes
proveedores son los hongos formadoresmamrrizas: hongos del suelque establecen
asociaciones con las raices de las plantas y hagsiran nutrientes, principalmente
fésforo (Johnsowet al. 1997).

La presencia de microorganismos simbiontes endasunidades terrestres genera
multiples cambios en su entorno. En principio, csideionte afecta la forma en que su
hospedante se relaciona con el ambiente ya seavéstrde su funcién principal
(proveedores o protectores) (Douglas 2010) o des@fectos que su presencia induce
en el hospedante lo que se conoce como multifuatdad (Newshanet al. 1995). A
partir de ellos, los simbiontes pueden generar asrénm las relaciones de competencia
de las plantas y de esta forma aumentar su éxipoodactivo, permitiendo la
coexistencia de especies competidoras, o el desplamto a los individuos no-
simbidticos (Kothamagt al. 2010). Ademas, los efectos que los simbiontesrgaren
sus hospedantes pueden desencadenar cambios aesnayeeles de organizacion
afectando la estructura y funcionamiento de conaded y ecosistemas (van der
Hiejdenet al. 1998, Omacinet al. 2005, van der Heijden y Wagg 2013).



1.3 — La simbiosis pasto — enddfito, una simbiogie proteccion

Una simbiosis ampliamente distribuida en los etesias terrestres es la que
establecen pastos de la familia de las gramirie@ecé€ag con hongos enddfitos aéreos
del génerdepichloé (anteriormentéNeotyphodium (Ascomycetes: Clavipitacea€jay
et al. 1993, Clay y Schardl 2002, Leuchtmaeinal. 2014). Estos hongos habitan los
tejidos aéreos de alrededor del 20 — 30 % de lamigeas (Leuchtmann 1992). En
Argentina, aproximadamente 35 especies nativas rdmigeas estan naturalmente
asociadas con las formas asexuales de estos esdaéteos (lannonet al. 2011).
Ademas, las gramineas exoticas de importancia égnoa Schenodorus phoenix
(festuca alta)l.olium perenndryegrass perenne)lylium multiflorum(ryegrass anual)
usualmente hospedan estos hongos enddfitos y serdgren en proporciones variables
en comunidades herbaceas de Argentina y el munalme(® 2005, Gundet al. 2009).

La simbiosis pasto-endofito es considerada commutualismo defensivo debido a
gue los beneficios atribuidos a la presencia dehghoen la planta se basan
principalmente en defensas contra la herbivoriay€t al. 1993). El hongo induce la
produccion de alcaloides que se consideran respl@ssde la resistencia al ataque de
distintos herbivoros desde insectos a mamifergerdkendo del genotipo del hongo y
del hospedante (Bust al. 1997, Clay y Scharld 2002, Faeth 2002).LEperenney S.
phoenix la presencia de endofitos induce la produccioraldaloides que producen
intoxicaciones en el ganado doméstico y disminuggcadamente la preferencia de
estos pastos. En cambio, enmultiflorumno se ha detectado que este hongo genere
toxicidad al ganado (Gundet al. 2009, Shibaet al. 2011) aunque si se ha demostrado
que protege contra el ataque de ciertas especiessdetos (Omacinet al. 2001).
Aunque la produccion de alcaloides se ha considecatho responsable de los efectos
observados en las plantas, otros mecanismos poestan involucrados en la defensa
contra la herbivoria. Por ejemplo, las plantas iaslas a endofitos inducen cambios en
la produccion de compuestos volatiles (iel. 2001) que podrian estar involucrados
en la proteccion observada aunque nunca se haaeealliet al. 2014)

Ademas de la funcion protectora del simbionte, dentas en simbiosis con
endofitos usualmente muestran mayor toleranciaferetites situaciones de estrés
abidtico (Malinowski y Belesky 2000, Clay y Schagfdl02, White y Torres 2010). Por
ejemplo, se ha encontrado que la tolerancia a aezgumayor en plantas en simbiosis
con el endofito, probablemente a través de indéuiel cierre estomatico (Malinowski y
Belesky 2000). Por otro lado, también se obser@lgyresencia del enddfito aumenta
la absorcion de nutrientes (Malinowski y Beleskyp)@0Beleskyet al. 2008), lo que
podria deberse a cambios en la morfologia de réhabnowski y Belesky 2000 ) o
cambios que ocurren en los procesos microbianossdelo relacionados con la
disponibilizacion de nutrientes (Franzluebbetsal. 1999, Omaciniet al. 2004, 2012,
Franzluebbers 2006, Bowatéal. 2011, Casast al. 2011, Igbakt al.2013). De todas
formas, ya sea a través de su efecto protectoracdwmirbivoros o a través de otros
efectos sobre el hospedante, la simbiosis genenédmesulta en un aumento en la
habilidad competitiva de la planta, pudiendo aumrenéu crecimiento y/o su
reproduccién (Clay 1990, Clast al. 1993, Malinowski y Belesky 2000, Clay y Schardl
2002).



F|gura 1. 3 Hlfas deI hongo endéfito E. occultans en semillas de L multn‘lorum Observacion
microscoépica x200. Foto: Mirta Rabadan.

Para el enddfito, el beneficio radica en que elgkesprovee nutricion, proteccion y
dispersion (Clayet al. 1993, Clay y Schardl 2002). Estos hongos son adexty su
transmision es exclusivamente vertical es deciraaéts de la semilla del pasto
hospedante. Hasta el momento no se ha documentactintagio entre plantas. El
hongo se hospeda y crece intercelularmente enda @ las laminas y en semillas
dando como resultado una colonizacion sistémicsint@natica (Clay y Schardl 2002,
Fig. 1.3). Cuando la semilla germina, las hifascatlas en los espacios intercelulares
del embrién colonizan los primordios foliares ydstribuyen por los tejidos aéreos.
Las hifas crecen durante la estacion de crecimiggitbospedante y luego colonizan los
ovulos en crecimiento para alojarse en la sengjlie, constituye la unidad de dispersion
del hongo y de la planta. Una vez alcanzada lallgerau persistencia depende de su
habilidad por mantenerse vivo durante la etaparsdimide este modo, el hongo sélo se
transmite a la descendencia a través de la sedelléa planta hospedante (Clay y
Scharld 2002, Gundet al. 2008, 2009).

Debido a la transmision exclusivamente vertical eeti6fito, la estabilidad del
mutualismo esta determinada por la relacién pasigatre el éxito reproductivo de
ambos integrantes: cuanto mayor sea la cantidadsemeillas que produzca el
hospedante, mayor serd la nueva cantidad de pakesmichospedantes del hongo
(Gundelet al. 2008, 2011). Algunos estudios experimentales f@anodtrado que en
determinadas condiciones ambientales altamentesastes para algunas especies
nativas de Norteamérica, el hongo puede resultaosto para la planta y disminuir su
crecimiento y reproduccion en comparacion con pkmto simbidticagFaethet al.
2004, Faeth y Cheplick 2009). Sin embargo, debida astrecha relacion entre la
aptitud ecoldgica del hongo y de la planta, dissninodelos han demostrado que el



resultado de la interaccion debe ser mutualistadRa al. 1997, Gundekt al. 2008).
Ademas, la transmision del hongo no es perfecta filantas simbidticas pueden
producir semillas simbidticas 0 no simbiéticas) s/ variable entre genotipos y en
distintos contextos ecoldgicos (Gunasl al. 2009, 2011, 2012, Garcia Parddi al.
2012). Esto refuerza la idea que la simbiosis debealtar en un aumento en el éxito
reproductivo del hospedante para que la simbiasisnantenga en las comunidades
naturales, aun cuando las mismas presentan dsstiptaporciones de plantas
simbidticas y no simbidticas (Gundalal. 2008, 2009, 2011, 2012).

Los cambios que el enddfito aéreo produce en sypeldaste impactan en la
comunidad al afectar otros miembros de la comuni@@wohacini et al. 2005). La
presencia del enddfito afecta la diversidad dectasunidades al influir negativamente
en otras especies vegetales (Clay y Holah 1999¢gé&tsdt al. 2007) y de artropodos
(Rudgers y Clay 2008). De la misma manera, la paale plantas en simbiosis con el
endofito puede perjudicar a los consumidores dewvaiveles tréficos. (Omacimt al.
2001, Lehtoneret al. 2005, Krausst al. 2007). Por otro lado, aunque el endéfito se
encuentra en tejidos aéreos, sus efectos tambiédepuobservarse en el ambiente
subterraneo (Omacinet al. 2012). Se han observado cambios en los distintos
reservorios de nutrientes (Franzluebbetsal. 1999, Franzluebbers 2006), en las
comunidades que participan en los procesos de meesicion y mineralizacion de
nutrientes (Casast al. 2011, Igbalet al. 2013, Bowatteet al. 2011) y en los procesos
propiamente dichos (Omaciet al. 2004, Franzluebberst al. 1999, Franzluebbers
2006, Omaciniet al. 2012). Incluso los endofitos pueden afectar a sntbs
subterraneos, como los hongos formadores de n@esr(Omacinet al. 2006, Antunes
et al.2008).

1.4 — La simbiosis leguminosa — rizobio, una simts@s de provision

Una simbiosis de impacto ecoldgico y econdmico gllaizurre entre leguminosas
(Fabaceag y rizobios: bacterias fijadoras de nitrogeno de bénerosRhizobium
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Aliaobium, Methylobactyerium o
Azorhizobium (Sawadaet al. 2003, Sprent 2007). Mas de 15000 especies de
leguminosas se asocian con uno o mas géneros aaoszque “fijan” nitrdgeno
atmosférico al transformarlo en amonio disponildeaga planta (de Faret al. 1989,
Mylona et al. 1995, Sprent 2007). La simbiosis entre plantaggbros es responsable
de la mayor parte del nitrégeno que ingresa erdosistemas terrestres y el 27 % de la
produccion mundial de cultivos depende de legunais@sociadas a rizobios (Graham
y Vance 2003).

Los rizobios son considerados simbiontes provesdgeeque le otorgan a la planta
la capacidad de obtener nitrégeno que de otra fomestaria disponible para la planta.
Estas bacterias viven en nodulos en las raiceasdpldntas que se forman luego de la
infeccién con rizobios del suelo (Fig. 1.4). Dentte los nédulos, las bacterias se
diferencian en su forma endosimbiotica, conocidanaobacteroides, pierden la
capacidad de reproducirse y sintetizan la enzitrtagenasa. Esta enzima cataliza para



la reduccion del nitrogeno atmosférico,Nen amonio (NH') que es exportado a la
planta (Mylonaet al. 1995). Esencialmente, los bacteroides son resptassde todo el
nitrégeno fijado en el nédulo (Denison 2000). Porpsrte, el hospedante le otorga
carbohidratos a los rizobios del nédulo como fuelgesnergia (Sprent 2007, Denison
2000).

Figura 1.4: N6dulos indeterminados en raices de T. repens. Foto propia.

Para la planta el mantenimiento de los nédulos fijdaiéon de N son procesos
extremadamente costosos, razon por la cual luegontiecambio de sefales y el
reconocimiento previo a la infeccidon de las raitesiodulacion y la tasa de fijacion de
N es controlada por las plantas mediante variosamgeos (Mortieret al. 2011,
Schulze 2004). Distintas sefiales hormonales prdds@or la parte aérea de las plantas
pueden determinar la cantidad de nédulos que wsterser una planta (Mortiet al.
2011). A través de distintos mecanismos que invaluda permeabilidad de las
membranas de los nodulos, las plantas pueden desgrmen cierta medida la
supervivencia o muerte de los nédulos (Denison 2R s et al. 2003). Por otro lado,
en las plantas existen mecanismos que regulartiladad de los nédulos, es decir, la
cantidad de N que fijan para suplir la demanda ddeNa planta en funcion a su
disponibilidad de carbohidratos (Schulze 2004).

La transmision de los rizobios entre las leguminoss exclusivamente horizontal.
Los rizobios se liberan cuando senescen los négusespropagan asi entre las plantas
vecinas o entre generaciones (Denison 2000, Simrhaylor 2002). La forma de



10

multiplicacion de los rizobios esta determinada @aipo de nodulos, determinados o
indeterminados, lo que depende de la especie denlegsa a la que se asocian. Los
nodulos determinados, encontrados en géneros denilegsas subtropicales como
Glycing Lotuso Phaseolususualmente detienen el crecimiento luego de ugragisas,
mientras que los nddulos indeterminados, encorgraddeguminosas templadas como
Medicagq Trifolium y Pisum, continian creciendo adoptando una forma alargada e
lugar de redondeada (Denison 2000). En los nodigterminados, todas las bacterias
gue lo formaron se transforman en bacteroides @eadi su capacidad de reproducirse.
Sin embargo, al morir el nodulo, los bacteroiddseriidos al suelo recuperan su
capacidad de multiplicarse y se multiplican en baske cantidad de sustancias de
reserva que acumularon durante su estadio simbidEo cambio, en los nodulos
indeterminados, no todas las bacterias que lo fmmae diferencian en bacteroides.
Algunas contintan indiferenciadas y se multiplicemtro del nédulo a expensas de la
planta. Estas bacterias indiferenciadas reconstitugs poblaciones del suelo al morir
el nddulo, dado que la capacidad de multiplicarsdog bacteroides en este tipo de
nodulos no se recupera (Denison 2000, Denison rsii@04).

Debido a la transmision horizontal, y a la posilaiti de encontrar varios genotipos
de rizobios en un mismo hospedante, los mecanisima®ntrol implementados por la
planta a nivel de ndédulo resultan indispensablea @ estabilidad de la simbiosis
(Denison 2000, Simms y Taylor 2002, Akcay y SimrAg1). Algunos nodulos pueden
estar ocupados por cepas de bacterias menos afeetivla fijacion de nitrégeno que
otras. En ausencia de sanciones para estas cegadadterias destinarian menos
carbono a la fijacién de nitrdgeno y mas a increaresus posibilidades de éxito luego
de la muerte de la planta (Denison 2000, Akcay mnss 2011). En los nodulos
determinados, este incremento se logra a travéla @eumulacién de sustancias de
reserva que seran utilizadas durante la vida lileréas bacterias en suelo antes de la
colonizacion de una nueva planta. En cambio, ennfdulos indeterminados, este
incremento esta dado por un aumento en la cantigaBdacterias no diferenciadas
creciendo dentro del nédulo que seran posteriomnidrgradas al suelo. Sin embargo,
las plantas poseen la capacidad de reconocer ypean@a estos noduldeampososDe
esta manera, las posibilidades de éxito de lasscepeo efectivas de rizobios se ven
reducidas cuando las sanciones por parte de ltadan efectivas (Denison 2000, Kiers
et al.2003).

La presencia de esta simbiosis también tiene iropscbre la estructura de las
comunidades y el funcionamiento de los ecosistdiiathamasiet al. 2010). Al fijar
N, las leguminosas aumentan la disponibilidad denNel sistema tanto al liberar los
recursos del suelo para ser usados por otras espemmo al transferir parte del N
fijado a otras plantas (Haynes 1980, Ayedsal. 2007, Hodge y Fitter 2013). Asi,
muchas leguminosas tienen la capacidad de al@resttuctura de las comunidades a
travées de aumentar los niveles de nitrogeno ddbsu®s cambios en el perfil de
nutrientes del suelo pueden afectar las relaciadl®esompetencia entre las especies
presentes en la comunidad lo que altera dramatit@niee composicion especifica de la
comunidad, en favor de las especies mas demandamterogeno (Kothamasit al.
2010). Asimismo, las relaciones tréficas que samelan a partir de las leguminosas
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se ven afectadas por los cambios en el estadccion@l de la planta debido a la
presencia de rizobios (Deast al. 2009, Kempelet al. 2009, Heath y Lau 2011).
Finalmente, en relacion al funcionamiento del estesia, la presencia de leguminosas
en asociacion con rizobios modifica, en generaitipamente, la productividad del
ecosistema lo que esta vinculado principalmentausa efectos sobre el ciclo del
nitrogeno debido al aumentar de su entrada medianfgacion simbidtica (Sprent
2007).

1.5 — Interacciones entre multiples hospedantes yriontes

En las comunidades son raras las relaciones dees,p@gado que en general se
encuentran interacciones entre distintos hospeslaptsimbiontes (Stanton 2003).
Mientras que muchos pastos se asocian a enddfittass leguminosas se asocian a
varios genotipos de rizobios, los hongos micoroiarbusculares, relativamente mas
promiscuos, pueden asociarse a distintas plan@snahdo una red de hifas
subterraneas (Smith y Read 1997, Hodgal. 2001). A su vez, una misma planta de
leguminosa puede estar sosteniendo varios simsi@nta vez, una o mas especies de
hongos micorricicos y uno o mas genotipos de r@olDenison 2000, Larimeat al.
2010). Por su parte, una graminea, asociada osnoeaddéfito también puede sostener
una o varias especies de hongos formadores derma(Omacinget al. 2006, Mack y
Rudgers 2008). En las comunidades terrestres, dwldistintos hospedantes y
simbiontes forman un sistema de asociaciones taplego, los resultados de todas las
relaciones entre los distintos integrantes no estarclaros. En particular, poco se ha
estudiado sobre las consecuencias de la interaenioa distintas simbiosis tanto dentro
de una misma planta como entre plantas vecinas.

Dentro de una misma planta se han estudiado lasosfgue la coexistencia de dos
simbiontes tiene entre si y sobre el crecimientosdehospedante. Se consideran
sinérgicos, aditivos 0 antagénicos cuando el efechwe el crecimiento del hospedante
es mayor, igual o menor a la suma de los efecspendientes de cada simbiontes,
respectivamente (Larimest al. 2010). Los efectos sinérgicos se esperan cuarglo lo
distintos simbiontes son funcionalmente diferenfgsveen diferentes beneficios los
hospedantes (Stanton 2003). Del mismo modo seasfiertos antagoénicos cuando la
funcidén de los simbiontes mismos es equivalente. €dnbargo, no se ha observado
claramente este patron cuando se han estudiadgdelo®s entre enddéfitos y micorrizas
y entre micorrizas y rizobios (Larimet al. 2010). A su vez, la coexistencia dentro de
un mismo hospedante repercute en el funcionamieeta@esemperfio de los simbiontes
(Larimeret al. 2010, Omacinet al. 2012). Nuevamente se han encontrado efectos tanto
positivos como negativos entre micorrizas y rizelmoendéfitos (Omaciret al. 2006,

Liu et al. 2011, Mack y Rudgers 2008, Novesal. 2005, 2009, 2011, Larimest al.
2010, 2012, 2014, Niranjaat al. 2007, Tajiniet al. 2011).

Los estudios que evallan las interacciones entrigsis en plantas vecinas son aun
mas escasos (Omaciet al. 2012). Por ejemplo, Omacini y colaboradores (2006)
demostraron que la presencia del endéfito en wraphospedante puede aumentar la
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micorrizacion de una planta vecina que no hospédmdofito. Ademas, también se
observé que los residuos de plantas que hospec@sloirfitos afectan la micorrizaciéon
en otras plantas (Antunest al. 2008). Los estudios que evaluan las posibles
interacciones entre las simbiosis pasto-endéflagyminosa-rizobio son muy escasos y
contradictorios (Omacinet al. 2005, Omaciniet al. 2012). Por un lado, Eerens y
colaboradores (1998) encontraron que determinado®tipos de enddfito pueden
aumentar la nodulacién en plantas vecinas. A sy Mszleguminosas creciendo en
suelos donde crecieron pasos con o sin endéfigseptaron igual nivel de nodulacién
(Cripps et al. 2013). Por otro lado, Snell y Quigley (1993) reépmyn que hojas
maceradas de plantas con endéfito disminuyen lallacdn de plantas leguminosas.
Mas alla de estos resultados contrapuestos, na ssthdiado el impacto que pueden
tener la simbiosis entre gramineas y endéfitosesebfuncionamiento de la simbiosis
entre rizobios y leguminosas. Y en general, pocsat® de como la coexistencia de
varios simbiontes en las comunidades puede aflastaglaciones entre plantas.

Aunque existen diversos trabajos que evallan elpoaiamiento de gramineas y
leguminosas en comunidades mixtas, son pocos dbgsjts que ponen el foco en el
funcionamiento de las distintas simbiosis y sueratciones entre ellas. Por un lado, la
asociacion leguminosa-rizobios es clave para lxistncia de las especies porque
induce complementariedad en el uso del N al obta@h@enenos una parte, de su N de la
atmosfera (Eisenhauer 2012, Hodge y Fitter 2018¢més, la presencia de un pasto en
la comunidad puede aumentar la fijacion de nitrégem una leguminosa vecina ya que
el pasto consume el nitrégeno del suelo mas etendwnte que la leguminosa, cuya
provision de nitrégeno depende mas marcadamenta démdsfera (Haggh-Jensen y
Schjoerring 1997, Karpenstein-Machan y Stuelpn2§6D). Por otro lado, la presencia
del enddfito en una graminea puede suprimir ebestemiento de leguminosas debido
a posibles efectos alelopaticos (Sutherland y Hablli989, Sutherlandt al. 1999,
Hoveland et al. 1999, Quigley 2000). Sin embargo, los efectos tpge distintos
simbiontes pueden tener sobre el de la planta aguodria determinar cambios tanto en
las relaciones entre plantas como en la produeiivimaria neta y en la fijacion de N.

1.6 — Objetivo, hipotesis y estructura de la tesis

El objetivo de esta tesis es detectar vias o0 poscestravés de los cuales la
interaccion entre multiples simbiosis podria moduéa relacion entre plantas y el
funcionamiento del ecosistema. Estas vias considareapacidad de los simbiontes de
modificar a los intermediarios mas estudiados erelicion entre plantas que son los
herbivoros y los nutrientes. La hipdtesis genesafjge la presencia simultanea de un
simbionte proveedor y un protector genera propiesi@inergentes (i.e. efectos distintos
del esperado para cada simbionte en particular) bgunefician tanto a las plantas
hospedantes como a plantas vecinas no-hospedatates gcen su coexistencia.

Se predice entonces que la presencia de diferéipies de simbiontes afecta la
forma en que se relacionan las plantas hospedaoiedstiendo. La presencia de
microorganismos simbiontes induce o promueve efedtofacilitacion entre las plantas
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e incrementa la complementariedad en el uso detssos de sus hospedantes, lo que
evita un aumento en la intensidad de la competgiaecursos escasos al aumentar el
crecimiento de cada hospedante o al inducir efealel®paticos. A través de estos
mecanismos que permiten la coexistencia de placdagpetidoras, la presencia de
multiples simbiontes pueden presentar resultadositipms en términos de
productividad primaria y fijacion de N al desenaasatepropiedades emergentes.

En particular, en esta tesis se estudia la existelgcestas vias en la interaccion entre
plantas de leguminosas hospedantes de rizobiospastes hospedantes de endéfitos
(Fig. 1.5) inducidas por los simbiontes. El priroapitulo de resultadoSépitulo 2) se
centra en la facilitacion indirecta mediada porbheros por medio de la cual la
simbiosis pasto-endofito afecta a la leguminosanaeen simbiosis con rizobios. En el
siguiente capitulo Gapitulo 3) se evallan mecanismos indirectos mediados por
componentes del suelo (ya sean negativos: alebppapositivos: facilitacion directa o
indirecta). Este capitulo se enmarca dentro derosesos de retroalimentacion planta-
suelo-planta (explicados con mas detalle en ekspandiente capitulo). En el ultimo
capitulo de resultadosCépitulo 4) se verifica el resultado neto de la coexistedea
ambas simbiosis, de manera de incluir procesosodgetencia por explotacion o de
alelopatia y el impacto de los simbiontes en la plementariedad en el uso de los
recursos y en la facilitacion directa o indiredafinal de ese capitulo se estudian las
consecuencias de la coexistencia de las simbiasi®{ndofito y leguminosa-rizobios
en la productividad primaria neta aérea y la dimandie nitrbgeno como procesos clave
del funcionamiento del ecosistema.

N g Cap 2
*’5; ; Cap 3

X

Figura 1.5: Mecanismos por los cuales los simbiontes de pastos (endéfito) y leguminosas
(rizobios) podrian afectar a la interaccién entre sus hospedantes estudiados en cada uno de los
capitulos de resultados. Las llaves (X) indican los flujos que pueden ser afectados por cada
simbionte interactivamente, segun el color (Rojo y rayado: endéfito, azul y vacio: rizobio)
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1.7 — Modelo de estudio y caracteristicas comunese das aproximaciones
experimentales

Para abordar el objetivo general y contrastar [aotksis se llevaron a cabo
experimentos en los que se utiliza como modelo sted® a la gramine&olium
multiflorum (Lam.) y a la leguminosarifolium rependL.). En todos los experimentos
de esta tesis se manipulan, entre otros factaesiveles de asociacién con simbiontes
de estas dos especies. Se utilizan poblacionetadtap del.. multiflorumcon bajo o
alto porcentaje de individuos asociados a endoffiwsel endofitico E- o E+,
respectivamente). A su vez, las plantag deepengambién presentan bajo o alto nivel
de asociacion con rizobios (R- 0 R+ respectivamente

El pastoL. multifflorum es una graminea anual invernal nativa de Europma qu
naturalmente hospeda al endofEpichloé occultang(C.D. Moon, B. Scott & M.J.
Chr.) Schardl, comb. Nov., Leuchtmann et al. 2014anteriormenteNeotyphodium
occultansC.D. Moon, B. Scott & M.J. Chx. Esta graminea se encuentra ampliamente
naturalizada en los pastizales pampeanos (Soeiaalo1991) y presenta una amplisima
distribucion potencial (Fig 1.6a). Esta simbiogiegenta la particularidad de no generar
efectos toxicos detectables sobre el ganado darogstomo si lo hacen los pares
Lolium perenne-Epichloé Ioliy Schenodorus phoenix-Epichloé coenophial(De
Batista 2005)

Para obtener las poblaciones ldemultiflorum con proporciones contrastantes de
plantas simbidticas, un afio antes de cada expeionsencosecharon semillas en un
pastizal sucesional tardio localizado en la Pamfaibr (Carlos Casares, Argentina 34°
06' S 60°25'0) dominado por plantas lde multifiorum con = 95% de individuos
asociadas a endofitos (Omacatial. 2004). En estudios anteriores se ha utilizado esta
poblacion deL. multiflorum para investigar de que manera los endofitos afdatar
poblacién hospedante y su interaccion con multipbesponentes aéreos y subterraneos
del ecosistema (Omaciet al. 2001, 2004, 2006, Casas al. 2011). La mitad de las
semillas fueron tratadas con el fungicida triadiol€0.5 g p.a./ 100 g de semillas) para
remover al endofitos (Omacieit al. 2006, 2009). Las semillas tratadas y no tratadas
con fungicida fueron cultivadas en parcelas adyaserde 1rh en el campo
experimental de la Facultad de Agronomia de la émsidad de Buenos Aires (34°35'S,
58°35'0). Las semillas producidas por esas pldotgo de un ciclo de crecimiento
fueron cosechadas y utilizadas en los experimentaspresencia del endofito fue
corroborada en cada caso mediante la observaciamalesubmuestra de 30 semillas
tefiidas con el colorante rosa de bengala (Bacorhge\WL994). Las proporciones de
individuos simbidticos y no simbioticos mencionadas cada capitulo son las
resultantes de esas observaciones.

La leguminosal. repenses un trébol invernal que se asocia con rizobiodade
especieRhizobium leguminosarum biovar trifoliEsta leguminosa también se encuentra
ampliamente distribuida en los pastizales pampegmpossenta una amplia distribucion
potencial en zonas templadas a frias (Fig. 1.683. 4emillas dd. repensutilizadas
fueron obtenidas de un cultivar (cv. Junin) coseabkael diciembre previo a cada
experimento de la parcela demostrativa de la Fastale Agronomia de la Universidad
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de Buenos Aires. Estas semillas fueron inoculadasuo inoculante liquido comercial
conteniendo 1V bacterias viables d&. leguminosarum biovar trifolipor ml para
obtener plantas R+ (Ribol, Rizobacter Argentina.SLAll inoculante @ semilla). En
contraposicion, para obtener las plantas R-, lasllss fueron inoculadas con la misma
cantidad del producto previamente esterilizado qadoclavado (20 min, 121°C) para
destruir las bacterias. Todas las semillas fueembsadas 30 minutos luego de la
inoculacion.

En todos los experimentos el sustrato originalzaiilo fue una mezcla de suelo y
arena limpia (1:1). El suelo fue tindalizado (aldwado a 1 atm de presion por una
hora, 3 veces con intervalo de 24 h) para dismiautantidad de microorganismos del
suelo, especialmente esporas de hongos micorricayusces de germinar y establecer
simbiosis con ambas especies de plantas, y bact@eiaizobios capaces de nodular
efectivamente las leguminosas (Colieasl. 1994). Dado que esta esterilizacion no fue
completa, se lograron niveles contrastantes de lacidn cuando se inoculd con
rizobios, generando tratamientos con alta y bagpatibilidad de rizobios. Durante su
desarrollo, todas las unidades experimentales fiusggadas a capacidad de campo
cuando fue necesario.

Figura 1.6: Distribucién potencial de la especie L. multifiorum (A) y T. repens (B) calculado
segln modelos que integran los datos de ocurrencia de cada especie registrados con distintas
variables ambientales. Rojo: alta probabilidad, azul = baja probabilidad de ocurrencia.
http://data.gbif.org
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FACILITACION INDIRECTA MEDIADA POR HERBIVOROS

* Garcia Parisi PA, Grimoldi A, Omacini M. 2014. Endophytic fungi of grasses protect other
plants from aphid herbivory. Fungal Ecology, 9, 61-64.
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2.1 — Introduccién

Los herbivoros son uno de los principales interarémb bidticos de las relaciones
entre plantas (Grace y Tilman 1990). Una plantadpumodificar la herbivoria sobre
una planta vecina al disminuir o incrementar labplilidad de ser detectada o la
vulnerabilidad frente a los herbivoros (Atsatt Yp@vd 1976, Barbosat al. 2009). A
estas propiedades emergentes se las denomina gidatec susceptibilidad por
asociacion respectivamente. En particular, la podd@ por asociacion ha sido
ampliamente documentada y constituye un mecanisendacilitacién indirecta que
puede favorecer la coexistencia de las plantasai@ay 1995).

De entre los multiples cambios que los microorgans simbiontes, ya sean
protectores o proveedores, inducen en sus hosgsdgnteden surgir rasgos que
generen proteccion o susceptibilidad por asociaci@s simbiontes de proteccion
inducen defensas de la planta huésped frente enErmigos naturales, entre los cuales
pueden estar los herbivoros (Claty al. 1993, Omaciniet al. 2001, Clay y Schardl
2002). En cambio, los simbiontes proveedores awaneelt desempeio de sus socios
principalmente mediante la mejora de su accesdregenies escasos o inaccesibles. Los
cambios en la calidad de los tejidos debido al mapoeso a los nutrientes pueden
determinar cambios en la capacidad de atraer laeldsvoros (Vicaret al. 2002, Dean
et al. 2009, Kempelet al. 2009, Korichevaet al. 2009). Por ejemplo, los hongos
micorricicos arbusculares y las bacterias fijadatasnitrogeno (N), los simbiontes
proveedores mas populares, pueden ser determinames resultados de las
interacciones de los hospedantes y sus herbivormavas de su influencia en el
crecimiento de la planta, la nutricién y el sistedea defensa (Kempedt al. 2009,
Schausbergest al.2012).

Los hongos endofitos del genergpichloé (Clavicipitaceag¢ son simbiontes
protectores de pastos que pueden inducir multigliesaciones en el fenotipo de sus
socios (Clayet al. 1993, Malinowski y Belesky 2000, Yet al. 2001, Clay y Schardl
2002, Rasmussemt al. 2007, White y Torres 2010). Principalmente, losctfe
protectores son atribuidos a la sintesis de abbesobioactivos en plantas simbidticas
que han demostrado ser altamente eficaces endastti® de herbivoros vertebrados e
invertebrados. Es por ello que esta asociacionoasiderada generalmente como un
mutualismo de proteccion privado (Rudgers y Cla@&0Sin embargo, se demostro
gue esta proteccion se puede extender a una pla@Eparasita conectada al
hospedante que se apropie de los alcaloides (Lem&iral. 2005), y que los residuos
producidos por plantas simbidticas pueden disuadios herbivoros de plantas no
simbidticas (Omaciniet al. 2009). Sin embargo, hasta ahora, la proteccidon por
asociacion mediada por endéfitos no ha sido corsidecomo un mecanismo que
afecta el resultado de la herbivoria en plantagescsin acceso a alcaloides.

En este capitulo se estudia si los simbiontes dmigreas y leguminosas generan
proteccion o susceptibilidad por asociacion freitataque de herbivoros. Se hipotetiza
que (1) las leguminosas obtienen proteccion comémdivoros invertebrados en los
parches dominados por plantas endofiticas prodagtde compuestos volatiles, y que
(2) esta proteccion puede ser modificada por lagm&ia de un simbionte proveedor
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(Rhizobium leguminosarypdado que estos rizobios pueden influir en landbucia de
herbivoros en las leguminosas al modificar la cotraeiéon de N en los tejidos (Sprent
2007, Dearet al. 2009). Como mecanismo probable de proteccion ceptibdidad se
midié la concentracién de N en los tejidos folialesambas especies y la impronta de
emision de compuestos volatiles en plantak.daultifforum dado que se ha sugerido
que puede ser modificada por la presencia del hprigmet al. 2001, Liet al. 2014b).

El efecto de cada simbionte especifico en la herlavde la planta vecina generando
proteccion o susceptibilidad por asociacion comgtituna de las vias por las cuales la
presencia de multiples simbiontes en la comunidattipn afectar la interaccion entre
plantas.

2.2 — Materiales y métodos

Para contrastar estas hipotesis, se realizo urrieygr@o manipulativo al aire libre
en mesocosmos en el campo experimental de la Bdcule Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires (34 ° 35 'S, 58 ° 3h' BY experimento consistié en 24
mesocosmos (macetas de 0.30 m de diametro y 0.2l¢ mrofundidad), cada uno
organizado en dos partes, el centro, donde crecmratro plantas de la leguminoBa
repens,y el vecindario donde crecieron 16 plantas del gast multifiorum La
leguminosa sembrada presentd niveles contrastdet@sociacion con rizobid&- o
R+) lo que se obtuvo mediante inoculacion con medteéril o con inoculante (ver. 1.7).
Aunque las plantas R- de repengpresentaron cierta nodulacion, el nimero de nédulo
por planta fue significativamente menor que enghlsitas de R+ (R-: 11.4 + 7.0
nédulos por planta, R+: 23.2 £ 2.3 nddulos por falaprueba dé: P < 0.001t,5=
4.12). El numero de ndédulos fue determinado viseatm en las raices de repens
cosechadas a mediados de noviembre. Las plantas reltiflorum sembradas eran
provenientes de una poblacion con <10% (E-) o 9599 (le los individuos asociados
al enddfito De la combinacion del nivel endofitico de la paida delL. multiflorum
(E- y E+) con el nivel de rizobios de las plantasTdrepensR- o0 R+) se obtuvieron
cuatro tratamientos que fueron repetidos seis veces

El experimento se desarrolld entre junio y noviemm@nvierno y primavera). Para
mantener todas las plantas de los distintos trataws del mismo tamano, se realizaron
dos cortes de biomasa a los 7 cm de altura deldasap. Luego de 16 semanas de
sembrado el experimento (mediados de Octubre)iahij una infestacion natural de
afidos en todos los mesocosmos. Se determiné $&mee de afidos en 10 hojasT™e
repensy en 10 tallos dd.. multifflorum de cada mesocosmos. Esta determinacion se
realizd al comienzo de la estacion de crecimiergdas$ afidos ya que entonces es
posible contarlos y removerlos para detectar otrsibbe infestacion. No hubo una
nueva infestacion y a mediados de noviembre 20shigd. repensy L. multiflorum
fueron cosechados y analizados para determinanizeatracion de nitrogeno (%N).

La impronta de volatiles se midié la con una nauiificial en parcelas de Fm
dominadas por plantas E+ o E- creciendo al exp&tionen mesocosmos en el mismo
campo experimental, para determinar si la presateianddéfitos induce cambios en el
patron de emision de estos compuestos. Cuatrolparfieeron sembradas con 1500
semillas (4.5g) de las poblacionesldanultiflorumE- utilizadas en el experimento de
mesocosmos Yy cuatro parcelas con la misma cantidaskemillas de poblaciones E+.
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Cada parcela constituyo una ambiente homogénedanuio adecuado para estimar la
impronta de volatiles utilizando una nariz eleciténportatil (AgriNose, CNEA,
Buenos Aires, AR). Esta tecnologia permite evalaaomplejidad de olores o gases de
manera similar a la de una nariz animal (Braetal. 2003, D'Alessandro y Turlings
2006). Esta nariz artificial consta de un ensamdBl& sensores de gas y un procesador
gue compara la reaccion de cada sensor con el dalogferencia (aire puro). Aunque
no es factible identificar el compuesto volatilgale reacciona cada sensor, es posible
determinar diferencias en la impronta de volatiledos distintos tratamientos.

Anédlisis estadisticos

Se analiz6 la infestacion total por afidos dado gueumero de afidos de cada
especie registrada (i.Rhopalosiphum padi, Sipha maydis, Metapholophiwstuéag
era demasiado pequefio y variable entre las unidadpsrimentales como para
analizarlos por separado. Los analisis fueron &elms con modelos lineales de efectos
mixtos del paquetalme (Pinheiro y Bates 2000) con el programa estadi®i¢R-cran
Project). En primer lugar, en los mesocosmos sézanka infestacion por afidos en
cada especie de planta por separado incluyendmiletes simbidticos tanto dé.
repens(R- o R+) como dé&. multiflorum(E- o E+) como efectos fijos, sin incluir efecto
aleatorio. Los datos fueron transformados logaciimiente (log) previo al analisis. Las
diferencias entre los tratamientos fueron evalugdeseriormente mediante la prueba
de Tukey con un nivel de significancia de P < 0.05.

Los datos de %N se correlacionaron mediante unrasiég simple con los datos de
infestacion por afidos eh repenspor separado segun el nivel endofitico del veaniiod
de esas plantas (E- o E+). Se evalué mediante wedba de F la diferencia entre las
pendientes de los tratamientos E- y E+. Los datols dmpronta de volatiles obtenidos
de la nariz electrénica fueron en primer lugar pet®s mediante un andlisis de
componentes principales con el programa estadidtitoStat. Posteriormente, la
posicion de cada punto en los dos componentesigaies fue analizada mediante
MANOVA para detectar diferencias entre las parcElag E+.

2.3 — Resultados

El porcentaje de hojas naturalmente infestadagfmos en la leguminosa dependié del
nivel simbiotico de dichas plantas y de sus vec{Ramobiox Endofito: k 20=4.79, P =
0.04). Las plantas dE repensR+ fueron altamente protegidas de los afidos seteaen
cuando crecieron rodeadas por plantad denultifforum endofiticas (Fig. 2.1, panel
izquierdo). En las plantas de repensk-, la infestacion por afidos fue muy baja (8%)
tanto en mesocosmos E- como E+, mientras que epldagas R+ la infestacion por
afidos fue de 26% en los mesocosmos E- y de 8%o®mmesocosmos E+. En los
mesocosmos, la infestacion en las plantas.d@ultiflorum dependié exclusivamente
del propio nivel endofitico de la poblacion (E: k= 5.81, P = 0.02, Fig. 2.1, panel
derecho), dado que resulté ser 3 veces mayor euden E+. Sorprendentemente, la
magnitud de esta proteccion, medida como la disoinuen la infestacién, fue similar
en las dos especies de plantas.
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Figura 2.1: Hojas infestadas por &fidos (%, media + EE) en plantas de T. repens (barras grises,
panel izquierdo) inoculadas (R+) 0 no (R-) con rizobios creciendo en vecindarios de plantas de
L. multiflorum con baja (E-) o alta (E+) proporcion de individuos endofiticos. La proporcion de
tallos infestados por afidos (%, media + EE) de esas plantas de L. multiflorum se encuentran en
el panel derecho (barra blancas). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Tukey, P < 0.05). Los analisis fueron desarrollados por separado para ambas
especies.

La concentracion de N en hojas d@e repenscorrelaciond positivamente con la
infestacion por afidos en dichas plantas s6lo smlesocosmos E-, mientras que en los
mesocosmos E+ la variable resultd pobre predictere respuesta de los afidos (E-: r
= 0.60, P = 0.007; E+?¢ 0.10, P = 0.33; Fig. 2.2). La pendiente de lataajustadas
fueron significativamente distintas,(|; = 4.75, P = 0.043). La impronta de volatiles
producidos por las parcelas de poblaciones .dmultiflorum con niveles endofiticos
contrastantes fueron diferentes (Fig. 2.3) Los dosponentes principales del
ordenamiento explicaron el 55% vy el 22% de la Wditad en la emision de volatiles.
Al analizar la posicion de los puntos en dichos ejediante MANOVA se detectaron
diferencias significativas entre las improntas @ parcelas E- y E+ {E = 8.8, P =
0.023). Las diferencias fueron determinadas posérsores 7 y 8 (Fig. 2.3), dado que
el valor relativo medio de las parcelas E+ aum@&08h, mientras que en las parcelas E-
el aumento fue menor al 5% en relacion al valorederencia. En el sensor 1, el valor
relativo fue menor a 1 en las parcelas E-, mienas no fue distinto de 1 en las
parcelas E+. Para el resto de los sensores losegabdtenidos fueron iguales al valor
de referencia tanto para las parcelas E- como E#ZR).
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Figura 2.2: Hojas infestadas por afidos (%) en relacién a la concentracion foliar de N (%) en
plantas de T. repens inoculadas (R+, tridngulos) o no (R-, circulos) con rizobios creciendo en
vecindarios de plantas de L. multiffiorum con baja (E-, simbolos verdes, vacios) o alta (E+,
simbolos rojos, llenos) proporcién de individuos endofiticos. Las lineas ajustadas mediante
regresion lineal son diferentes entre E- y E+ (P< 0.05)
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Figura 2.3: Impronta de volatiles de parcelas con baja (E-, lineas verdes) o alta (E+, lineas
rojas) proporcion de individuos endéfiticos obtenida mediante 8 sensores (de S1 a S8). Cada
eje corresponde a un sensor mientras que cada vértice de la impronta corresponde al valor
medio (linea continua) y el intervalo de confianza (95%, lineas punteadas) inferior (-95% IC) y
superior (+95% IC).Valores igual 1 implican que el valor registrado es igual al aire puro.



23

2.4 — Discusion

En este capitulo se detectdé que la coexistencidodesimbiontes puede modificar
interactivamente la relacion entre los hospedaytass herbivoros. En este sentido la
proteccion por asociacion inducida por el enddfitacia plantas de leguminosas
depende de la disponibilidad de rizobios en ebgmyando las hipotesis planteadas.
Esta es la primera evidencia experimental de quefesito benéfico de los endofitos
puede extenderse a otras poblaciones de plantagsstieedo con el hospedante.
Ademas, esta proteccion se dio en plantas queaesulatractivas para los afidos por la
presencia de su simbionte proveedor. En este sefigimbiosis pasto-endofito altero
la respuesta de los afidos a cambios en la cormmédir foliar de N en leguminosas. La
modificacion de la impronta de volatiles enmultifioruminducida por la presencia del
endofito puede constituir uno de los mecanismoslimrados en esta proteccion por
asociacion.

Las plantas d&. repensatractivas rodeadas por plantas endofiticds. awultiflorum
fueron protegidas de la herbivoria por afidos ergmiiades similares a la que el
endofito protege a la propia planta. El impacto atieg del endoéfito sobre los
herbivoros invertebrados se ha documentado desigi®lpasado (Clay 1988), y se ha
sugerido que los alcaloides presentes en los sefidoplantas hospedantes constituyen
el principal mecanismo involucrado (Bushal. 1997, Wilkinsonet al. 2000, Clay &
Schardl 2002, Faettt al.2002). Sin embargo, el efecto del endofito en lhikieria de
plantas no-hospedantes ha sido poco consideradoataede comunidad (Lehtoneh
al. 2005, Omaciniet al. 2009). Inclusive, nunca se habia documentado l&eqoi@n
hacia una planta vecina que no posea los alcaloldes emisiones de compuestos
volatiles en plantas endofiticas, aunque son mestgdiados que los alcaloides,
también pueden ser modificadas por la presencie@mtihfito y deben considerarse en
futuros experimentos. Los cambios en los patromesmdision de volatiles inducidos
por el enddfito puede explicar la seleccion detparpor parte de los herbivoros. En
este sentido, los cambios en el patron de volatibesolo podrian explicar la proteccion
hacia T. repens sino que ademas podria contribuir a explicarepa# la propia
proteccion dd.. multiflorumo la respuesta de los enemigos de sus herbivOroadini
et al. 2001). Dado que los compuestos volatiles pueddurcinrespuestas defensivas en
las plantas vecinas (Karban y Maron 2002), esta v de proteccion no puede ser
descartada y deberia ser considerada en los préxastodios.

La variabilidad en la concentracion foliar de riyeéo explica el incremento en la
infestacion de afidos cuandb repenscrecid en vecindarios con poca presencia de
endofitos. En cambio, esta relacion fue quebranpaalda proteccion conferida por la
presencia del endofito en plantas vecinas. La cdra@én de nitrégeno puede
modificar la herbivoria de diferentes maneras. iRolado, el nitrdgeno es crucial para
el desempefio de los insectos herbivoros por leguesperable que prefieran consumir
tejidos ricos en nitrégeno (Kempeti al. 2009). Sin embargo, por otro lado, el nitrdgeno
adicional provisto por rizobios puede estimular h@n el sistema de defensa de las
plantas dado que algunos compuestos defensivgs s eompuestos cianogenéticos
en algunas leguminosas) contienen nitrogeno (Keetpal 2009). Entonces, aunque el
impacto de la presencia de rizobios en su hospegardde presentar diversos efectos
contrastantes en la herbivoria (Dedral. 2009, Kempeét al. 2009, Heath y Lau 2011),
en las condiciones evaluadas su impacto fue prandetta herbivoria.
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En resumen, es posible sostener que la presencizal®os puede promover el
atague de los herbivoros, pero que esta promoeidm $nterrumpida por la presencia
del enddfito en el vecindario. Las leguminosas ddpe de rizobios para su nutricion
nitrogenada y generalmente coexisten con pastgeetianstes de enddfitos en pastizales
y pasturas. Por ello, el beneficio compartido garelofito hacia la leguminosa vecina
puede constituir un mecanismo que promueva la stendia de ambas especies en un
contexto de limitacion de nitrdgeno o en presedeiderbivoros. La interaccion entre
ambos simbiontes en las relaciones de herbivorisudehospedantes constituyen una
propiedad emergente de su presencia simultanepupde afectar la coexistencia de
ambos hospedantes.
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3.1 — Introduccién

En la Ultima década ha cobrado especial importageiacologia el estudio de los
procesos de retroalimentacion planta-suelo por doales las plantas afectan el
desempefio de otras plantas a través de modificapaentes subterraneos del
ecosistema (van der Putten al. 2013). Las plantas condicionan el suelo y de esa
manera promueven o inhiben la supervivencia, atiiento o el desarrollo de la
siguiente generacion de plantas mediante cambies lag plantas inducen en su
ambiente bidtico y abidtico subterrdneo (Klironon2@92, van der Puttegt al. 2013).
Aunque las propiedades quimicas o fisicas del daetdién pueden estar involucradas
(Ehrenfeldet al. 2005), cambios en la abundancia o funcionalidachaeoorganismos
del suelo, y en particular los patdgenos, los nlistaa y los descomponedores son
reconocidos como componentes importantes mediansia eetroalimentacion
(Klironomos 2002, van der Heijdegt al. 2008). Los procesos de retroalimentacion
planta-suelo constituyen un marco apropiado patadies la facilitacion entre plantas
mediadas por componentes subterraneos, y distiaglérposibles efectos competitivos
o de complementariedad que resultan cuando lataplarecen juntas (Casper y Castelli
2007, Rodriguez-Echeverre al. 2013).

Los enddfitos aéreos de pastos tienen impacto dobreomponentes subterraneos
del ecosistema (Omacimt al. 2012). Los enddfitos pueden alterar las propieslade
qguimicas y biolégicas del suelo (Omacaii al. 2012) ya sea cambiando la cantidad
(Franzluebberst al. 1999, Franzluebbers 2006) o la calidad (Siegtistl. 2010) de la
biomasa de la planta que ingresa al suelo, o peEotaf alelopéaticos a través de la
exudacion radical (Van Heclat al. 2005, Aschehougt al. 2014). De esta forma los
endofitos modifican la biota del suelo (Franzlueb®#006, Bowattet al. 2011, Buyer
et al. 2011, Casast al. 2011) y los procesos relacionados a ella (Omaatiiail. 2004,
Siegristet al.2010).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) y lastbaas fijadoras de N
(rizobios) son los dos simbiontes mas estudiadossierpapel de impulsores de
retroalimentaciones planta-suelo (van der Pugtesl. 2013). Estos simbiontes también
son sensibles a la presencia de endoéfitos de past@t sistema, tanto en el mismo
hospedante, como en plantas vecinas (Snell y Qui$y#90, Eerenset al. 1998,
Omaciniet al. 2006, 2012, Mack y Rudgers 2008, Novas et al. 208 embargo, se
desconoce si existe retroalimentacion planta-soetdiadas por endofitos que actian
sobre otros simbiontes (Cripptal. 2013).

El objetivo de este capitulo es evaluar la exiséede retroalimentacion planta-suelo
de pasto asociados a enddfitos y HMA sobre la sisibi leguminosa-rizobio.
Especificamente, la primera hipétesis es que lasep@a de endofitos en el pasto
Lolium multiflorumreduce la disponibilidad de HMA en el suelo, y gqsto afecta
negativamente el crecimiento de la préxima genéradie plantas de la leguminosa
Trifolium repens. Ademas, la segunda hipotesis postula que la retpude la
leguminosa es diferente en las plantas con altaja Oisponibilidad de bacterias
fijadoras de nitrogeno, dado que sus beneficiogesa hospedante pueden ser
afectados por las sefiales del enddfito en el soefwor la presencia de hongos
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micorricicos (Snell y Quigley, 1993, Larimetral.2010, 2012, 2014)

3.2 —Materiales y métodos

Se realizO un experimento en dos etapas. En laepainetapa, las "plantas
acondicionadoras" (el pastbolium multiflorum) con o sin el endofitoEpichloé
occultanse inoculadas o no con hongos micorricicos arbusesjldueron cultivadas en
macetas para acondicionar el suelo. En el seguado, gas "plantas respuesta” (la
leguminosaTrifolium repen¥ con alta o baja disponibilidad de bacterias bjad de
nitrégeno (rizobios) fueron cultivadas en los sseloondicionados.

Etapa de acondicionamiento del suelo

La etapa de acondicionamiento se llevo a cabo &ernaculo entre junio y
diciembre. Las plantas de multiflorum crecieron en macetas de 1.5 litros, (4 plantas
por maceta) llenas con una mezcla de suelo y &teha En la mitad de las macetas las
plantas provenian de una poblacion libre de ermf{itiE-: suelos acondicionados por
plantas de una poblacion con 0% de individuos dtida$) mientras que en la otra
mitad las cuatro plantas se encontraban asociadasnd®fitos (HE+: suelos
acondicionados por plantas de una poblacién con @é%xdividuos endofiticos). En
combinacion con el nivel endofitico de las plankas,macetas recibieron una mezcla de
perlita y vermiculita (25g) con o sin indculo denlgos micorricicos (HM+ y HM-,
respectivamente). De la combinacion de los dodesvendofiticos y de los dos niveles
micorricicos se obtuvieron cuatro tratamientos €ueron repetidos seis veces. Las
macetas se mantuvieron en invernaculo y se redestia mediados de diciembre. EI 20
de diciembre se detuvo el riego y una semana desgguéosecho la biomasa aérea y se
tamizoé el suelo para ser utilizado en la etapaedpuesta. Una submuestra de 150 g del
suelo acondicionado fue tomada de cada macetaeptimar el nUmero de esporas de
hongos micorricicos, la disponibilidad de nitrogenorganico (N) y la mineralizacion
potencial de N.

Etapa de respuesta

Las plantas respuestd.(repeny se cultivaron en los cuatro tipos de suelos
acondicionados. De cada maceta se obtuvieron dos)ametas (dos contenedores
aislados de 180 ml cada uno), en cada una de désscerecio una planta de respuesta.
La planta de una de las submacetas fue inoculadazmbios, mientras que la planta de
la otra no fue inoculada, obteniendo alta (R +)ajakl{R-) disponibilidad de rizobios,
respectivamente. En consecuencia, el experimengseptd un disefio factorial
jerarquico en el que se aplicaron los cuatro tregatos de acondicionamiento a las
macetas, y el nivel de rizobios en plantasTdeepensse aplicaron a las submacetas
obtenidas de cada maceta.

Esta etapa se desarrollé6 en camaras de crecimiemémte 3 meses a 20°C y un
fotoperiodo de 16:8 horas luz:oscuridad (densidafiudo de fotones de 200 umol.m
2sh). Las plantas se cosecharon luego de tres mekesjidd aéreo de cada planta se
cortd a nivel del suelo y las raices fueron lava#aslas raices se determind el nimero
de nodulos activos (determinados por la coloract@ada). Tanto las raices como los
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tejidos aéreos fueron secados en estufa a 60°8jory 4l peso seco resultante fue
registrado. En las plantas crecidas en suelos HMebservé colonizacion micorricica
mientras que en las crecidas en HM- no se obsenestoucturas fungicas

Inéculo de hongos micorricicos

Las macetas inoculadas con hongos micorricicodiegon 25g de una mezcla de
raices, hifas internas, externas y esporas dedngdsGlomus mosseae. G. hpiG.
intraradices Cada uno de estos inoculos fue obtenido de léipticdcion en plantas de
Plantago lanceolata Lotus tenuis y Bromus unioloidesen macetas con perlita y
vermiculita, regados con agua destilada la prinreemasa y con solucion de Hoagland
modificada (baja concentracion de fésforo) el red# ciclo. Las macetas HM-
recibieron el producto resultante de cultivar lasmas especies de plantas en el mismo
substrato sin los hongos micorricicos.

Suelo acondicionado: nimero de esporas, N inorgapimineralizacién potencial.

El nimero de esporas se determind a partir de ubmgestra de suelo de 50g
obtenida de cada muestra. El suelo fue secado ral tamizado y decantado
(Gerdemann y Nicolson 1963) y el sobrenadante fmrifugado en gradiente de
sacarosa (Walkest al. 1982). Se contd el numero de esporas externamanidables y
se corrigio por el porcentaje de humedad paraxgeesado por gramo de suelo seco.

La disponibilidad de N inorganico en suelos acand&dos se estimdé midiendo la
concentracion de N en forma de amonio (NaNHy nitrato (N-NQ) después del
tamizado (es decir, entre las dos etapas). Postenme, para estimar el potencial de
mineralizacion de N, submuestras de 100 g de sielcada tratamiento se incubd
aerobicamente y se midié N-NHy N-NOs después de 9 y 22 dias de incubacion. Para
medir N-NH;" y N-NOs, 30 g de suelo homogeneizado se mezclé con 15mind
solucién de CaCl2 0.0125 M, se agité durante 1 lyosa filtré6 inmediatamente. Se
midié la N-NQ;-y N-NH,;" en estas soluciones con una determinacion refieittaca
usando Reflectoquant® Prueba de Amonio y Refle@otfx Prueba de Nitrato (Merk
KGaA, Darmstadt Alemania).

Adquisicion de N en las leguminosas

La contribucién de la absorcién de N del sueloladijacion de N atmosférico al
total de N adquirido por las plantas se estimo leot@écnica de abundancia natural de
15N. Esta técnica se basa en el hecho de que la st isotépica N (%o) =
((°*N/Nimuestrd/ (PN Nestandary — 1)x1000] del N atmosférico difiere del N obtmide
la materia organica del suelo (Hogberg 1997). Lacentracién de N y &N fue
determinada en muestras (0.7g de peso seco) deniadn aérea de las plantas de cada
especie usando un analizador elemental (NA1500p Gaba Strumentazione, Milan,
Italia) en interfase con un espectrémetro de maseeldcion isotdpica (IRMS, por sus
siglas en inglés, Deltaplus, Finnigan MAT, Brem&lemania). La precision del analisis
resultd 0.14 %o (DS).

La fraccion de N derivado de la fijacion de N atfédso (%N;) fue estimado
como:

%Nfij: (815Nplantaref— 815Nplantafij) / (815Nplantaref - B) (1)
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donded"*Npiana fij €S 1a8™N de la muestra de tejido, B essfaN de una planta cuya
provision de N depende completamente de la fijad&mN atmosférico 3%15Np|ama ref€S
la 5'°N de una planta no nodulada cuya provisién de Neé@ del suelo. Los valores
de B y ded15Nyanta rerS€ Midieron en una serie de plantasTdeepenscultivadas en
macetas adicionales. B se midi6 en plantas inoasladn rizobios y crecidas en un
sustrato de perlita/vermiculita regado con soludérHoagland modificada sin ningun
tipo de fuente de N salvo la atmosférica. Seis stasemacetas recibieron ademas el
sustrato conteniendo ind6culo de hongos micorricioeado en las macetas del
experimento y otras seis macetas no lo recibidébralor B medido fue de 2.1 +0.49
%o (media + error estandar). El valor 8i5Npjanta reiffue medido en plantas no noduladas
crecidas en el mismo sustrato suelo/arena queldasap delL. multiflorum Seis de
estas macetas recibieron ademas el indculo de bangworricicos y otras seis macetas
no lo recibieron. Los valores d815Nyanta ret fueron 13.3 +0.73%. en plantas
micorricicas y de 15.3 £0.84%o en plantas no micaras.

La adquisicion de N por las plantas:{N y la contribucion del suelo () y de la
fijacion de N atmosfeérico (§) se calculé como:

Neont (g.plantd) = concentracién de N (%) * biomasa aérea (g.pi3rt100 (2)
Nix (9-planta) = Neont (9-plantd) * %Ng / 100 (3)
Nabs(g-planta’)= Neont (g-plantd)* (100 — %N;) / 100 (4)
Analisis estadisticos

Los analisis se realizaron con modelos linealeseféetos mixtos Ifner) y con
modelos lineales generalizados de efectos migflosef) con el paquetbne4utilizando
el software estadistico R (R-cran project). EnMasables correspondientes al suelo
acondicionado, el nimero de esporas se analizéyewetio HE como efecto fijo, y el N
inorganico en suelos incubados se analizé incluyétid, HM y tiempo de incubacion
como efectos fijos. Para las variables de la etlpeespuesta, los modelos incluyeron
los tratamientos de acondicionamiento (HE x HM)Iynigel de rizobios (R) como
efectos fijos, y la estructura jerarquica (macetafsaceta) como efecto aleatorio. Los
datos que presentaron distribucion normal (esperasel suelo, biomasa aérea y
subterranea, cantidad de N adquirido del suelo a@madsfera, total de N adquirido,
proporcion de N fijado y la cantidad de N fijador paddulo) se analizé con modelos
Imer. La distribucion normal de los residuos y la hommajdad de varianza se
corrobor6 graficamente. Los datos de nodulaciésegmiaron distribuciopoissony se
analizaron con modelosglmer, incluyendo la especificacion de la familia
correspondiente. La sobredispersion en este mddel@analiticamente evaluada. La
significativa de los factores fijos de los modetesdeterminé utilizando la prueba de
cociente de verosimilitud (LRT, por su siglas eglés).

3.3 —Resultados
Etapa de acondicionamiento del suelo

Los suelos acondicionados por plantas con agregdeloinoculo de hongos
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micorricicos (HM+) presentaron distinta cantidadedg@oras segun el nivel endofitico
de esas plantas (HE). Los suelos HE- tuvieron 33%%o% de esporas que los suelos
HE+ (42+4 vs. 333 espora3.ge sueloy’; = 39.9, P < 0.01). No se detectaron esporas
de hongos micorricicos en los suelos HM-.

La disponibilidad de N inorganico fue muy baja edds los tratamientos (<1.5 mg
N-nitrato.kg" de suelo; <0.4 mg N-amoniokgle suelo). La produccién de nitratos fue
afectada por el nivel endofitico de las plantas agendicionaron ese suelo aunque no
por el nivel micorricico. Esta fue mayor en losleséHE+ que en los suelos HE- tanto
después de 9 como de 22 dias de incubaciény{HE: 4.41, P = 0.03, Cuadro 3.1). En
cambio, la produccidon de amonio no mostro difernentre los suelos HE- y HE+, y
resultd ligeramente mayor en suelos HM+ que enHbs luego de tres dias de
incubacién (HM x Fecha?, = 14.1, P < 0.01).

Cuadro 3.1: Numero de esporas de hongos micorricicos, N-NO3 y NH," al inicio y después de
9 y 22 dias de incubacién del suelo acondicionado por plantas de L. multiflorum en simbiosis
(+) o no () con enddfitos (HE) y/o hongos micorricicos (HM). Letras distintas implican
diferencias significativas entre tratamientos para cada variable medida.

Historia Esporas Nitratos (mg.kg'1 suelo) Amonio (mg.kg'1 suelo)
HE HM (#.9" suelo) 9 dias 22 dias 9 dias 22 dias
HE- HM- 0 36(1l.1)a 7.5(0.6)a 1.3(0.5a 15(0.3)a
HE- HM+ 42 (4) a 44(0.8)a 80(.7)a 3.0(0.3)b 15(0.2)a
HE+ HM- 0 70(15b 9.0(1.1)b 12(0.3)a 12(0.3)a
HE+ HM+ 333) b 6.7(1.3)b 88(1.1)b 20(0.5b 0.9(0.2)a

Etapa de Respuesta

La inoculacién con rizobios duplicé el nimero deluios por planta (LRT, R =
25.7; P < 0.01, Fig. 3.3b). Ademaés, la nodulaciément6 en 60% en HM+ (LRT, %
= 3.7; P = 0.05, Fig. 3.3b) independientementendedl endofitico en las plantas que
acondicionaron ese suelo, que no afectd la nodulaci

El crecimiento de las plantas @erependue afectado por el nivel endofitico de las
plantas que acondicionaron el suelo y por la digplaad de rizobios. Se observd un
efecto positivo del suelo HE+ solo en los tratartenR-, mientras que en los
tratamientos R+ no fue detectado efecto alguno df@ud.2). En los suelos HE+, el
crecimiento de plantas R- fue similar al de las\fala R+ crecidas en cualquier suelo.
(Fig. 3.1). El crecimiento de las raices no fuect@i@o por los tratamientos (Cuadro
3.2).

La adquisicion de N por parte de las plantas (Big) deT. repensse asemej6 al
patrén observado en el crecimiento de las plaatasjue las diferencias en adquisicion
de N entre HE- y HE+ no result6 significativa (Crua@8.2). El N absorbido del suelo
fue generalmente similar en todos los tratamieriEbsivel micorricico de las plantas
que acondicionaron el suelo no mostro efecto exdpiisicion de N ni de la atmosfera
ni del suelo efM. repengCuadro 3.2).

La cantidad de N adquirido mediante fijacion atréash fue afectada por el nivel
endofitico de las plantas que acondicionaron dbsupor la disponibilidad de rizobios.
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Se observoé un efecto positivo de HE+ en las pldRtapero no en las plantas R+ (Fig.
3.2). Sin embargo, este incremento no fue sufieigrara alcanzar a los valores de
fijacion observados en las plantas R+. Como reduoltie estos efectos, el total de N
adquirido por las plantas aumento6 en situacionedtdedisponibilidad de rizobios solo

en los suelos HE- (Fig. 3.2).
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Figura 3.1: Produccion de biomasa (g, media + EE) aérea (barras blancas) y subterranea
(barras grises) de plantas de T. repens creciendo con baja (R-) o alta (R+) disponibilidad de
rizobios en suelos acondicionados por plantas de L. multiflorum libres (HE-) o asociadas (HE+)
a endofitos (panel izquierdo), no asociadas (HM-) o asociadas (HM+) a hongos micorricicos
(panel derecho). Letras distintas implican diferencias significativas entre los tratamientos dentro
de cada panel, para biomasa aérea (Tukey, P < 0.05).
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Figura 3.2: Nitrogeno (mg, media £ EE) obtenido de fijacion (barras blancas) y de absorcién del
suelo (barras grises) en plantas de T. repens creciendo con baja (R-) o alta (R+) disponibilidad
de rizobios en suelos acondicionados por plantas de L. multiflorum libres de endéfitos (HE-) o
asociadas a endofitos (HE+)(panel izquierdo), no asociadas (HM-) o asociadas (HM+) a hongos
micorricicos (panel derecho). Letras distintas encima de las columnas implican diferencias
significativas entre los tratamientos dentro de cada panel: A, B, C: total de N; x, y z: N de
fijacion; y a, b, c: N del suelo. (Tukey, P < 0.05).

La proporcion del N total que fue adquirido medgefijacion atmosférica fue mayor
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en plantas R+ (>80%), independientemente del nawelofitico en las plantas que
acondicionaron el suelo. Aunque en plantas R- feaan cuando estas crecieron en
suelos HE+ fue mayor que cuando crecieron en sy Fig. 3.3a). No se observd

diferencia entre plantas crecidas en suelos HM-M#HComo consecuencia de las
diferentes respuestas en nodulacion y en fijactarosférica de N, la cantidad de N
fijado por cada nodulo fue mayor y similar en todkas platas R+ y en las plantas
crecidas en suelos HE+. Notablemente, la cantiéad fijado por nédulo fue mayor en

suelo HM+ que en suelo HM- (Cuadro 3.2, Fig. 3.3c).
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Figura 3.3: (A) Nitrégeno fijado (%, media + EE), (B) nédulos (#.planta™, media + EE) y (C) N
fijlado por nédulo (mg.nédulo™, media + EE) en plantas de T. repens creciendo con baja (R-) o
alta (R+) disponibilidad de rizobios en suelos acondicionados por plantas de L. multiflorum
libres de endofitos (HE-) o asociadas a enddfitos (HE+) (panel izquierdo), no asociadas (HM-) o
asociadas (HM+) a hongos micorricicos (panel derecho). Letras diferentes (a, b, c; X, y)
implican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, P< 0.05).
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Cuadro 3.2: Significancia de los factores fijos de los modelos ajustados a las variables de la
etapa de respuesta determinada mediante la prueba del cociente de verosimilitud (LRT).

Biomasa N del

Aérea Biomasa N fijado suelo N fijado

(9) Subte (g) Nédulos N fijado (%) (mg) (mg) (mg.nod™)

gl. X P X P X P X P X P X P X2 P
HE 1 027 0.61 1.62 0.20 0.07 0.80 2.82 0.09 0.80 0.37 0.12 0.73 0.19 0.67
HM 1 0.15 0.69 0.08 0.77 3.82 0.04 092 0.34 0.17 0.68 3.91 0.05 23.1 <0.01
Rizobio 1 58.38 <0.01 14.84 <0.01 23.51 <0.01 5421 <0.01 66.51 <0.01 5.86 0.02 393.6 <0.01
HE*HM 1 0.87 0.35 1.94 0.16 0.03 0.86 3.40 0.07 244 0.12 0.72 0.40 1.78 0.18
HE*R 1 8.36 <0.01 143 0.23 0.08 0.78 5.70 0.02 6.59 0.01 0.89 0.35 7.30 0.01
HM*R 1 297 0.08 0.43 0.51 1.08 0.30 0.23 0.63 0.01 0.92 0.00 0.99 3.22  0.07
HE*HM*R 1 196 0.16 1.77 0.18 0.02 0.89 0.39 0.53 0.02 0.88 1.61 0.20 0.38 0.54

g.l: grados de liberta de la prueba de X . HE: nivel endofitico de las plantas de L. multifiorum, HM: nivel
micorricico de esas plantas. R: nivel de rizobios de las platnas de T. repens. P: valor P. nod.: nédulo. En
negrita se marcan los efectos significativos (p < 0.05).

3.4 — Discusion

Estos resultados demuestran que los procesos malientacion entre pastos y
leguminosas dependen de la interaccidon entre tlistiipos de simbiontes. Aunque se
rechaza la primera hipétesis que postula que lestadf de retroalimentacién del
endofito son mediados por cambios en las micorrsmacepta la segunda hipotesis que
postula que estos efectos dependen de la dispdaibitie rizobios. Los cambios en el
suelo inducidos por plantas micorricicas no afectan el crecimiento, ni la adquisicion
ni la fuente de N. En cambio los inducidos por fdarendofiticas incrementaron el
crecimiento y la fijacion de N, pero sdélo en plandeT. repenscon baja disponibilidad
de rizobios. Este es el primer estudio en el quevakia el efecto de retroalimentacion
de la simbiosis pasto-enddfito sobre plantas da especie en interaccion con otros
simbiontes especificos como los rizobios, o geistaal como los hongos micorricicos

Aunque no se observé un efecto de los hongos ngaaos, el crecimiento de las
plantas fue afectado por la presencia previa oahcte otros simbiontes en el sitio.
Frente a baja disponibilidad de rizobios, el swaondicionado por plantas endofiticas
generd un efecto positivo en el crecimiento deldgesminosas, alcanzando valores de
productividad similares al de las plantas en latamientos con alta disponibilidad. Este
incremento en el crecimiento estuvo acompafadondaumento en la cantidad de N
fijado por planta y por nodulo cuando plantas cafja kdisponibilidad de rizobios
crecieron en suelos acondicionados por plantas fiéieds. Las leguminosas son
capaces de regular la cantidad de N fijado por nadalo (Schulze 2004, Schuleeal.
2006). Asi, una mayor disponibilidad de C en lafas crecidas en los suelos en los
que previamente crecieron plantas asociadas a imsi@odria haber generado una
mayor fijacion por nédulo cuando la disponibilidd&lrizobios es limitante. Aln cuando
el suelo fue tindalizado, la nodulacion en plamtasinoculadas y la actividad de
microorganismos mineralizadores (Cuadro 3.1) indigaie la tindalizacion no fue
completa. Entonces, los cambios que el endofitedaden los microorganismos del
suelo, ya sea a través de mayor mineralizaciorad®edteria organica o a través de
cambios en otros microorganismos (p.ej. menor ideti/carga de patdogenos) pueden
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ser responsables de esta mayor disponibilidad el I&s leguminosas. Es decir, plantas
en mejores condiciones son capaces de demanday pré@veniente de fijacion a partir
de una menor cantidad de nddulos, aumentando stivefad (Schulzest al. 2006).

La interaccién entre distintos simbiontes aéreosupterraneos, especificos y
generalistas en los procesos de retroalimentamdnabia sido evaluada previamente.
En este estudio los efectos de retroalimentacidneddéfito no dependieron de los
hongos micorricicos aunque si de rizobios. Aquilemostro que la disponibilidad del
simbionte especifico es determinante en el efeetoettoalimentacion. De hecho, es
posible afirmar que los cambios en el suelo inchgigor las plantas endofiticas y la
alta disponibilidad de rizobios tienen efectos rethntes en el crecimiento de
leguminosas ya que el efecto de uno compensa enaagescasez del otro. El efecto
del enddfito en la retroalimentacion planta-sueda estudiado previamente y resultd
negativo para arboles, herbaceas, y gramineas dmidma y diferente especie
(Matthews y Clay 2001, Omaciet al. 2009, Rudgers y Orr 2009, Crippsal. 2013,
Aschehouget al. 2014), aunque fue positivo pafa repenssegun la especie de
graminea hospedante (Cripgtsal. 2013). En particular, las plantas delium perenne
con endofitos mostraron efectos de retroalimentapasitiva sobre el crecimiento de
repens(Crippset al. 2013). Segun nuestros resultados, la interacciénetsimbionte
especifico de la leguminosa puede determinar estdio de signo entre los distintos
trabajos.

En este capitulo se avanzo6 en identificar el pdpdbs distintos microorganismos
simbiontes en los procesos de retroalimentaciomtglsuelo. El resultado de la
retroalimentacion desde plantas endofiticas haeigurhinosas dependen de la
disponibilidad de rizobios. Los procesos de retmoahtacion aqui estudiados
involucran efectos de una generacion a la siguiesimeembargo, estos efectos también
podrian ser observados cuando las especies caexsteteractuar con procesos de
competencia (Casper y Castelli 2007) o de facibtaqRodriguez-Echeverriat al.
2013). En esos casos estos efectos positivos plainéas resultantes de la interaccion
entre simbiontes determinan mecanismos que fauwdaeck coexistencia sus
hospedantes (Callaway 1995).
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4.1 — Introduccién

Los microorganismos simbiontes de plantas afectartraaés de multiples
intermediarios las relaciones entre sus hospedantgsas plantas de la comunidad
(Douglas 2010). En general, su presencia en lastgdainduce mayor habilidad
competitiva e incrementa su crecimiento a travéasggurar la adquisicion de recursos
limitantes (simbionte proveedor, Thrat al. 2007) o de proteger a su hospedante de
antagonistas (simbionte protector, White y Torr88Q o de otros multiples efectos
sobre sus hospedantes (Newslwral. 1995, Cheplick y Faeth 2009). Sin embargo, los
microorganismos simbiontes pueden inducir efectositipos en la relacion entre
plantas generando mecanismos de complementarieddal facilitacion (Eisenhauer
2012, Hodge vy Fitter 2013). Los simbiontes puederducir efectos de
complementariedad al separar los distintos resiewarlos que se accede a un nutriente
o inducir efectos de facilitacion a través de dasrvias (Capitulos 2 y 3, Garcia Parisi
et al. 2014). Asi, aunque los efectos positivos “privddmbre sus hospedantes pueden
ser importantes y determinar la exclusion competitie las otras plantas (Clay 1990,
Rudgerset al. 2007), también puede desencadenar multiples nwuasique permiten
la coexistencia (Haynes 1980, Eisenhauer 2012).

Cuando varios simbiontes coexisten en una comunidgesencia de un simbionte
puede modificar el impacto del otro simbionte tastbre su hospedante como sobre la
vecina (Omacinet al. 2006, 2012). Por ejemplo, estudios previos deraasirque los
endofitos aéreos y hongos micorricicos arbusculpresden interactuar de manera
sinérgica (Larimeset al. 2012), antagonica (Liet al. 2011) o neutra con respecto al
crecimiento de un mismo hospedante (Omaetnal. 2006, Mack y Rudgers 2008),
dependiendo del contexto ambiental y del genotgsiohbionte y hospedante (Larimer
et al. 2010, Liuet al. 2011). El impacto de la coexistencia de simbioeteslistintos
hospedantes, y en particular el caso de los sirtdsoaspecificos de gramineas y
leguminosas, ha sido escasamente evaluado (Eerexts1998, Omacinet al. 2006,
2012). A pesar de que la coexistencia de simbiagrtdas plantas vecinas es altamente
probable (por ejemplo, Stanton 2003, Bonfante yaAB0609), los estudios sobre sus
efectos interactivos son raros (Baeeal.2012).

Las simbiosis pasto enddfito usualmente coexiste leosimbiosis leguminosa-
rizobios en comunidades herbaceas. En algunas ooessilas leguminosas son
desplazadas por el pasto y tienden a desaparagbe(and y Hoglund 1989, Stevens y
Hickey 1990, Véazquez-de-Aldanat al. 2013). Dos estudios con resultados
contradictorios muestran que los endoéfitos puedésttar la interaccion entre
leguminosas vecinas y bacterias fijadoras de Nnirds que Eerens y colaboradores
(1998) encontraron un efecto positivo sobre la famidn, Snell y Quigley (1993)
reportaron que las hojas de plantas endofiticad.aleim perennedisminuyen la
nodulacién de plantulas deérifolium subterraneum En cambio, en el capitulo 3
demostramos que la fijacion de nitrégeno incrementauelos donde crecieron plantas
endofiticas. En resumen, no esta claro si el furaiento de la simbiosis leguminosa-
rizobio puede verse afectada por la presenciarBfeo en el pasto vecindosibles
efectos positivos 0 negativos sobre el estableaitmie® el funcionamiento de los
rizobios podrian favorecer o perjudicar los efectescomplementariedad en el uso del
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N que permitirian la coexistencia de estas doscespeEn este sentido, tampoco se han
explorado los posibles efectos interactivos de rissgncia simultanea de rizobios y
endofitos sobre la dinamica del N y la productidig@imaria.

El objetivo de este capitulo es determinar (1)nebacto de la simbiosis pasto-
endofito sobre la simbiosis leguminosa-rizobio y Gapacidad de inducir
complementariedad en el uso del N y (2) las corgegas de la presencia simultanea
de ambos simbiontes para la dinamica de N y laymtdddad primaria. La hipotesis es
que los efectos del endofito sobre rizobios modificsu capacidad de inducir
complementariedad en el uso del N. Estos y otest@s$ interactivos de los simbiontes
sobre sus hospedantes inducen cambios en la macie competencia, modulando la
coexistencia de ambas simbiosis al potenciar efed® complementariedad y de
facilitacion.

4.2 —Materiales y métodos

Para contrastar estas hipoétesis, entre junio yenawie se realizO un experimento
manipulativo al aire libore en mesocosmos en el cagyperimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (3% °S3 58 ° 35' O). Al igual que en
el capitulo 2, cada mesocosmos (macetas de 0.30e rdidmetro y 0.20 m de
profundidad) consistié en cuatro plantas centrdée$rifolium repensrodeadas por un
vecindario formado por 16 plantda®lium multifforum El experimento presenté un
disefio factorial completamente aleatorizado confaiteres: el nivel de rizobios en las
plantas d€l. repengR+: alto nivel de rizobigR-: bajo nivel de rizobios) y el nivel de
endofitos en las plantas del vecindario (E-: plerda una poblacion con <10% de
individuos endofiticos y E+, plantas de una poldlacicon 95% de individuos
endofiticos). Cada mesocosmos fue repetido 6 v&sesste experimento, la herbivoria
aérea fue controlada manualmente o por productdsicps aplicados en el area
experimental (Babosil, Metaldehyde 3 %).

Cosechas y determinaciones

En el 6 y el 21 de octubre se cosecho la biomasa a®dr encima de los 7 cm de
todos los mesocosmos. Aunque es conocido el hezlgoiel las remociones de biomasa
pueden afectar a los simbiontes (Holkkal. 2004, Garcia Parigt al. 2012). En el 22
de noviembre, alrededor de floracién se cosecha lepthiomasa aérea de las plantas de
ambas especies. Esta cosecha final constituyo elé®08b de la biomasa acumulada
durante todo el periodo experimental. La biomassedoada se secOd en estufa a 60°
durante 48h, y fue luego pesada y molida. La pradaucde biomasa de las plantas
consistié en la acumulacién de los pesajes de imateca de cada una de las especies, y
la productividad primaria fue la acumulacion debiamasa producida por ambas
especies en cada mesocosmos. Las raices de las plattas del. repensde cada
mesocosmos fueron separadas cuidadosamente ydasp@n agua. La cantidad de
nddulos fue obtenida visualmente y dividida poradapestimar el nimero de nédulos
por planta.
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Adquisicion de N

La contribucién de la absorcién de N del sueloladijacion de N atmosférico al
total de N adquirido por las plantas se estimo leot@écnica de abundancia natural de
15N. Esta técnica se basa en el hecho de que la st isotopica N (%o) =
((°*N/Nimuestrd! (NA*Nestangary — 1) X1000] del N atmosférico difiere del N okitin
de la materia organica del suelo (Hogberg 1997)cdrecentracion de N y BN fue
determinada en muestras (0.7g de peso seco) deniadn aérea de las plantas de cada
especie usando un analizador elemental (NA1500p @ba Strumentazione, Milan)
en interfase con un espectrometro de masa dedel@mtopica (IRMS, por sus siglas
en inglés, Deltaplus, Finnigan MAT, Bremen, AlenaniLa precision del analisis
resulté 0.14 %o (DS)

La fraccion de N derivado de la fijacion de N atfédso (%N;) fue estimado
como:

%Nﬁj = (815Nplantaref— 815Nplantafij) / (815Nplantaref— B) (1)

donded™Npiana fij €S 1a8"°N de la muestra de tejido, B esdf@N de una planta cuya

provision de N dependa completamente de la fijad&mN atmosférico 3%15Np|ama ref€S

la 8°N de una planta no nodulada. Pararepens B se encuentra tipicamente en el
rango de -2 %o a -1 %o (Hogberg 1997). B no fue mediglectamente, pero se asumio
igual al minimo valor dé*°N observado en las muestras (-1.3 %o). Dado qupléesas
R- presentaron nodulacion EBéSNmamaref fue medida en cuatro plantas Terepenssin
rizobios cultivados en macetas adicionales conisihm substrato esterilizado una vez
mas (n=3).

Para detectar posibles transferencias de N fijadia deguminosa al pasto, se aplico
la ecuacion (1) a los datos tle multiflorum.En este caso, & Npjana fj €S 15N de
plantas deL. multiflorum crecidas en los mesocosmos, Y81aNpianta refes 128N de
plantas E- y E+ cultivadas en monocultivos (plamtaseferencia dé. multiflorum.
Estos monocultivos (6 mesocosos E- y 6 mesosoco&osn los que crecieron 20
plantas dd.. multiflorumen cada uno) se desarrollaron paralelamente ariexgnto y
bajo las mismas condiciones. Las plantas en loomutivos mostraron la misni™N
que las plantas de multiflorumen los mesocosmos (7.8 %o vs. 8.3 %o, P > 0.10ph Est
permite concluir que las plantas del pasto obtowiéoda su provision de N del suelo.

La fijacion de Natmosférico (g.planty en las plantas d& repensse estimé como
Fijacion de Natmosférico (g.plantade T. repeny= contenido de N (g)* %\ /100/
4 (2)

A nivel de mesocosmos, la adquisicién de N por eseecie (h\bng.mescosmay y
la contribucién del suelo a cada especig,{l.mescosmady y de la fijacion de N
atmosférico &. repengNs; g.mescosmaY se calculé como:

Ncont (g) = concentracion de N (%) * biomasa de lastalsufg) / 100 3)

Nabs(9) = Neont (9) * (100-%N;) / 100 4)

Niij (9) = Neont (9) * %Ny / 100 (5)
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Cuadro 4.1: Composicion isotdpica (5'°N) y porcentaje derivado de fijacion estimado (%Ns,) en
muestras de Trifolium y en plantas de referencia. Media + EE y (nimero de replicas).

5N (%) %NG; (%)
E- R- - 0.96 £ 0.09 (6) 97.7£0.75
E- R+ -0.71 £ 0.07 (6) 95.6 £ 0.58
E+ R- -0.29 £ 0.30 (6) 99.0 £ 0.58
E+ R+ - 0.65 £ 0.07 (6) 95,1 +0.50
referencia 10.58 £ 0.01 (3)

El contenido de N representa la adquisicion de N pantas deT. repensy L.
multiflorum desde el suelo y la atmésfera. El total de N emedocosmos integra la
adquisicion de N de ambas especies de plantas kiosasa aérea. La biomasa de las
plantas, la concentracion de N y 38N corresponden a muestras obtenidas en la
cosecha final (22 de noviembre) de manera de mtegrcrecimiento y la acumulacion
de N en tejidos aéreos entre el 21 de octubreg de noviembre.

Anéalisis estadisticos

El nimero de nddulos y la fijacidn de N atmosféandas planta$. repensel Nypsy
el contenido de N eh. multifforumy enT. repens el total de N en el sistema, la
produccion de biomasa dle multiflorumy deT. repensy la productividad primaria neta
aérea se analiz6 en modelos incluyendo dos facfijoss el nivel de asociacién con
rizobios deT. repeng(R) con dos niveles, y el nivel de asociacion eaddfitos en el
vecindario (E) con dos niveles. Los datos se asmaliz con modelos de efectos fijos
usando el software estadistico R (paquétes4 y nime Pinheiro y Bates 2000). El
namero de ndédulos por planta presentd distribugidissony se analizé utilizando
modelosimer aplicando la Prueba de Relacion de VerosimilituRBTLpor sus siglas en
inglés; paquetémed). Todas las otras variables presentaron distrilousiormal y se
analizaron con los modelos de minimos cuadradosrgkrados (gls, paquetémse).

4.3 —Resultados
Establecimiento y funcionamiento de la simbiosgsiieinosa-rizobio

La inoculacion con rizobios duplic tanto el nimeeonddulos (LRT, Ry = 11.19,
P < 0.001) como la cantidad de N fijado por plated. repengR: F 0= 11.79, P =
0.002, Fig. 4.1). El nivel de asociacién con ertdéfien las plantas del vecindario
también afectd el establecimiento de la simbiosggiininosa-rizobio: los vecindarios
E+ generaron una reducciéon del 33% y del 50% ewimero de nddulos en plantas R-
y R+ respectivamente, en comparacion con las gamecidas en vecindarios E- (LRT,
E:v%4=4.58, P = 0.03, R x B% = 0.68, P = 0.40; Fig. 4.1a). A pesar de ello daticlad
de N fijado enT. repenso difirié segun el tipo de vecindario (E:; &= 0.22, P = 0.64,
E x R: R.2= 0.42, P = 0.52, Fig. 4.1b).
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Figura 4.1: (a) Nodulos (namero por planta, media + EE) y (b) nitrégeno fijado (N fijado; mg por
planta de T. repens, media + EE) en plantas de T repens con bajo (R-) o alto (R+) nivel
simbiético de rizobios, rodeadas por plantas de L. multiflorum con bajo (E-) o alto (E+) nivel
endofitico. * y ** representan la significancia (P<0.05 and P<0.01, respectivamente) de los
factores endofito (E), rizobios (R) y la interaccion E x R

Dinamica del N

Los tratamientos no modificaron la fuente princigdalN de cada planta (Fig. 4.2).
La mayoria del N contenido en los tejidos aéreos$.dependue obtenido a través de
fijacion (Cuadro 4.1). Todo el N fijado {)J se encontro en los tejidos flerepensiado
que no se detectd transferencia dg Ncia plantas dé. multiflorum (i.e. no hubo
diferencias en 1&™N entre muestras de multiflorumobtenidos en los mesocosmos o
en los monocultivos, Fig. 4.2). En cambio, el Nab&lo del suelo (M9 se repartié
entre ambas especies de plantas pero la gran raggotie el 93 y el 98%) se encontro
en las plantas de multiflorumen todos los tratamientos (Fig. 4.2).

En ausencia de ambos simbiontes, la adquisiciomN dee similar entre ambas
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especies de plantas, indicando que la cantidadsd&u@l similar a la cantidad dea.N
(0.5 g.mesocosmds Fig. 4.2). En los tratamientos con alto nivelad®ciacion con
rizobios se duplicé la cantidad de N obtenida taaiofijacion (ver arriba) atmosférica
como por absorcion del suelo gy enT. repengR: 20 =19.79, P < 0.001, E:1lpp =
0.01, P = 0.92, R x E:1ko =0.01, P = 0.92) sin afectar la cantidad dgsNn L.
multifiorum EI nivel endofitico del vecindario incrementé aproximadamente 15% la
cantidad de NsporL. multiflorum(R: F15=0.07, P =0.79, E:1hg=6.01, P =0.02; R
X E: R,18 = 3.16, P = 0.1) sin afectar la;Nb la Nypsen T. repens Considerando el
sistema en su conjunto solo el nivel endofitica@esignificativamente la cantidad de
Nabs(R: Fr18= 1.56, P = 0.26, E:jhg= 6.32, P = 0.02; R x Eikg= 0.35, P = 0.79)
mientras que solo el nivel de rizobios determinédatidad de N total en la biomasa (R:
Fl,ZO: 11.36, P =0.003, EZ]_,E(): 0.01, P=0.90, R x E:]_Eo: 1.92,P= 018)

A
Nfij | N-fii _ INfij N-fif  _
. | N-suelo 2-81 \ ] ' N-suelo et

0.532 . 0.84%

E+

CONfij | Nem i = M

0.48° ~_ 0.96°

_ T,,-f,.ﬁ;ens — %////Mmﬁm

Figura 4.2: Nitrégeno absorbido del suelo (Nas, fleches negras) o fijado de la atmésfera (Ngy,
flechas blancas), dividido entre plantas de T. repens (cajas blancas) con bajo a alto nivel de
rizobios (R- o R+: cajas lisas o rayadas, respectivamente) y plantas de L. multiflorum (cajas
grises) con bajo o alto nivel endofitico (E- o E+: cajas lisas o rayadas, respectivamente). El
namero adentro de la caja o la flecha representa la cantidad (g.mesocosmos'l) de N en la
biomasa aérea. El ancho de la caja y la flecha son equivalentes a los valores absolutos. Letras
diferentes junto a los valores indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos.
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Producciéon de Biomasa por especie y productividadnpesocosmos.

El impacto que cada simbionte ejercio en la bion@sau hospedante determind
efectos aditivos en la productividad del mesocostos tratamientos con alto nivel de
rizobios (R+) duplicaron la produccion de biomasdas plantas d€. repengR: F 2=
16.66, P < 0.001; E: 1o = 0.11, P = 0.73, R x E:1p =0.17, P = 0.67, Fig. 4.3,
columnas blancas) mientras que los tratamientos alle nivel de endéfitos
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Figura 4.3: Produccion de biomasa (g.mesocosmos'l, media + EE) de T. repens (Trifolium,
columnas blancas) y L. multiflorum (Lolium, columnas grises) cuando las plantas de Trifolium
con bajo (R-) o alto (R+) nivel simbiotico de rizobios, crecieron rodeadas por plantas de Lolium
con bajo (E-) o alto (E+) nivel endofitico. * y ** representan la significancia (P < 0.05y P < 0.01,
respectivamente) de los factores enddfito (E), rizobios (R) y la interaccion E x R.

incrementaron la produccion de biomasa de las gdaeiéel. multiflorumalrededor de
un 16% (R: F£19=0.39, P = 0.54, E:jfo=15.32, P < 0.001, R X E3lp=0.01, P =
0.98; Fig. 4.3, columnas grises). Ni el nivel deobios enT. repensafectd la
produccion de biomasa én multiflorum (R: F 19=0.39, P = 0.54, E:1f¢=15.32, P <
0.001, R x E: F19 =0.01, P = 0.98), ni el nivel de asociacién conldditos enlL.
multiflorum afecto la produccion de biomasa erepengR: F 20 = 16.66, P < 0.001;
E: Floo=0.11, P = 0.73, R x E:1k =0.17, P = 0.67). Por lo tanto, la productividad
primaria result6 mayor cuando ambos simbiontesnsergraban en abundancia en el
mesocosmos (R:1fe= 10.76, P = 0.003, E:1fg=5.54, P=0.02, R X E1fo=0.01, P

= 0.91), aumentandola en aproximadamente un tetei®0+5 a 81+4 g.mesocosritos
(media % error estandar).
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4.4 —Discusion

Este es el primer estudio experimental que vinufaroductividad primaria aérea y
la dindmica del N con los efectos interactivos de tipos diferentes de simbiontes
microbianos que habitan los tejidos aéreos y sifiteos de plantas de coocurrentes.
Los resultados demuestran que los enddfitos deotejiaéreos de un pasth. (
multiflorum) puede afectar el establecimiento de la simbidsisna leguminosa vecina
(T. repen}¥ con bacterias fijadoras de nitrégeno, ya que itisyd el nUmero de nddulos
en sus raices. Curiosamente, este efecto del éma@firedujo los beneficios provistos
por los rizobios, al menos en términos de producdé biomasa vy fijacion de N. Del
mismo modo, dado que la simbiosis leguminosa-rizoloi modificod el efecto positivo
del enddfito en la produccion de biomasa y adguiside N del pasto, la coexistencia
de ambas interacciones simbidticas indujo compléanieaad entre las especies de
plantas, sin efectos antagonicos detectables sbfuacionamiento de este sistema.

La presencia del endofito redujo el establecimiel®da simbiosis entre rizobiosTy
repens Los mecanismos detras de este cambio en la reddlulpueden estar vinculados
a la exudacion de sustancias alelopaticas por plettepasto hospedante que podria
afectar la reacciones de reconocimiento entred&®s deT. repensy los rizobios. El
incremento observado en la cantidad de exudadasi@dns por el pasto hospedante y
sus consecuencias sobre las propiedades quimmagicas del suelo (Malinowslki
al. 1998, Steinkellnert al. 2007, Omaciniet al. 2012) son consistentes con esta
hipétesis. Hipdtesis relativas a los aleloquimit@s sido también sugeridas para
explicar el efecto de las plantas endofiticas ent&xaccion entre hongos micorricicos y
plantas no endofiticas (Omaciei al. 2006, Antunest al. 2008). De hecho, hasta el
momento, solo Novas y colaboradores (2011) evatuarefecto de los exudados en el
crecimiento de las hifas de hogos micorricicos.ébargo, otras hipétesis no pueden
ser descartadas. Por ejemplo, aunque el increnentel crecimiento en las plantas
endofiticas no redujo la produccion de biomasaaaéee la leguminosa puede haber
afectado su habilidad de formar nodulos al redlzciparticion de C hacia las raices
(Mortier et al.2012, Poorteret al.2012). En el futuro, seria crucial determinar $aes
disminucién en el ndmero de nédulos podria ocasiama disminucion en la
disponibilidad de propagulos de rizobio para lauigigte generacion de plantas
(Denison 2000, Simms y Taylor 2002), lo que podmnduso afectar la capacidad del
pasto de obtener provechos de los vecinos (ptejvés de transferencia de N fijado).

Con respecto a la hipotesis, el ensayo no fue cajmzdetectar un efecto
estadisticamente significativo ni en el funcionartvede la simbiosis leguminosa-
rizobio, ni en la fijacion de N atmosférico ni endroductividad d&. repensEntonces,
se rechaza la hipotesis de que el enddfito pueslgtaafla capacidad de rizobios de
inducir complementariedad entre las dos especi@snoConsecuencida coexistencia
de ambas simbiosis resultd en efectos aditivosaeraptura total de N y en la
productividad primaria de este sistema limitadoNerCada par hospedante-simbionte
funcioné como entidades independientes. Esto seritigipalmente debido a que las
plantas adquirieron su N de fuentes distintas: trasrque el pasto obtuvo todo su N del
suelo, la leguminosa obtuvo todo su N de la fija@étmosférica. Este uso diferencial de
los recursos entre pastos y leguminosas asociadael#os esta considerado (Hagh-
Jensen y Schjoerring 1997, Karpenstein-Machan gl@tagen 2000, Hodge y Fitter
2013). Aqui se demuestra que, aunque el endofctaaia nodulacion, este efecto no
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modifica la complementariedad en el uso del N qa¢umalmente ocurre entre
gramineas y leguminosas cuando las Ultimas estanadas a rizobios. Al igual que a
nivel de individuo (Larimeret al.2010, 2012) el resultado de la interaccion entresa
simbiontes puede ser modificado por el contexto iaméal. Para capturar la
complejidad y la dependencia de escala de ese&mationes entre componentes aéreos
y subterrdneos (van der Putteihal. 2009) son necesarios mas estudios para evaluar a
mayores escalas y frente a contextos ambientalegnativos los efectos de
complementariedad observados en este capitulo.

En conclusion, los resultados de este capituloriboryen al conocimiento de los
potenciales factores determinantes de la relacidsitipa entre biodiversidad y
funcionamiento del ecosistema, teniendo en cuemalag mecanismos asociados con
la dinamica del N son fundamentales en definirrizdpctividad vegetal en pastizales
limitados por N (Tilmanret al. 1997, Loreau y Hector 2001, Fornara y Tilman 2009,
Eisenhaueet al. 2012). Diversos estudios han unido la presencimigeoorganismos
simbiontes con procesos del ecosistema (van dgddtheiet al. 1998, Rudger®t al.
2004, Wagget al.2011). Este estudio, ademas de incluir la comg@djigue involucra
sistemas multisimbidticos con simbiontes aéreosultesraneos hospedados por
diferentes plantas coexistiendo, demostrd que tkrancion entre dos simbiontes de
plantas, los enddfitos y las bacterias fijadoradldBenen efectos aditivos en la captura
de N y en la productividad primaria, dos procesogartantes del funcionamiento del
ecosistema.
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5.1 - Introduccion

La competencia es considerada como la principatzéuestructuradora de las
comunidades vegetales (Grace y Tilman 1990, Agrastvahl. 2007) por ello, los
mecanismos que relajan la competencia entre plangasrmiten su existencia han
despertado gran interés en las ultimas décadadofHetcal. 1999, Loreau y Hector
2001, Loreatet al. 2001, Silvertown 2004, Agrawal al. 2007). Por ejemplo, algunas
caracteristicas de las plantas permiten que un eonisgourso limitante pueda ser
obtenido de fuentes espacialmente o temporalmestmtds o proceder de distintos
tipos de reservorios. Este uso complementario slesloursos reduce la competencia por
explotacion permitiendo una mayor adquisicién de dasmos (Tilmaret al. 2001).
Ademas, se ha observado que la presencia de umsa ptaiede incrementar le
disponibilidad de nutrientes para otra (p.ej. Ayeesl. 2007, Liet al. 2014a) lo que
constituye un mecanismo de facilitacion directa iawul por un intermediario abiotico.
Con respecto a los intermediarios biéticos, unatpl@uede modificar a una poblacién
de organismos antagénicos o benéficos que a suepezcuten en la otra planta (Fig.
1.1, Wootton 1994, Callaway 1995). El resultadmro estos cambios en los distintos
intermediarios es variable de modo que la comg@dijidn la que estan inmersas las
plantas condiciona el signo y la forma de inter&tci

Los microorganismos simbiontes modulan la formagele sus hospedantes se
relacionan con otras plantas dado que tienen nastigfectos en ellos que repercuten
en la comunidad y en el funcionamiento del ecasiateLa presencia de simbiontes
puede afectar a la interaccion planta-planta a&gae los distintos intermediarios por
los que se relacionan. Hasta hace muy poco sealgaa@ue un endosimbionte protector
podia modificar las relaciones entre plantas aégale su efecto sobre los herbivoros
del hospedante o de las plantas vecinas no hodpsd&tayet al. 2005, White y Torres
2010, Capitulo 2). En particular, no se conocidndéss en los que se evaluara si los
efectos sobre las vecinas pueden resultar posisvda proteccién es compartida o
extendida, o negativo, si la proteccion generadaesel hospedante no se transfiere
sino que incrementa la presién de herbivoros dalsrplantas no protegidas. A su vez,
un microorganismo proveedor accede a un reseregpecial de nutrientes al que otras
plantas no acceden y entonces la competencia p® mstrientes se disminuye
(Douglas 2010). Una planta vecina se veria peragdicsi el acceso al reservorio
especial potencia la posibilidad de las plantasbiititas de hacerse con los otros
recursos por los que compiten (Haynes 1980). Sibaego, la planta que no esta en
simbiosis con el proveedor también se veria beadfic al disponer de mayor
disponibilidad relativa del recurso en cuestione(tpiplanta simbiodtica libera al usar un
reservorio especial) o si el microorganismo tamliéeprovee a través de transferencia
de nutrientes (Ayrest al.2007).

La aproximaciéon experimental y el sistema de eetddiesta tesis permitieron poner
a prueba la hipotesis de que la presencia simaltdeeun simbionte proveedor y un
protector genera propiedades emergentes que hanefmto a las plantas hospedantes
como a plantas vecinas no-hospedantes y favoreceoexistencia. Cumpliendo con el
objetivo de esta tesis, se detectaron diferentss aritravés de las cuales la interacciéon
entre multiples simbiosis podria modular la relaceéntre plantas. Tanto simbiontes
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protectores y proveedores interactuaron afectadeldcion de las plantas hospedantes
y no hospedantes con los herbivoros y su captat@dmutrientes (Fig. 5.1). Dado que
los herbivoros y los nutrientes son los principafgsrmediarios en la relacion entre
plantas, la interaccion de los simbiontes sobreséstfectan los mecanismos de
coexistencia entre plantas. Por ello, el impacte@atia simbionte involucra el cambio
en la habilidad competitiva de su hospedante, deekbina y que ademas puede
depender de la disponibilidad del otro simbioniaaknente, los efectos emergentes de
la presencia simultdnea de simbiontes y hospedammstribuyeron a la
complementariedad y a la facilitacion, mecanismoe favorecen la coexistencia de
estas plantas en una comunidad, lo que permiteaadaphipotesis general. Esta tesis es
probablemente uno de los primeros casos en lossguevalla los mecanismos de
interaccion por los cuales la presencia de varimdisentes en distintos hospedantes
pueden favorecer su coexistencia.

Figura 5.1: Vias por las que los simbiontes de pastos y leguminosas afectaron la interaccién
entre sus hospedantes estudiadas en los distintos capitulos. Las llaves indican los flujos que
fueron afectados por cada simbionte (rojo y rayado: enddfito, azul y vacio: rizobio), y las llaves
azules y rojas cruzadas indican efectos interactivos de los simbiontes en ese flujo.

A continuacion se integran los principales resu$adue surgen de esta tesis en el
contexto del objetivo general, es decir se discldsrvias por las cuales los simbiontes
pueden afectar las relaciones entre plantas y metidoamiento del ecosistema.
Posteriormente se discuten cuales son los apogtessta tesis para el conocimiento.
Finalmente, se mencionan el posible impacto dedss tsobre nuevas hipétesis a ser
probadas en futuras investigaciones.
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5.2 —Vias por las que los simbiontes modifican lateraccion entre plantas
5.2 a- Proteccion contra antagonistas

Uno de los intermediarios bidticos mas importarfes intervienen en la relacion
entre plantas son los organismos antagonistastrg estos, los herbivoros revisten de
gran importancia dado que pueden determinar c@exist 0 exclusion de las especies
(Chesson 2000). En el capitulo 2 se evalu6 corpodsencia de un enddfito en un pasto
y rizobios en la leguminosa puede modificar laaiéla de las plantas con insectos
herbivoros (Garcia Parist al. 2014). Como era de esperarse, la presencia defitendo
protegio a la propia planta del ataque de inseétdsmas esta proteccidén se extendié a
la leguminosa vecina cuando esta era atractiva Iparansectos. Aunque el impacto
negativo del enddfito sobre los herbivoros es ampnte conocido, su efecto sobre la
herbivoria de plantas no- hospedantes no habigpséticamente estudiado (Lehtonen
et al.2005, Omacinget al.2009, Capitulo 2).

El simbionte proveedor de la leguminosa tambiénctafda respuesta de su
hospedante a la herbivoria. De hecho, la protecd@rendéfito sobre la leguminosa
solo se observo en situaciones con alta dispoddailde rizobios. Como el nitrégeno es
fundamental para los insectos, la presencia debiggocondiciona la necesidad de
proteccion de las leguminosas al ser mas prefepdaberbivoros (Kempet al. 2009,
Deanet al.2009). La proteccion conferida por el endéfito anphs vecinas en simbiosis
con rizobios constituye un mecanismo de facilitaqér el cual se podria incrementar
el éxito de la leguminosa y promover la coexistenl@ ambas especies en presencia de
herbivoros.

La proteccion frente a otros antagonistas, que itamds considerada un mecanismo
de facilitacion (Callaway 1995), podria explicaguatos efectos observados. Los efectos
positivos sobre el crecimiento de la leguminosaenlzglos en el capitulo 3 podrian
estar mediados en cambios sobre otros organismogjémplo, un efecto represor del
endofito en la carga o actividad de los patdégends @romocion de organismos
benéficos también podria incrementar el crecimieletéa leguminosa. En este sentido,
la presencia del endofito en la comunidad afedtes patogenos (Pérez 2014), y puede
determinar cambios en la composicion de la comanidmetal (Rudgers y Orr 2009).
Por otro lado, aumentos en la actividad o abundaseiorganismos que determinan la
disponibilidad de nutrientes (ver 5.2b), o de otroatualistas (por ejemplo otras
bacterias promotoras de crecimiento) podrian méaiglacion entre las plantas.

5.2-b Provisiéon de nutrientes

Los simbiontes proveedores permiten el acceso r@entds escasos 0 inaccesibles
(Douglas 2010). En los capitulos 3 y 4, el simk@omtoveedor tuvo un efecto positivo
muy importante en términos de fijacion de N, dade Iq alta disponibilidad de rizobios
incrementd la provision de N para las plantas hiepies. La separacion de fuentes de
las cuales se obtiene el N relaja la competendea-@specifica y puede favorecer la
coexistencia entre plantas (Haynes 1980, Hagh-denSxhjoerring 1997, Silvertown
2004, Fornara y Tilman 2009, Hodge y Fitter 2013).

Los simbiontes considerados protectores tambiédgrueondicionar la adquisicion
de nutrientes de sus hospedantes (Malinowski ysRgl2000). En este caso, los pastos
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asociados a enddfitos absorbieron mas N del s&@o4.2). Ademas, el endofito tuvo
efectos sobre la simbiosis entre leguminosas Yiogoaun cuando los hospedantes no
crecieron juntos. Las sefales dejadas por el éondéf el suelo incrementaron la
efectividad de los nddulos (Fig. 3.3), aumentaradfijacion cuando las plantas tenian
poca disponibilidad de rizobios (Fig. 3.2). Porootado, cuando crecian juntas, la
presencia de endofitos en el pasto no afect6 ladeahde N fijado aunque disminuyd la
nodulacion (Fig. 4.1 y 4.2). Nuevamente, un efalitinto a la funcién principal del
simbionte puede inducir cambios en las relaciomd® glantas, en este caso, a través
de la adquisicion de nutrientes.

Los cambios que el enddfito induce en las comumglagticrobianas del suelo
pueden condicionar la disponibilidad de nutrief@saciniet al. 2012). En el capitulo
3 se observo que el endofito incrementa la miregeibn potencial de N (Cuadro 3.1).
Anteriormente se habian observado cambios en Bigtdis reservorios de nutrientes
(Franzluebbergt al. 1999, Franzluebbers 2006), en las comunidadepaueipan en
la descomposicion y mineralizaciéon de nutrienteas@Set al. 2011, Bowatteet al.
2011, Igbalet al. 2013) y en dichos procesos (Franzlueble¢m=. 1999, Omacinet al.
2004, Franzluebbers 2006, Omagagtial. 2012). Estos cambios en la disponibilidad y
accesibilidad de los recursos constituyen otro men#o por el cual la presencia de este
simbionte puede permitir la coexistencia de sugpémantes al inducir facilitacion y
complementariedad en el uso de los recursos.

5.3 Contribuciones al estado del conocimiento

Los resultados de esta tesis contribuyen a la egi@lde las simbiosis, con
implicancias para la_ecologia de comunidades eergerA continuacion se describe
como el estudio de la coexistencia de dos simlsore funciones principales distintas
en interaccidon con sus dos hospedantemnos actores determiné el surgimiento de
efectos emergentes de su presencia simultaneanyitigedetectar mecanismos que
determinan la coexistencia de distintas especiggaitas en una comunidad.

5.3a- Efectos interactivos entre simbiosis

El avance de esta tesis para el conocimiento desitabiosis entre plantas y
microorganismos fue la deteccion de multiples efecesultantes de la interaccion entre
simbiontes en distintos hospedantes. Las simbedi® plantas y microorganismos se
encuentran ampliamente distribuidas en los ecosésdeterrestres (Roberts 2005,
Douglas 2010) y han sido ampliamente estudiadadedek punto de vista del par
hospedante-simbionte. En las ultimas décadas savaazado en entender que los
simbiontes tienen no solo una funcion principalosimultiples efectos en sus
hospedantes (Newshaet al. 1995, Thrallet al. 2007, Douglas 2010), y que pueden
propagarse a niveles jerarquicos superiores (Ornetcal. 2005, 2013, Hartley y Gange
2009, Kothamaset al. 2010). Ademas, recientemente se ha comenzado diagsél
papel interactivo de dos simbiontes cuando coexiste un mismo hospedante, cuyo
efecto puede resultar aditivo, sinérgico o antag®ncon magnitudes variables
dependiendo del contexto (Larimet al. 2010, 2012, 2014). En esta tesis se
corroboraron los efectos que los simbiontes tieswhre sus hospedantes, sobre otros
componentes del sistema, incluyendo otros simbéontel resultado de la interaccion
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entre ellos sobre la herbivoria, la adquisicioiNdeel crecimiento de las plantas.

Cuadro 5.1: Efectos independientes y dependientes de los simbiontes (en ausencia o
presencia del otro, respectivamente) sobre las distintas variables medidas en sus hospedantes
(fondo amarillo) o en las plantas no-hospedante (fondo celeste) de los distintos capitulos de
esta tesis. En las variables en las que la interaccion resultdé estadisticamente significativa (en
negrita) los efectos independientes fueron diferentes a los dependientes de los simbiontes.
Efecto Endofito  Efecto Rizobio
Indpte Dpte Indpte Dpte

Efectos
significativos

(en R-) (enR+) (enE-) (enE+)

Biomasa de Tr Aérea ExR + 0 + 0

Retroalimentacion o Fijado ExR + 0 + +
Nitrégeno

del suelo ExR 0 0 0 -

o, X en Tr ExR 0 + 0

Proteccién contra Herbivoros

enLlm E + + 0 0

. Tr R 0 0 + +
Biomasa

Lm E + + 0 0

Coexistencia T fijado R 0 0 + +

r
Nitrogeno del suelo R 0 0 + +
Lm Total E + + 0 0

Lm: el pasto L. multiflorum, Tr: la leguminosa T. repens. E: enddfito, R. Rizobios. + alto nivel
del simbionte, - bajo nivel del simbionte

La coexistencia de las simbiosis en una comunidaterg efectos interactivos y

aditivos sobre la proteccion contra herbivoroscrekimiento de las especies, y su
adquisicion de N (Cuadro 5.1). El efecto conjunédal coexistencia de dos simbiontes
puede resultar aditivo, cuando el mismo resultailaima la suma de los efectos
independientes de cada simbionte, o interactivasau es distinto (Morrist al. 2007).
La distribucion de los signos (+, 0 6 -, Cuadro) o&érmite observar el patrén de
sentidos de los efectos independientes (i.e. efiztan simbionte en ausencia del otro)
y dependientes (i.e. efecto de un simbionte erepees del otro) significativos de cada
simbionte para los principales parametros evaluadassta tesis (Cuadro 5.1).

Los efectos interactivos observados resultarorrgic@s en la proteccion contra la
herbivoria en la leguminosa, y redundantes en ¢aymcion de biomasa aérea y
adquisicién de nitrdgeno en plantasTdeepensreciendo en suelos acondicionados. En
primer lugar, existio un efecto interactivo sinémen la proteccion contra los afidos en
T. repensdado que los efectos dependientes son mayores aguéndependientes
(Cuadro 5.1, Fig. 2.1), es decir la proteccion gmeuando estan los dos simbiontes
presentes (Fig. 5.1). En segundo lugar, en canlbianteraccion en los efectos
resultantes de la retroalimentacion esta dada adalla de efectos aditivos (efectos
dependientes menores a los independientes, CuddrdEsto indica que podria existir
una superposicion o solapamiento en las funcioee®s dos simbiontes: las sefiales
dejadas por el endéfito en el suelo inducen crexsitoiy fijacion de N en plantas de
repensen condiciones de baja disponibilidad de rizobpesmitiendo que se alcance un
crecimiento similar al obtenido en situaciones ltke disponibilidad de rizobios.

Notablemente, cuando las plantas crecian juntda, prioduccién de biomasa de las
especies, ni los flujos de N fueron afectados amteramente por lo que el efecto
conjunto de los simbiontes fue aditivo. En est@chrs efectos independientes de cada
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simbionte son iguales a los dependientes (Cuadrp Be hecho, los simbiontes no
tuvieron efectos sobre las variables medidas selboéro hospedante. En consecuencia
se observo un efecto aditivo de la presencia séme#t de ambos simbiontes a nivel de
parche en la produccion de biomasa y en la capwité (Fig. 4.3).

R+

E+

E+R+

R+

A E+ Coexistencia
E+R+ Tr

R+

E+ Retroalimentacion

E+R+

Lm

N
]

Nitrégeno relativo al tratamiento R-E-
n

054" :
0.5 1 2 4

Biomasa relativo al tratamiento R-E-

Figura 5.2: Relacion entre las la produccion de biomasa aérea y la captura de N para las
plantas de L. multiflorum (m, Lm) y T. repens (Tr) creciendo en coexistencia (A) o en
retroalimentacion luego del pasto (V). La relacion entre las variables se muestran para los
efectos independientes de cada simbionte (es decir relativo al control sin simbionte) sobre su
hospedantes (amarillo lleno, R+ sobre T. repens, E+ sobre L. multiflorum) o sobre la planta no-
hospedante (celeste, vacio, R+ sobre L. multiflorum, E+ sobre T. repens) y para el efecto
conjunto de ambos (verde grande, E+R+ sobre ambas especies). Para comparar entre
experimentos, los valores expresados (media + DE) son relativos al control sin simbiontes por
lo que los efectos son significativos cuando son distintos de 1:1.

La produccion de biomasa de las especies estuvaehagionada a su captura de N,
tanto cuando la leguminosa crecio luego del pastmo cuando crecieron juntas (Fig.
5.2). En ambos casos, los efectos aditivos o ictigos observados en una variable
también se observan en la otra (Cuadro 5.1). Cuargmeron juntas, cada simbionte
afectd el crecimiento y adquisiciéon de N de su kdapte: el pasto solo fue afectado
significativamente por el enddfito, mientras qudeguminosa solo por rizobios (Fig.
4.3). Dado que cuando ambas plantas crecian enstm®ia solo se detectd efecto
significativo de su propio simbiontes, el efectmjooto se encuentra muy cercano al
efecto independiente del simbionte “significativd2n cambio, para la leguminosa
creciendo en retroalimentacion, tanto los endoftmsio los rizobios tuvieron efectos
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significativos, por lo que el efecto conjunto enbas variables se ubicd en una posicion
intermedia entre los efectos de cada simbionteo istica que el resultado de la
presencia simultanea de ambos simbiontes es siamgas efectos independientes (no a
su suma) lo que apoya la idea de la redundanciturd@ones de los simbiontes al
definir la produccion o la captura de N.

El logro de esta tesis fue incorporar esta congadjique involucra la presencia de
multiples simbiontes en la interaccion entre dgees de plantas. Como resultado, se
observaron entonces efectos emergentes interagtigas los efectos positivos de cada
simbionte sobre su hospedante no se verian afecthdoausencia de perjuicios, o la
aparicion de distintos beneficios demuestra que dfestos no son sdélo sobre el
hospedante y su habilidad competitiva, sino quengsactos a escala de parche sobre
otras especies deben ser considerados para pddedenel verdadero significado de la
presencia de uno o varios simbiontes en las coradagl(Douglas 2010, Hodge y Fitter
2013).

5.3 b Mecanismos de coexistencia entre plantas

Con respecto a la teoria ecologica general, loseamins relacionados con el
entendimiento de los mecanismos que permiten laisteacia de especies similares
yacen en el seno de la ecologia de comunidadesaafjet al. 2007). El desafio
consiste en entender que es lo que previene lais@ol competitiva y permite la
coexistencia de plantas. En esta tesis, en patjc# involucré a los microorganismos
simbiontes aéreos y subterraneos como moduladagegstbs mecanismos, y se
comprobé que ellos inducen principalmente efectos fhcilitacion y de
complementariedad en el uso de los recursos (Lorésector 2001).

En esta tesis se estudio coOmddailitacion entre plantas puede ser modulada por los
microorganismos simbiontes. La facilitacion es wocpso por el cual el crecimiento de
una planta “beneficiada” se ve favorecido por cambnducidos por la presencia de
otra planta “benefactora” (Callaway 1995). En paifir, se evalué el efecto modulador
del enddfito en el beneficio que su hospedanteuled@ proveer a la leguminosa.
Ademas, se evaluo el papel de la disponibilidadiz@bios como modulador de la
posibilidad de recibir estos efectos benéficoso Betdebid principalmente a que: (1) el
impacto de los rizobios modulando los efectos delaguminosa “benefactora” ha sido
ampliamente estudiado, y (2) los efectos positdelsendofito hacia plantas vecinas no
endofiticas han sido poco considerados (Omaatiral. 2005, 2006, 2013, Cheplick y
Faeth 2009).

El endofito puede inducir mecanismos de facilitacidesde el pasto hacia la
leguminosa a través de distintos mecanismos quaucran diferentes intermediarios.
Los mecanismos de facilitacion “directos” se damaaés de cambios en el ambiente
abidtico (incrementando la disponibilidad de unurso) mientras que los “indirectos”,
a través de cambios en el ambiente bidtico (elimdnacompetidores potenciales,
proveyendo proteccién contra herbivoros, promowendyanismos benéficos como
microorganismos del suelo u hongos micorricicodta@ay 1995). En primer lugar, en
el capitulo 2 vimos como la presencia de endéfitdgobios interactian protegiendo a
las plantas de trébol del ataque de afidos. Laepeain contra herbivoros es uno de los
mecanismos de facilitacion mas documentados en asuelspecies. Sin embargo,
aungue también habia sido detectada de pastosumilegsas (Harris y Brock 1972)
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nunca se habia evaluado el papel de los endéfitesta proteccion. En segundo lugar,
en el capitulo 3, se detectd que cambios indugidosel endofito sobre componentes
del suelo pueden afectar el crecimiento de la légosa. Aunque los hongos
micorricicos no mediaron el efecto del endoéfitoroet microorganismos del suelo
podrian hacerlo. El enddfito presenta numerososhiaen el ambiente subterraneo
(Omaciniet al. 2012) que podrian explicar este y otros efectogrbsglos sobre las
leguminosas (Crippet al. 2013). En resumen, en esta tesis detectamos damiit
desde el pasto hacia la leguminosa modulado pmrekencia de enddfitos y rizobios a
través de intermediarios aéreos y subterraneos.

El nitrogeno (N) es uno de los elementos mas lmésmen los ecosistemas terrestres
(LeBauer y Treseder 2008). La posibilidad de diftes especies de plantas de acceder
a distintos reservorios de N es un claro ejemplootieplementariedaden el uso de los
recursos y podria explicar su coexistencia y privddad (Loreau y Hector 2001,
Fornara y Tilman 2009, Eisenhauer 2012). En estdidee las leguminosas y su
asociacion con rizobios juegan un papel cruciah parcoexistencia de plantas y la
productividad primaria (Hooper y Dukes 2004). Enaunomunidad mixta las
leguminosas obtienen el N de la atmosfera miegjuasplantas no-fijadoras lo obtienen
del suelo (Karpenstein-Machan y Stuelpnagel 20B0Q)el capitulo 4 se demuestra que
las plantas con rizobios dependen de sus simbiantesdo crecen en competencia
interespecifica con el pasto. Los resultados imdipse las plantas de repensbtienen
mas del 90% de su N de fijacidon simbidtica cuan@een con el pasto, incluso en los
tratamientos de baja disponibilidad de rizobiosr¢zaParisit al.en prensa).

El papel de los simbiontes proveedores, en este dagizobios, en la relacion entre
plantas puede verse afectado por distintos elermatgbsistema. El tipo de suelo, la
disponibilidad de otros nutrientes y de otros oigrans como los hongos micorricicos,
los patégenos o descomponedores afectan el resulted la coexistencia de
leguminosas y pastos (Waggal. 2011, Haynes 1980, Eisenhauer 2012, Hodge vy Fitter
2013). Sin embargo nunca habia sido evaluado eddgtopde los simbiontes aéreos de
plantas vecinas sobre la complementariedad en eeldes N determinada por los
rizobios de leguminosas. Los enddfitos incremeptamecimiento de su hospedante, su
obtencion de nutrientes, inducen cambios en ebsubbhsta puede afectar la nodulacion
en la leguminosa (Cheplick y Faeth 2009, GarcissRatral. en prensa, Capitulo 3). Sin
embargo, los resultados indican que la capacidadlode rizobios de inducir
complementariedad en la obtencion de N no se \ataafe cuando crece junto a pastos
asociados a enddfitos (Fig. 4.2). Naturalmentepsottontextos, otras especies, otra
duracién del experimento podria modificar el remidt de la interaccion (Chamberlain
et al.2014).

Los microorganismos condicionan de diversas mang&asinteracciones entre
plantas y su productividad (van der Heijdetnal. 2008, van der Putteat al. 2001,
Wardle 2000, Wardleet al. 2004). La obtencion de nutrientes esta intimamente
relacionada con los microorganismos del suelo, ismés y no simbiontes; los
patogenos afectan negativamente a las plantas ifokiontes protectores evitan
efectos negativos de los antagonistas. Ademasxitdercia de efectos positivos y
negativos en las relaciones entre plantas se emmaumny ligada a sus interacciones con
las comunidades microbianas (Hodge y Fitter 20185 microorganismos pueden
mediar los procesos de facilitacion, como se di§cotas arriba y en los capitulos
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anteriores (Callaway 1995, Rodriguez-Echevegtial. 2013). La complementariedad
en el uso de nutrientes también puede en partendepeale los microorganismos
(Eisenhauer 2012). Entonces, los efectos que E#ags tienen sobre ellos repercuten
sobre la coexistencia y la productividad de lasifals (Bever 1997, Klironomos 2002,
van der Putteet al.2013).

En esta tesis estudiamos de que manera dos miarosmgps, simbiontes, uno aéreo
y otro subterraneo interactian para condicionao darproductividad y las relaciones
entre plantas. Esto resulta particularmente novetigendo en cuenta la incorporacion
del simbionte aéreo, con efectos sobre el subsisterterraneo y su retroalimentacion
sobre la productividad aérea de las plantas. Elelpa® los microorganismos
subterraneos ha sido ampliamente consideradofena@bnamiento de los ecosistemas.
Por ejemplo, Hodge y Fitter (2013) revisan el pagpellos microorganismos como
mediadores de la competencia entre plantas y tacasta de las comunidades. Sin
embargo, la revisibn se centra en los microorgamssrdel suelo (los hongos
micorricicos, los patdgenos del suelo, los fijadode nitrdgeno) y no incluyen .los
microorganismos aéreos. Del mismo modo, los estugli@ relacionan a la diversidad
microbiana con la productividad de plantas se mr&fien general a los microorganismos
del suelo (p.ej. van der Heijden al. 1998, Wagget al. 2011). Por ello, incorporar los
endofitos aéreos en estos estudios resulta un evpara entender el verdadero
significado de la microbiota en el funcionamiente lbs ecosistemas (Clay 1990,
Rudgerset al. 2004, Omaciniet al. 2006, Rodriguezt al. 2009). Considerar a las
interacciones dentro y entre subsistemas aéreabtersaneos, con las plantas como
integradoras de estos efectos permitird avanzat entendimiento de los ecosistemas
terrestres complejos (Wardle 2002, Wargli@al. 2004).

5.4— Perspectivas

Los resultados de esta tesis abren las puertasi@duinvestigaciones. En primer
lugar, una gran cantidad de preguntas surgen aderdé@s_mecanismos que subyacen
detras de los efectos observados en los capitulosegundo aspecto sobre el que es
posible conjeturar es acerca de la propagacionodeefectos interactivos de los
simbiontes a otros niveles de organizacion. Eretdugar es posible preguntarse como
varian nuestros resultados en otros contextoscb®&t abidticos y cual es la magnitud
de los mecanismos de facilitacion y de complemattad inducidos por simbiontes en
las comunidades naturales o manejadas. Y un cuarano en el que se puede
considerar los resultados de esta tesis es elatadme biodiversidad- funcionamiento.

A nivel de losmecanismos subyacentesurgen muchos interrogantes que pueden
ser probados. La impronta de volatiles de poblasaron alta incidencia de enddfitos
fue distinta a la de las plantas con baja incidedei endoéfitos, lo que se propone como
un mecanismo de proteccion hacia las plantas v@di@apitulo 2). Sin embargo el
proceso subyacente por el cual se ejerce la pidteao esta claro: ¢los volatiles de
multiflorum con enddfitos repelen los insectos, 0 su papehdiscir defensas en las
plantas deT. repensque actien generando la proteccion? ¢ Cual esaica de esta
proteccion en términos de distancia? ¢Cual espl e estos volatiles en la propia
proteccion de las plantas de multifiorum?Se sabe que los alcaloides producidos en
las plantas endofiticas tienen efectos toxicos fEgaherbivoros, pero ¢son estos los
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anicos responsables de la no preferencia de plarftatadas, o pueden también estar
involucrados los compuestos volatiles?

En el capitulo 3 se observaron efectos mediadoslmarelo sobre el crecimiento de
la leguminosa. ¢ Cudles son los intermediarios uoratos en los efectos observados?
¢Estan vinculados con otros microorganismos conso biacterias promotoras de
crecimiento 0 microorganismos patdgenos? ¢Qué piemel la mineralizacién del N
inducida por el enddfito al favorecer el crecimeede las leguminosas? ¢En qué otras
especies y contextos se pueden observar efectdarss® En el capitulo 4 se observo
que los efectos de la coexistencia entre las anetsultaron aditivos. Sin embargo, la
nodulacién se vio afectada por el endéfito aunie ro repercutié en cambios en la
fijacion de N o en el crecimiento. ¢Cual es el merao por el cual los enddfitos
disminuyen la nodulacion? ¢Puede estar vinculadola® compuestos volatiles y las
sefales inducidas por ellos en las planta$.depen® El estudio de estos mecanismos
supondrd un gran avance en comprender las relacipaiculares los simbiontes y
hospedantes y cuales son los caminos por los qienskes procesos observados.

Los efectos de los simbiontes sobre sus hospedasgwopagan a niveles
jerarquicos superiores afectando la estructura nciflmamiento de comunidades y
ecosistemas (Omaciet al. 2005, Kothamaset al. 2010). Estudiandose por separado se
ha visto que los enddfitos y los rizobios afectamponentes aéreos y subterraneos,
afectan otras plantas, los herbivoros y sus cormkuss. De esta forma, a escala de
comunidad la composicién y diversidad de las conmohes es afectada. A nivel de
ecosistema, tanto el nimero de niveles troficosoctoa procesos del ciclado de los
nutrientes y la productividad primaria son afectadésta tesis puede funcionar como
disparador para considerar los efectos interactieogarios simbiontes. En ese sentido
¢, Cémo se extiende la influencia de uno sobre lpggacion de los efectos del otro a
escalas superiores (Fig. 5.3)?

La contexto-dependenciade las interacciones representd un gran avanceaen |
ecologia de poblaciones y comunidades (BronsteBv, 18grawalet al. 2007). El
reconocer que un cambio en las condiciones bioticabioticas puede modificar el
signo de la interaccién entre dos poblaciones fugaradigma central de esta tesis.
Aunque es practicamente imposible considerar ttaogjes en los que puede cambiar
el contexto y afectar las interacciones, aqui secdrasiderado el papel de varios
intermediarios (herbivoros, simbiontes generalista@munidades microbianas del
suelo, recursos). Quedan por evaluar otros corgeptr ejemplo: ¢ COmo responden a
cambios en el nivel de nutrientes y de agua emabsa la presencia de herbivoros
generalistas o especificos, domésticos o no, tagua patdégenos y otros antagonistas,
e incluso a cambios en las temperaturas medias la eoncentracion de GGomo
efecto del cambio global? Se ha demostrado questagkios factores afectan
individualmente el resultado de las interaccionkEstp-plantay plantas-simbiontes.
Entonces ¢, pueden los simbiontes modular las atierzes entre plantas mediante esos
intermediarios 0 en respuesta a esos cambiosanleénte?
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Figura 5.3: Simbiosfera: area de influencia de la presencia y la interaccion de simbiontes a
distintos niveles de organizacién. Dentro del rombo se encuentras las poblaciones susceptibles
de ser afectadas. El efecto sobre estas poblaciones determinara cambios en los procesos
relativos al funcionamiento del ecosistema (vértices horizontales) y en atributos descriptivos de
la estructura de las comunidades y ecosistemas (veértices verticales).

En esta tesis detectamos mecanismos de compleiedatary de facilitacion que
podrian explicar l&oexistencia de especiegCual es el alcance de estos mecanismos
en las comunidades, en condiciones menos contsila@a este sentido, estudios
posteriores son necesarios para evaluar los eféetasomplementariedad a mayores
escalas y frente a contextos ambientales alteostdado que es importante capturar la
complejidad y la dependencia de escala de eseraationes entre componentes aéreos
y subterraneos (van der Putteh al. 2009). Incluir otras interacciones u otros
simbiontes puede inducir mas efectos de la compitariedad o facilitacion. Por
ejemplo, la herbivoria sobre el hospedante o slebcemunidad pueden ser afectados
tanto por el enddéfito, como demostramos en el gipft (Omaciniet al. 2001) o por
rizobios (Dearet al. 2009, Kempekt al. 2009), influyendocen las interacciones entre
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ambas especies. Ademas, los efectos observadas laatwdulacion podrian repercutir
negativamente en la cantidad de rizobios que giegara la siguiente generacién de
plantas, o que nuevamente determinaria otro ctmtex

Entender los mecanismos detras de la relacion ebioxliversidad vy
funcionamiento de los ecosistemass actualmente un tema de gran discusion en
ecologia. ¢ Pueden los efectos aditivos y no aditblservados aportar a la vinculacion
diversidad-funcionamiento? Esta relacion parecegseeralmente positiva y existen
tres hipotesis o0 mecanismos que la sustentan: flxtoe de complementariedad vy
facilitacion, y los efectos de muestreo (“sampligffect”). Con respecto a los dos
primeros ¢ pueden los mecanismos detectados ertesiacontribuir en este campo?
¢Actlan los mecanismos que determinan la coexiatelecgramineas y leguminosas
también entre otras especies? En ese sentidoaghespunto se sostiene el incremento
aditivo de la productividad o la captura de N? @especto al tercer mecanismo que
explica la relacién biodiversidad-funcionamientd “sampling effect” o efecto de
muestreo- también surgen preguntas. La hipotesiefdeto de muestreo dice que las
comunidades mas diversas son mas productivas perge#as aumenta la posibilidad
de encontrar a la especie mas productiva. Sin ggopan muchos trabajos anteriores
(ver Callaway 1995, por ejemplo) se ha demostragwdsencia de beneficios inducidos
por las plantas hacia el resto de la comunidacedta tesis en particular, demostramos
gue estos efectos podria inducirse por la presemtianicroorganismo simbionte.
Entonces, ¢ puede atribuirse el “efecto de muesire®blo a la especie mas productiva,
sino también a la especie mas altruista, o la qugacel simbionte que mas beneficia a
otras especies (i.e. comparte beneficios)? Siitabientes potencian los procesos del
ecosistema (Fig. 5.3), entonces su presencia ge plara entender la relacion entre
biodiversidad y funcionamiento.

5.5 — Conclusiones

Los microorganismos simbiontes de plantas estarliammgnte distribuidos en las
comunidades naturales y presentan multiples impaeio todos los niveles de
organizacion. A lo largo de esta tesis he demostlasl consecuencias que puede tener
la coexistencia de dos microorganismos simbionsgeaficos en la interaccion entre
sus hospedantes. Se evidencia que los hongos wsddeé pastos y los rizobios de
leguminosas pueden afectar interactivamente laaciogles de herbivoria de sus
hospedantes (Capitulo 2). Por otro lado, los casnleio el suelo inducidos por el
endofito afectan el crecimiento y la adquisicion wniatrientes de la leguminosa
dependiendo de la disponibilidad de rizobios (CQdpit3). Finalmente, cuando los
hospedantes crecen juntos el papel de cada sirebsmfire ellos es fundamental en
términos de productividad primaria neta y adquisiaile nutrientes (Capitulo 4). Como
consecuencia de estos procesos surgen ~mecanismos fadétacion |y
complementariedad en el uso de los recursos quiepuefectar la coexistencia de las
plantas. Esta tesis no solo aporta conocimientbseda importancia de la presencia de
multiples simbiosis en las comunidades sino quemadesugiere que deben ser
consideradas cuando se discuten temas de grantanpier para la ecologia como la
relacion entre diversidad y funcionamiento, los amEmos de coexistencia de especies
y las interacciones entre componentes aéreos grsaitos de los ecosistemas.
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