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RESUMEN

Los compuestos organicos volatiles de la simbiosis pasto-endéfito como un
mecanismo alternativo de defensa en el vecindario

Numerosas especies de pastos forrajeros establecen una simbiosis con endofitos foliares
asexuales del género Epichloé (Ascomycota, Clavicipitaceae). Esta simbiosis es
conocida como un mutualismo protector debido a la produccion de alcaloides por parte
del hongo, sin contemplar que éste también puede inducir otro tipo de defensas en el
hospedante. El objetivo general de mi tesis fue evaluar el impacto de la presencia de
enddfitos asexuales sobre la composicion y cantidad de compuestos organicos volatiles
(VOC) en parches de vegetacion dominados por una graminea hospedante a lo largo de
su ciclo de vida y dilucidar cual es el papel de estos cambios quimicos en la interaccion
entre las plantas y sus enemigos naturales. Trabajé con la simbiosis entre Lolium
multiflorum y Epichloé occultans. A través de una serie de experimentos a campo y en
invernaculo demostré que la presencia del hongo endéfito induce un aumento en la
emision de VOC en la planta hospedante, especialmente en las etapas tempranas de su
ciclo de vida. El principal componente de los VOC fue el (Z)-3-hexenyl acetato, un
volatil de hoja verde relacionado con la comunicacién planta-planta y las defensas.
Comprobé que estos cambios en el perfil de VOC de las plantas hospedantes dependian
ademas de si las plantas estaban asociadas con hongos formadores de micorrizas.
Evalué a los VOC inducidos como un mecanismo que podria proteger a las plantas de
las hormigas cortadoras de hojas. Encontré que las hormigas aprenden a rechazar a las
plantas con endéfitos y que el (Z)-3-hexenyl acetato afecta al hongo que cultivan en sus
jardines subterraneos. En conclusion, los endofitos foliares interactian con otros
simbiontes, dentro y fuera del hospedante, e inducen cambios en la produccién de VOC
en la graminea que pueden proteger tanto a las plantas simbioticas como a las vecinas
no simbidticas de sus enemigos.

Palabras clave: Simbiosis, endofitos, Epichloé, mutualismos, hormigas
cortadoras de hojas, Leucoagaricus gongylophorus, defensas inducidas, interacciones.
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ABSTRACT

Volatile organic compounds of grass-endophyte symbiosis as an alternative defense
mechanism in the neighborhood

Numerous species of forage grasses establish symbiosis with asexual foliar endophytes
of the genus Epichloé (Ascomycota, Clavicipitaceae). This symbiosis is known to be a
protective mutualism due to the production of alkaloids by the fungus, but its potential
to induce other types of defenses in the host grass is underrated. The general objective
of my thesis was to evaluate the impact of the presence of asexual endophytes on the
composition and quantity of volatile organic compounds (VOCs) in vegetation patches
dominated by a host grass throughout its life cycle and elucidate what the role of these
chemical changes may be in the interaction between plants and their natural enemies. |
worked with the symbiosis between Lolium multiflorum and Epichloé occultans.
Through a series of field and greenhouse experiments | demonstrated that the presence
of the endophytic fungus induces the emission of VOCs in the host plant, especially in
the early phases of its life cycle. The main component of the VOCs was (Z) -3-hexenyl
acetate, a green leaf volatile related with the plant-plant communication and defenses. |
also verified that these changes in the VOCs profile of the host plants depend on
whether the plants were symbiotically associated with arbuscular mycorrhizal fungi. |
evaluated this symbiosis-induced VOCs as a mechanism that could protect plants from
leaf-cutter ants. | found that these ants can learn to reject symbiotic plants after a few
days and that their cultivated fungus responds to (Z) -3-hexenyl acetate. In conclusion,
foliar endophytes of the genus Epichloé interact with other symbionts, inside and
outside the host, and induce changes in the production of VOCs in the grass, which can
protect symbiotic plants and non-symbiotic neighbors from their enemies.

Keywords: Symbiosis, endophyte, Epichloé, mutualism, leaf-cutter ants, Leucoagaricus
gongylophorus, induced defenses, interactions.



Capitulo 1

Introduccion general



1.1. La simbiosis pasto-endofito

Es un gran desafio para la ecologia identificar los mecanismos involucrados en la
estructuraciéon y en la dindmica de las comunidades. Sin embargo, s6lo recientemente
los mutualismos —y, en particular, las simbiosis— fueron reconocidos como
interacciones clave que modifican las relaciones de los organismos con su entorno
bidtico y abidtico (Kothamasi et al., 2010). Numerosas especies 0 grupos de especies de
gran interés humano obtienen nuevas capacidades y multiples beneficios de hongos y
bacterias con los que se asocian simbidticamente de forma natural (Hansen, 2017;
Thirkell et al., 2017; Garcia Parisi y Omacini, 2019). Segin como impactan en ciertas
caracteristicas de la planta hospedante, los simbiontes se pueden clasificar en
protectores (los que protegen de herbivoros o patdgenos) o en proveedores (los que
facilitan el acceso a diferentes nutrientes) (Thrall et al., 2007). Entre los primeros se
encuentran los hongos foliares del género Epichloé (Ascomycota, Clavicipitaceae)
denominados enddfitos defensivos o protectores (Rodriguez et al., 2009; Leuchtmann
etal., 2014). La infeccién con estos hongos no es contagiosa para las plantas vecinas,
dado que el micelio crece en la inflorescencia y en los espacios intersticiales de los
tejidos aéreos, y se transmite a la siguiente generacion sélo a través de las semillas
(Moon etal., 2000). Entre los simbiontes proveedores se encuentran los rizobios —
bacterias especificas de las leguminosas, capaces de fijar nitrdgeno atmosférico—
(Sprent, 2007) y los hongos micorricicos arbusculares (HMA), que se asocian con la
mayoria de las especies vegetales y aumentan su capacidad de absorber fosforo
(Johnson et al., 1997). Los HMA forman redes complejas que transportan nutrientes y
sefiales quimicas entre plantas de distintas especies, incluidas las que forman simbiosis
con los otros microorganismos (Van Der Heijden y Horton, 2009). Aunque las plantas

pueden establecer simbiosis con multiples microorganismos, de aqui en adelante



usaremos los términos plantas “simbidticas” o “no simbioticas” para referirnos a
aquellas que estan o no asociadas con endofitos del género Epichloé (Clay y Schardl,

2002; Schardl et al., 2007).

A la simbiosis pasto-endofito se la considera un mutualismo protector porque el
simbionte obtiene alimento del hospedante y constituye su Unico modo de dispersion,
mientras que, a cambio, le aumenta la resistencia al dafio por herbivoros (Clay y
Schardl, 2002) y por hongos patogenos (Pérez et al., 2016) (Figura 1.1). Se considera
que el perfil de alcaloides que producen las plantas simbidticas es el principal
determinante de que los herbivoros las eviten y prefieran a las plantas no simbidticas
(Schardl et al., 2007), aunque es complejo establecer la relevancia de un Unico atributo
sobre la interaccion planta-herbivoro (Rasmann y Agrawal, 2009). Varios estudios
muestran que la cantidad y el tipo de alcaloides producidos depende de los genotipos de
los integrantes y de las condiciones ambientales (Clay y Schardl, 2002). Mientras que
algunas asociaciones pasto-endofito producen alcaloides toxicos para el ganado como
los ergots e indol-diterpenos (Gallagher et al., 1981; Porter et al., 1981), otras producen
alcaloides que tienen efectos negativos sélo sobre algunos herbivoros invertebrados,
como las peraminas y las lolinas (Rowan y Gaynor, 1986; Bush etal., 1997; Clay y
Schardl, 2002). Una gran cantidad de gramineas nativas se asocian con endofitos
amigables para el ganado y podrian ser promovidas en sistemas pastoriles (lannone

etal., 2017; Mc Cargo et al., 2020; Vignale et al., 2020).

Es probable que el efecto protector de los distintos tipos de alcaloides sea menor
en las plantulas y mayor en las semillas de ciertas combinaciones de especies de
graminea y hongo endofito debido a que las semillas presentan mayor concentracién de
alcaloides (Tepaske et al., 1993; Repussard et al., 2014) y de micelio (Rasmussen et al.,

2007). A su vez, se observd que la herbivoria puede inducir la produccién de lolinas que



aumentan la proteccion en las plantas frente a otros herbivoros invertebrados (Bultman

et al., 2004; Sullivan et al., 2007).

Figura 1.1. Fotografia de macetas con plantas de Lolium multiflorum con alta (cinta
roja) y baja (cinta verde) frecuencia de infeccion con el endofito Epichloé occultans.
Se puede apreciar que las plantas simbioéticas, vistas por fuera, son completamente
indistinguibles a las no simbidticas. Arriba a la derecha se visualizan hifas de este
hongo en semillas de L. multiflorum. Fotos: Pablo Garcia Parisi y Mirta Rabadan.

La mayoria de los estudios no logran definir que los alcaloides son efectivamente
el mecanismo de proteccidn, sino que encuentran correlaciones entre la disminucién en
la herbivoria y la concentracién de alcaloides (Clay, 2014). Hasta donde sabemos, a la
fecha, el Unico trabajo que manipula de forma experimental la produccién de alcaloides

y evalla la respuesta de la herbivoria es el de Wilkinson y colaboradores (2000). Por un

lado, dado que son mdltiples los cambios morfologicos, quimicos y fisioldgicos que la



presencia del enddfito produce en el hospedante (White y Torres, 2010; Rasmussen
etal., 2012), podrian existir sinergismos o antagonismos entre diferentes tipos de
defensas, poco considerados (Rasmann y Agrawal, 2009). Por otra parte, se observo que
el material muerto de las plantas con endofitos (i.e., la broza) rdpidamente pierde los
alcaloides (Siegrist et al., 2010); sin embargo, este material puede reducir la herbivoria
de plantulas con y sin endofitos por hormigas cortadoras de hojas (Omacini et al.,
2009). Por esta razdn, hasta el momento no se determind cuéles son los cambios que
introduce el endofito en el hospedante que podrian explicar los efectos de la broza.
También se desconoce si hay otros mecanismos que podrian contribuir tanto a los
efectos directos como a los indirectos sobre los herbivoros (en este caso, a través de
reducir las visitas de vectores de patdgenos o de atraer a sus enemigos naturales)

(Omacini et al., 2001; Perez et al., 2017).

1.2. Compuestos organicos volatiles como mecanismo de defensa

Los principales mecanismos de defensa de las plantas contra los herbivoros y
patogenos son la resistencia (i.e., la capacidad de evitar o reducir la probabilidad de ser
comido o infectado) y la tolerancia (i.e., la habilidad de reducir el efecto negativo del
dafo) (Strauss y Agrawal, 1999; Tiffin, 2000; Strauss et al., 2002). Las plantas pueden
asignar recursos en simultaneo a diferentes tipos de defensas, aunque su importancia
relativa, en general, varia segin el estado ontogénico o el ambiente en el que se
desarrollan (Boege y Marquis, 2005; Barton y Koricheva, 2010). Los mecanismos de
resistencia pueden ser constitutivos —y, por lo tanto, manifestarse independientemente
de un estimulo externo— o inducidos, cuando se activan en respuesta a la presencia o el

ataque de los herbivoros (Karban et al., 1997; Agrawal, 1999; Dicke y Baldwin, 2010).



La produccion de compuestos organicos volatiles (VOC, del inglés volatile
organic compounds) es un mecanismo de defensa bien documentado como una defensa
tanto constitutiva como inducida por la herbivoria (Dicke y Baldwin, 2010). Sin
embargo, mas recientemente cobrd relevancia y se acumuld evidencia de que este
mecanismo también puede ser inducido por microorganismos (Ameye etal., 2017;
Sharifi etal., 2018). A su vez, los compuestos organicos volatiles pueden actuar en
forma directa como repelentes o toxicos para los herbivoros, o indirecta al actuar sobre
los simbiontes de las plantas o los enemigos naturales de los herbivoros (e.g.,

parasitoides y depredadores) (Heil, 2008).

1.3. VOC inducidos por microorganismos benéficos

Si bien la funcién de los VOC en las defensas de las plantas estd muy estudiada
(Dicke y Baldwin, 2010; Aartsma et al., 2017; Kessler, 2018), no esta tan claro como
este mecanismo interactda con la presencia de simbiontes mutualistas protectores. Se
han encontrado algunas diferencias en la cantidad y la composicién de VOC que emiten
diferentes especies de gramineas con enddéfitos del género Epichloé respecto de sus
pares no infectadas (Yue et al., 2001; Steinebrunner et al., 2008; Panka et al., 2013; Li
et al., 2014). Ademas, se encontraron diferencias en los VOC emitidos por raices de un
hibrido entre Festuca pratensis y Lolium perenne cuando estos pastos presentaban la
simbiosis con el endofito, haciendo a las plantas infectadas “menos visibles” para las
larvas de un depredador de raices (Rostas etal., 2015). Algunos estudios recientes
muestran que la presencia de otras interacciones simbiéticas puede modificar el perfil

de produccion de VOC de las plantas (Fontana et al., 2009).

1.4. Objetivo e hipdtesis general



El objetivo general de mi tesis fue evaluar el impacto de la presencia de endoéfitos
asexuales sobre la composicion y la cantidad de compuestos organicos volatiles en
parches de vegetacién dominados por una graminea hospedante a lo largo de su ciclo de
vida y dilucidar cudl es el papel de estos cambios quimicos en la interaccion entre las
plantas y los herbivoros. La hipdtesis general con la que trabajé postula que la
simbiosis induce la produccién de compuestos alternativos a los alcaloides y
relacionados con las defensas, en el estado de plantula y en el material muerto del
hospedante; y que estos confieren proteccién, tanto al hospedante como a plantas

vecinas no simbioticas.
1.5. Sistema de estudio

En mi trabajo utilicé como modelo de estudio a Lolium multiflorum, que es una
graminea exotica anual naturalizada en pastizales pampeanos y promovida como
forrajera invernal con su hongo endéfito, dado que esta asociacion no resulta toxica para
el ganado (De Battista, 2005). Lolium multiflorum Lam. (raigras anual, también llamado
raigras italiano) es un pasto anual invernal nativo del sur de Europa, que se distribuye

ampliamente en todo el mundo (CABI, https://www.cabi.org/isc/datasheet/31165,

consultado en noviembre de 2021). Epichloé occultans es un endéfito fangico que crece
naturalmente en el apoplasto de los tejidos aéreos de las plantas de Lolium multiflorum
(Moon et al., 2000; Leuchtmann et al., 2014). Se sabe que este hongo se transmite solo
de forma vertical, que no suprime la produccion de semillas de su hospedante (Moon et
al., 2000) y que produce Unicamente alcaloides no toxicos para el ganado (Sugawara
etal., 2006). Como L. multiflorum es una anual de invierno en pastizales templados

(Soriano, 1991), el hongo comparte un ciclo de vida comun con su planta hospedante.


https://www.cabi.org/isc/datasheet/31165

En estudios de largo plazo se detectd que esta especie de graminea persistié hasta
25 afios de sucesion post-agricola en campos de cultivo abandonados de la Pampa
Interior (Omacini etal., 2005; Tognetti et al., 2010). Estos estudios despertaron el
interés por los factores ecologicos que podrian determinar el éxito de L. multiflorum en
diferentes ecosistemas, asi como por su influencia en el atraso de la recuperacion de
especies nativas y en la invasion de otras especies exdéticas en pastizales sucesionales
(Tognetti et al., 2010; Tognetti y Chaneton, 2012). Experimentos a campo mostraron
que el endofito favorece el establecimiento del pasto en diferentes comunidades con
distintos estadios sucesionales en la Pampa Interior (Uchitel et al., 2011), al igual que su
capacidad invasora en pastizales pastoreados de la Pampa Deprimida (Casas et al.,
2016). En experimentos realizados en mesocosmos se demostrd que su asociacion
natural con el endéfito Epichloé occultans le confiere una mayor habilidad competitiva,
aunque disminuye su capacidad de obtener beneficios de otros simbiontes como de los

hongos formadores de micorrizas (Omacini et al., 2006).

La simbiosis entre L. multiflorum y E. occultans constituye el modelo ideal para
estudiar los efectos de la presencia de enddfitos sobre el perfil, la composicion y la
cantidad de los compuestos organicos volatiles que emite el hospedante y su broza, y
para incorporar este tipo de defensas antiherbivoro como posible mecanismo de defensa
para la planta hospedante y las plantas vecinas (Dicke y Baldwin, 2010; Holopainen y
Blande, 2013). Omacini y colaboradores (2001) detectaron que el &fido Rophalosiphum
padi es muy sensible a la presencia del endéfito en L. multiflorum y que los efectos
negativos sobre el crecimiento de la poblacion del primero se transmiten a sus
enemigos, modificando la tasa de ataque de parasitoides. Garcia Parisi y colaboradores
(2014) encontraron que la abundancia de &fidos en plantas de Trifolium repens

disminuye a medida que aumenta el nivel de infeccion con endofitos en las poblaciones



de Lolium multiflorum que las rodean. Por su parte, Pérez y colaboradores (2016)
encontraron que la simbiosis no sélo protege a las plantas hospedantes contra patégenos
del suelo, sino que, ademas, disminuye el ataque de patdgenos sobre pastos vecinos sin
endofito. Estos estudios incluyen mediciones de los perfiles de VOC de plantas con
diferente infeccion; si bien las herramientas usadas para la medicion no permiten
identificar los compuestos involucrados (i.e., nariz electronica), sugieren que estos
volatiles podrian ser responsables de la respuesta de los herbivoros y patdégenos (Garcia

Parisi et al., 2014; Perez et al., 2017).

Como modelo de herbivoro trabajamos con hormigas cortadoras de hojas. Se
Ilama asi a dos géneros, Atta y Acromyrmex (Figura 1.2a), que pertenecen a la tribu
Attini (Formicidae) y se distribuyen Gnicamente en el continente americano (Cherrett et
al., 1989; Holldobler y Wilson, 1990). Estos herbivoros polifagos presentan preferencia
por los materiales vegetales que seleccionan para alimentar al hongo que cultivan en sus
jardines subterraneos (Leucoagaricus gongylophorus) (Figura 1.2b) (Saverschek et al.,
2010). La asociacién simbi6tica de estas hormigas con el hongo consiste en que éstas
cortan material vegetal fresco que brindan como sustrato para alimentar al hongo
(Cherret et al., 1989) mientras que éste produce una estructura denominada goniglidias
(Martin y Martin, 1970) de la que se alimentan la reina y las larvas (Holldobler y
Wilson, 1990). Se comprob6 que estas hormigas rechazan plantas, antes aceptadas, si
son dafiinas para el hongo. A este fenébmeno se lo conoce como “rechazo demorado” e
involucra aprendizaje por parte de los insectos (Herz et al., 2008; Saverschek y Roces,
2011). Se hallaron respuestas de estos insectos a los VOC inducidos por herbivoria en
plantas de Vitis vinifera spp. vinifera y de Phaseolus lunatus, lo que sugiere que podrian
estar vinculados con el aprendizaje antes mencionado (Kost et al., 2011; Thiele et al.,

2014).
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) b)

Figura 1.2. Fotografias de a) las hormigas cortadoras de hoja Acromyrmex ambiguus
y b) de su hongo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Se sabe que la presencia de hongos enddfitos en las plantas modifica ciertas
interacciones entre las hormigas cortadoras y su hongo simbionte, y los cambios en su
preferencia (Van Bael et al., 2009, 2012; Estrada et al., 2015). En particular se sabe
poco sobre la relacién de las hormigas cortadoras con los hongos endofitos asexuales de
los pastos, que son menos “promiscuos” que los presentes en las dicotiledéneas y que
no presentan transmision horizontal (razén por la cual su éxito ecoldgico estd mas
ligado con su capacidad de transmitirse a las semillas y con el éxito de su hospedante
(Gundel et al., 2008)). Tibbets y Faeth (1999) estudiaron la relacion entre dos especies
de Festuca, con sus respectivos hongos enddéfitos, y una especie de hormigas cortadoras
(Acromyrmex versicolor), y encontraron que, si bien las hormigas no prefirieron entre
las plantas con y sin end6fito para ambas especies, hubo un claro efecto negativo de la
presencia del endofito en una de las especies sobre las colonias de hormigas. Cabe
destacar que en estos experimentos no se tuvo en cuenta el posible aprendizaje de estos

insectos en el mediano-largo plazo (“rechazo demorado”).



11

1.6. Objetivos especificos y estructura de la tesis

Los objetivos especificos de mi tesis fueron:

1. Identificar y cuantificar los VOC emitidos por parches de plantas de Lolium
multiflorum con niveles contrastantes de infeccion con Epichloé occultans (1.1) en
diferentes momentos de su ciclo de vida (i.e., plantulas, pre-reproductivo, reproductivo
y después de la muerte) y (1.2) determinar el impacto de otras interacciones, como la
simbiosis con hongos micorricicos arbusculares y la herbivoria (defoliacién), sobre los
cambios que induce el enddfito en el perfil de VOC. Estos objetivos seran desarrollados
en los capitulos 2 y 3 (Figura 1.2).

2. Determinar (2.1) si existe un antagonismo entre los hongos Epichloé occultans y
Leucoagaricus gonglyophorus que determina un rechazo demorado de las plantas
simbidticas y (2.2) si los VOC producidos por la simbiosis entre Epichloé occultans y
Lolium multiflorum constituyen el mecanismo por el cual se inhibiria el crecimiento del
simbionte de las hormigas cortadoras de hojas. Estos objetivos seran desarrollados en el

capitulo 4 (Figura 1.2).
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Figura 1.3. Esquema resumido con la relacion entre los objetivos especificos y los
capitulos de la tesis.

1.7. Caracteristicas comunes de las aproximaciones experimentales

Todos los afios se generaron semillas con alta y baja frecuencia de infeccidn con
el enddfito (de aqui en méas, E+ y E-, respectivamente) a partir de semillas de L.
multiflorum provenientes de una poblacidn que presenta naturalmente una frecuencia de
infeccion de entre 85y 95% (i.e., de 100 semillas, entre 85 y 95 tienen enddfito). Estas
semillas se cosecharon en un pastizal pampeano sucesional en un campo experimental
de la Universidad de Buenos Aires (Estancia San Claudio, Pdo. de Carlos Casares,
provincia de Buenos Aires, 34°06° S - 60°25” O). Las semillas de L. multiflorum E- se
obtuvieron eliminando al enddfito de una parte de las cosechadas con un fungicida
sistémico antes de la siembra, tal como se realiz6 en estudios previos (ver detalles en
Omacini et al., 2004). Las semillas cosechadas y las tratadas se sembraron todos los
afios en parcelas de 1 m?, separadas por un borde de 30 cm, en el jardin experimental de

la Facultad de Agronomia de la UBA (FAUBA). Luego de que las plantas completaran
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su ciclo de vida, se cosecharon las semillas producidas; el objetivo fue usar en los
experimentos semillas producidas por plantas de una misma poblacion con y sin
endofitos, cultivadas en las mismas condiciones ambientales. Para conocer la frecuencia
de infeccidn de las semillas E+ y E- antes de usarlas en los experimentos, se observaron
al microscopio 30 semillas tefiidas con rosa de bengala (Bacon y White Jr., 1994). Se
comprobo la presencia/ausencia de hifas del endéfito en cada semilla. Si bien en cada
capitulo se indica la frecuencia de infeccion, en términos generales fue mayor a 90% y

menor al 8% para las semillas E+ y E-, respectivamente.



Capitulo 2

La presencia de Epichloé occultans modifica los VOC emitidos por
Lolium multiflorum en diferentes momentos de su ciclo de vida

* Fiorenza, J.E., Fernandez, P.C., Omacini, M. 2021. Z-3-Hexenylacetate emissions
induced by the endophyte Epichloé occultans at different levels of defoliation during
the host plant’s life cycle. Fungal Ecology 49: 101015.

14
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2.1. Introduccién

Los microorganismos simbiontes son reguladores clave del metabolismo del
organismo que los hospeda (Dupont et al., 2015; Grunseich et al., 2020). Un modelo
ideal para estudiar las interacciones benéficas entre plantas y hongos es la asociacion
entre los pastos C3 de zonas templadas y los hongos asexuales del género Epichloé
(Ascomycota, Clavicipitaceae) (Rodriguez et al., 2009; Leuchtmann et al., 2014). Esta
simbiosis es considerada un mutualismo protector o defensivo porque el simbionte
obtiene carbohidratos de la planta y, a cambio, le confiere al hospedante resistencia
frente a herbivoros (Clay y Schardl, 2002; Tian et al., 2008; White y Torres, 2010;
Panka et al., 2013; Clay, 2014; Bastias et al., 2017). En general, los herbivoros tienen
un mejor éxito ecolégico en plantas no simbidticas (Siegel etal., 1990; Bush et al.,
1997). Como se menciond en el capitulo anterior, se considera que los alcaloides
fangicos presentes en las plantas simbioticas son el principal determinante de que los
herbivoros las eviten y del éxito de las plantas (Clay y Schardl, 2002; Schardl et al.,
2007). Sin embargo, dado que los endofitos producen muchos cambios morfoldgicos,
quimicos y fisiologicos en el hospedante (Rasmussen et al., 2009, 2012; White y Torres,
2010; Dupont et al., 2015; Bastias et al., 2017), otros mecanismos podrian estar
involucrados en la proteccion de las plantas frente a herbivoros y patégenos (Rasmann 'y

Agrawal, 2009).

Existen al menos tres efectos de la simbiosis pasto-endéfito sobre la interaccion
entre plantas simbioticas y otros miembros de la comunidad que no pueden explicarse
s6lo por la produccién de alcaloides fangicos (Siegrist et al., 2010; Bastias et al., 2017).
En primer lugar, el endéfito contribuye a una mayor defensa indirecta de las plantas al
atraer a los enemigos naturales de los herbivoros (Omacini et al., 2001). Considerando

gue no entraron en contacto con alcaloides en la planta hospedante, Fuchs y Krauss
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(2018) sugieren que los endofitos del género Epichloé pueden modificar la emision de
VOC de la planta hospedante, contribuyendo a la respuesta de enemigos naturales en las
plantas simbioticas (e.g., el aumento en las tasas de parasitismo en é&fidos). Se
comprobd que existe proteccion por asociacion frente a herbivoros mediada por la
presencia de plantas endofiticas en el vecindario (Garcia Parisi etal., 2014).
Paralelamente, algunos experimentos sugieren que estos endofitos no sélo protegen a
las plantas hospedantes contra los patégenos del suelo al disminuir su incidencia, sino
también protegen a las plantulas de gramineas no simbidticas que crecen cerca de
plantas simbidticas de L. multiflorum (Pérez etal., 2016). Por ultimo, también se
documento la proteccion por asociacion frente a herbivoros en plantulas, mediada por
los tejidos muertos de plantas simbidticas (Omacini et al., 2009), mientras que se asume

que la hojarasca del hospedante pierde rapidamente sus alcaloides (Siegrist et al., 2010).

Si bien el rol de los VOC en las defensas de las plantas en respuesta a la
herbivoria estd muy estudiado (Dicke etal., 2009; Unsicker etal., 2009; Dicke y
Baldwin, 2010), no esté claro como la presencia de simbiontes microbianos dentro de
los tejidos del hospedante afecta esta respuesta. Los VOC que sintetizan las plantas
pueden actuar sobre los herbivoros de forma directa (i.e., repelentes o toxicos) o sobre
sus enemigos naturales de manera indirecta (e.g., parasitoides y depredadores) (Kessler,
2001; Heil, 2004, 2008). Existen diferentes ejemplos de simbiontes de plantas que
modifican el perfil de VOC que emite su hospedante. Schausberger y colaboradores
(2012) encontraron una mayor emision de los compuestos f-ocimeno y B-cariofileno en
hojas dafiadas de Phaseolus vulgaris cuando sus raices eran colonizadas por hongos
micorricicos arbusculares. Ballhorn y colaboradores (2013) encontraron un patrén
similar con la misma especie de planta, pero con otro tipo de simbionte: la inoculacion

con rizobios aumento la produccion de VOC en plantas rociadas con acido jasmoénico
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(simulando herbivoria). También se encontraron algunas diferencias en la cantidad y la
composicion de los VOC emitidos por diferentes asociaciones pasto-Epichloé, en
comparacion con sus conespecificas no simbidticas. En estos casos, el cambio en el
perfil de VOC dependié en gran medida de las especies que conformaban la asociacion
(Yue etal.,, 2001; Steinebrunner etal., 2008; Panka etal., 2013; Li etal., 2014,

Qawasmeh et al., 2015).

El objetivo de este capitulo fue caracterizar el perfil de VOC que inducen la
defoliacion y la simbiosis pasto-endofito, abarcando todo el ciclo de vida de la planta
hospedante y de su simbionte asexual. Se realizd un experimento a campo con parches
de vegetacion dominados por plantas de L. multiflorum con niveles contrastantes de
infeccion con el enddfito Epichloé occultans y de dafio mecénico. La hipotesis
planteada postula que la presencia del simbionte cambia la emisién de VOC de las
plantas hospedantes, aunque sus efectos pueden depender de la fase fenoldgica en la que
éstas se encuentren y de la respuesta inducida por el dafio. Teniendo en cuenta que la
importancia relativa de las defensas inducidas en las plantas herbaceas disminuye a lo
largo de su ciclo de vida (Barton y Koricheva, 2010), se esperaba que la infeccion con
el endd6fito aumentase la emision de VOC en etapas fenoldgicas méas tempranas, y que

este incremento fuera mayor en plantas dafiadas.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Disefio experimental

Entre abril y diciembre de 2017 realizamos un experimento al aire libre en un campo
experimental de la FAUBA, Argentina. Creamos doce parcelas pareadas de 1 m?2
separadas por un borde de 30 cm (los bordes siempre se cortaron al menos quince dias
antes de las recolecciones de VOC). El 25 de abril sembramos en cada parcela

aproximadamente 1.500 semillas E+ o E- y luego las subdividimos en dos partes iguales
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(i.e., dos subparcelas de 0,5 x 1 m?; total=24 subparcelas). Simulamos la defoliacion
aplicando un dafio mecanico, al azar, en una subparcela por parcela. El dafio se realizd
cortando con unas tijeras las hojas de las plantas a 20 cm de altura. Realizamos este
procedimiento en cuatro fases fenoldgicas diferentes del ciclo de vida de la planta:
plantula, vegetativa, reproductiva y muerto en pie (Figura 2.1). Consideramos que las
parcelas se encontraban en aquellas fases cuando mas del 60% de las plantas de cada
parcela lo habian alcanzado. En la fase de muerto en pie hubo semillas en las espigas, y
representaron 8,4%+3,2% (mediaxzSE) de la biomasa envuelta en las bolsas para
recoleccion de volatiles. Al final de la fase reproductiva recolectamos semillas de todas
las subparcelas y evaluamos la frecuencia de infeccion. Sélo consideramos como E- a
aquellas parcelas con una frecuencia de infeccion <25% y como E+ a aquellas >90%. Si
bien el umbral de 25% para las parcelas E- puede parecer alto, hay que tener en cuenta
que este ensayo se realizé a campo y sin eliminar las semillas en el banco del suelo, que
incluyen a L. multiflorum y que, como mencionamos antes, tiene mas éxito ecoldgico
asociado al enddéfito. Las subparcelas que estaban fuera de estos rangos no se incluyeron
en el analisis (7 en total). La presencia de herbivoros y de patégenos se evalud de forma
periodica, pero no se registré ningln dafio significativo en las plantas durante todo el

experimento.
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Figura 2.1. Fases del ciclo de vida de las plantas durante las cuales medimos los VOC
en un experimento a campo a escala de parche: A) plantula, B) vegetativa, C)
reproductiva y D) muerto en pie. En cada subparcela, una muestra de cincuenta
macollos fue envuelta en una bolsa para horno de PET para la recoleccion de VOC en
cada fase fenoldgica. La densidad de plantas era de ~300 plantas/m?. E- y E+ indican
dos frecuencias contrastantes de infeccion con el enddfito en las semillas sembradas en
las parcelas de 1 m? (0% y 93%, respectivamente) y las tijeras representan la subparcela
sobre la que se aplico el dafio por defoliacion.

2.2.2. Coleccion de VOC y analisis quimico

Las colecciones de VOC comenzaron 5 minutos después del dafio mecéanico en
cada subparcela. En cada subparcela envolvimos cincuenta macollos en una bolsa de
polietileno (PET) para horno (6 litros de capacidad) y por medio de una bomba las
ventilamos con aire filtrado con carbon activado a una velocidad constante de 0,5
L/minuto durante 1 hora a fin de evitar la condensacion en las bolsas (ver Figura 2.1D).
El aire, succionado por la bomba, pasé a través de un tubo de vidrio de borosilicato de
3” de largo y 1/4” de diametro exterior, y que contenia 20 mg de absorbente HayeSep

Q, que funcion6 como trampa de recoleccion de volatiles. Utilizamos bolsas vacias
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(bolsas para horno sin plantas dentro) como blanco para controlar la presencia de
contaminantes. Las fechas de recoleccién de VOC fueron el 30 de agosto, el 6 de
octubre, el 11 de noviembre y el 28 de noviembre para plantulas, vegetativa,
reproductiva y muerto en pie, respectivamente. Eluimos los VOC de las trampas con
150 pL de diclorometano que contenia 4,9 ng/ul de heptil butirato (Sigma Aldrich) que
utilizamos como estandar interno. Para el analisis empleamos un cromatdgrafo gaseoso
Agilent 7890A acoplado a un espectrometro de masas Agilent 5977 (GC-MS). Se
utilizé una columna capilar Agilent J&W HP-5 MS (fenilmetilsiloxano al 5%, 30 m x
0,25 mm de d.i. x 0,25 um de espesor). Inyectamos las muestras (1 uL) a 240 °C en
modo splitless. Utilizamos helio como gas carrier a 0,7 mL por minuto (presion de
entrada: 20,48 kPa). La temperatura de la columna se mantuvo a 35 °C durante 1
minuto y luego se incremento a una velocidad de 10 °C por minuto hasta que alcanz6

230 °C. Finalmente, la temperatura se mantuvo a 230 °C durante 15 minutos.

Identificamos los compuestos comparando los espectros de masas con los de una
biblioteca de espectros de masas NIST. Comparamos el tiempo de retencion del (2)-3-
hexenil acetato con un estdndar comercial (Sigma Aldrich). Realizamos la
cuantificacion relacionando las areas de los picos con las del patron interno.
Expresamos la cantidad como la masa equivalente al estdndar interno después de restar
los valores de los blancos. Sélo consideramos compuestos que pudieran ser de origen

vegetal o fungico y que tuvieran una constancia superior al 5% de las muestras.

2.2.3. Andlisis estadistico

Realizamos andlisis estadisticos sobre la emision total de VOC y sobre el
compuesto (Z)-3-hexenil acetato (en adelante, Z3-HAC). Llevamos a cabo los analisis a
través de modelos lineales generalizados con efectos mixtos (GLMM, por sus siglas en

inglés) realizados en el software estadistico R (Version 3.4.1). Pusimos a prueba las
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diferencias en las emisiones entre los tratamientos utilizando GLMM con distribucion
lognormal y logaritmo como funcion de enlace para la emision total de VOC, y con
distribucion “Tweedie” y logaritmo como funcion de enlace para el Z3-HAC.
Colocamos la infeccién con enddfito (1), el dafio (D), la fase fenoldgica (P) y sus
interacciones como efectos fijos; y como efectos aleatorios especificamos el
anidamiento correspondiente al disefio en parcelas divididas y a las medidas repetidas.
La infeccion con el endofito fue el factor principal, a nivel de parcela y el dafio fue el
factor subordinado, a nivel de subparcela. Evaluamos los efectos de cada factor y sus
interacciones (I1*D; I*P; D*P; 1*D*P) sobre la emision de VOC utilizando cocientes de
verosimilitud con el estadistico Chi cuadrado (Zuur et al. 2009). Construimos los
modelos utilizando la funcién gImmTMB, en el paquete gimmTMB (Brooks et al.
2017) y la funcion Ime, en el paquete nime (Pinheiro et al. 2019). Realizamos
comparaciones multiples entre los tratamientos con la prueba post hoc Tukey HSD
utilizando el paquete Ismeans (Lenth 2016). Excluimos la fase de muerto en pie de los

analisis porque no encontramos VOC en esta fase.

2.3. Resultados
El nivel de infeccién con el endéfito (I, P=0,0449) y el dafio (D, P=0,0078)

alteraron la emisién total de compuestos organicos volatiles (VOC) de las plantas de L.
multiflorum (Figura 2.2 a 'y b). En cambio, la fase fenoldgica no alterd la emisién total
de VOC (P, P=0,1515) (Figura 2.2c). Ni la interaccion triple (I*P*D, P=0,4909) ni las
interacciones dobles con el dafio fueron estadisticamente significativas (D*1, P=0,7148;
P*D, P=0,4137), aunque si encontramos una interaccion marginalmente significativa
entre la infeccion con el enddfito y la fase fenoldgica (1*P, P=0,0563). No detectamos

VOC en la fase de muerto en pie.
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Figura 2.2. Media (zerror estandar) de las emisiones de VOC totales (ng*g1*PS*hora™)
de parcelas con: A) baja (E-) y alta (E+) frecuencia de infeccion con el enddéfito, B)
plantas dafiadas y no dafiadas, donde “dafiadas” se refiere a las plantas defoliadas, y C)
plantas en diferentes fases fenoldgicas (ver Figura 2.1). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (*=P<0,05; **=P<0,01).

Identificamos un total de seis VOC emitidos por las plantas de L. multiflorum a
lo largo de su ciclo de vida (Cuadro 2.1). El volatil de hoja verde Z3-HAC apareci6 en
el 80,4% de las muestras recolectadas en las parcelas, abarcando las fases de plantula,
vegetativo y reproductivo. Los otros cinco compuestos solo se detectaron en menos del
35% de las muestras de cada tratamiento, en su mayoria asociados a la fase
reproductiva. Sin embargo, dado que no pudimos identificar estos compuestos menores

con certeza, el resto del analisis se centré en el Z3-HAC. Este compuesto fue el VOC

méas constante y dominante de aquellos recolectados en parcelas con plantas vivas,
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independientemente de su nivel de infeccion con el endofito o el dafio que tuviesen,
representando el 87,4+3,6% (mediatEE) de la emision total de volatiles en las muestras

en las que aparecio (Cuadro 2.1, Figura 1 Apéndice).

Con respecto a la emision de Z3-HAC, la triple interaccion entre la infeccion con el
endofito, el dafio y la fase fenoldgica no fue estadisticamente significativa (I*D*P,
P=0,8416). Las interacciones entre el dafio y la fase fenoldgica y el dafio y la infeccion
endofita no fueron estadisticamente significativas (D*P, P=0,919 y D*I, P=0,122,
respectivamente). Tampoco encontramos un efecto significativo del dafio mecéanico

sobre la emision de Z3-HAC para todas las fases fenoldgicas (D, P=0,1730).

Encontramos una interaccion significativa entre la infeccion con el endéfito y la
fase fenologica; mientras que las parcelas E- no cambiaron su emision de Z3-HAC a lo
largo del ciclo de vida de las plantas, las parcelas E+ mostraron niveles de emision mas
altos en las fases de plantula y vegetativa que en la fase reproductiva (1*P, P=0,002,
Figura 2.3). La emision media de Z3-HAC de las parcelas E+ disminuy6 en un 63%
desde la fase vegetativa a la reproductiva, alcanzando niveles de emision similares a los

de las parcelas E-.
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Figura 2.3. Media (terror estandar) de las emisiones del volatil de hoja verde (Z)-3-
hexenyl acetato (ng*g'*PS*hora) de parcelas con baja (E-) y alta (E+) frecuencia de
infeccion con el enddfito y plantas en diferentes fases fenoldgicas (ver Figura 2.1).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05; Tukey
HSD).
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Cuadro 2.1. Porcentaje de VOC (mediazEE) colectados de muestras (50 macollos) de parcelas dominadas por plantas dafiadas y no dafiadas de
L. multiflorum con baja (E-) y alta (E+) frecuencia de infeccion con el endofito. Los resultados muestran la emision de plantas en distintas fases
fenologicas (P: plantula, V: vegetativo, R: reproductivo y M: muerto en pie). EI nimero de muestras en las cuales cada compuesto aparecio se

indica entre paréntesis. (TR: Tiempo de retencion).

Enddfito

Dafio

Fase fenolégica
(2)-3-Hexenil, acetato
Aromaético desconocido

Poli aromético

desconocido
Acetamida desconocida

Poli aromatico

desconocido

Derivado del Indol

TR

10.2

19.4

22.1

23.4

23.9

Parcelas E-

Parcelas E+

Dafadas (n=3)

No dafiadas (n=4)

Dafiadas (n=5)

No dafiadas (n=5)

P \Y

100£0 (2) 1000 (3)

R
88+ 0 (2)

167 (3)

1435 (3)

1045 (3)

2(1)

P v
100:0 (3)  88+8 (2)
25 (1)

R M P \%

70+7 (3) 10020 (5) 97+1 (5)

14+4 (3)

100 (1) - - 1(1)
49 (1) - - 11(1)

R
53+7 (4)

63+26 (2)

14- (1)

3744 (2)

1416 (2)

16+1 (3)

P \% R

100£0 (5) 1000 (3) 569 (4)

- - 17 (1)

= = 39 (1)

- - 23 (1)

= = 18 (1)

39+17 (2)
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2.4. Discusion

Hasta donde sabemos, este estudio proporciona la primera evidencia experimental
en condiciones de campo del impacto de la infeccidn con endofitos del género Epichloé
en la produccion de VOC durante el ciclo de vida completo de la planta hospedante y
del simbionte asexual. Encontramos que la simbiosis con el endofito Epichloé occultans
y el dafio mecanico aumentaron las emisiones totales de VOC de Lolium multiflorum.
En nuestras condiciones experimentales, el principal componente de la mezcla de VOC
de las plantas L. multiflorum fue el volatil de hoja verde Z3-HAC. Esto coincide con los
resultados reportados por Yue y colaboradores (2001), quienes encontraron que este
compuesto era el mas abundante en plantas no dafiadas de festuca alta (Schedonorus
arundinaceus), significando el 77% y 89% del total de las emisiones de volatiles de las
plantas E- y E+, respectivamente. Para el Z3-HAC no encontramos un efecto
significativo del dafio mecéanico que aplicamos, aunque la infeccion con el enddéfito
indujo un aumento en la emisién de este compuesto en las fases fenoldgicas tempranas
del ciclo de vida de las plantas. Entonces, si el Z3-HAC funciona como un mecanismo
de defensa inducida directa o indirecta (Scala et al., 2013; Fuchs y Krauss, 2018), seria
mas importante durante las fases en las que la concentracion de alcaloides y de micelio
fangico son las méas bajas (di Menna y Waller, 1986; Tepaske et al., 1993; Spiering
et al., 2005; Repussard et al., 2014; Fuchs etal., 2017). Sin embargo, para referirnos
estrictamente a una resistencia o defensa inducida (Karban y Myers, 1989), deberiamos
investigar si los cambios en la emision de este volatil afectan la preferencia de los
herbivoros y aumentan el éxito reproductivo de las plantas simbidticas sobre las no
simbioticas.

El Z3-HAC es un volatil de hoja verde que deriva de la via de la hidroperédxido

liasa de la ruta metabodlica de las oxilipinas que es especifica de las plantas (Matsui,
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2006). Encontramos niveles de emision de Z3-HAC similares a los reportados para
otras especies C3 como trigo, festucas, cebada y avena (Yue et al., 2001; Piesik et al.,
2010; Panka et al., 2013; Li et al., 2014; Qawasmeh et al., 2015). Si bien no se reportd
previamente en Lolium multiflorum, es uno de los pocos volatiles que emite Lolium
perenne en asociacion con Epichloé festucae var. lolii (Panka et al., 2013). Tipicamente,
la emision de volatiles de hoja verde se relaciona con la respuesta de las plantas al dafio,
més alla de si ese dafio se realiza de forma mecénica, por insectos masticadores o
fitosuccivoros, o por microorganismos patégenos (Scala etal., 2013; Ameye et al.,
2017). El Z3-HAC fue encontrado, entre otros compuestos, en tres especies de cereales
(trigo, avena, y cebada) infectadas con hongos patogenos del género Fusarium (Piesik
et al., 2010; Wenda-Piesik et al., 2010). Este compuesto también indujo el priming de
defensas en plantas de trigo (Ameye et al., 2015). Se reportaron aumentos en la emision
de Z3-HAC en otras simbiosis planta-hongo benéficas (e.g., entre Plantago lanceolata y
el hongo micorricico arbuscular Glomus intraradices) en niveles similares a los que

encontramos en nuestro trabajo (Fontana et al., 2009).

Nuestros resultados pueden ayudar a explicar los dos tipos de proteccion por
asociacion que brindan las plantas simbioticas de L. multiflorum con Epichloé occultans
a plantas vecinas no simbidticas, que no pueden ser explicados per se por la presencia
de alcaloides fungicos (Garcia Parisi et al., 2014; Pérez et al., 2016). En primer lugar, el
Z3-HAC podria estar involucrado en la proteccion inducida por el enddéfito frente a
patogenos fungicos. Perez y colaboradores (2017) propusieron que la presencia del
enddfito disminuia las visitas de vectores del patdgeno Claviceps purpurea, alterando el
perfil de emision de VOC de las plantas simbioticas. Otro mecanismo podria ser un
efecto negativo directo de los VOC producidos por estas plantas sobre el crecimiento

del patogeno; por ejemplo se observo que el Z3-HAC disminuye el crecimiento del
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micelio del hongo patégeno Fusarium oxysporum (Quintana-Rodriguez et al., 2018).
Nuestros resultados apoyan ambas hipotesis, dado que no son mutuamente excluyentes.
En segundo lugar, las emisiones de Z3-HAC de plantas simbiéticas podrian explicar la
proteccion por asociacion contra herbivoros conferida a plantas no simbiéticas de
Trifolium repens (Garcia Parisi et al., 2014). Se reportd que los endofitos del género
Epichloé pueden fortalecer la inmunidad de las plantas al promover respuestas de
defensas enddgenas mediadas por el acido jasmonico (Bastias et al., 2017). Ademas,
esta fitohormona estimula la emision de volatiles de hoja verde, incluido el Z3-HAC
(Hopke et al., 1994; Boland et al., 1995). También resulta interesante que el Z3-HAC
haya sido sefialado como inductor de la expresion de genes de defensa contra
herbivoros en plantas vecinas al inducir la sintesis de acido jasmonico (Engelberth

etal., 2004; Hu et al., 2019).

Encontramos un efecto del dafio mecanico en la emision total de VOC de las
plantas de L. multiflorum independientemente de la infeccion con el endofito o de la
fase fenoldgica en la que se encontraran las plantas. Pero, sorprendentemente, para el
Z3-HAC no encontramos un efecto significativo del dafio mecanico. Este compuesto es
un volatil de hoja verde, un grupo de compuestos que las plantas suelen liberar después
de la destruccion de sus tejidos (Matsui, 2006). Sin embargo, se sabe que el dafio
mecanico no produce en las plantas exactamente el mismo efecto que aquel causado por
el ataque de herbivoros o patdgenos, en especial porque estos diferentes tipos de dafio
activan diferentes rutas metabolicas de defensa en las plantas (Pieterse etal., 2009;
Bastias etal., 2017). Por ejemplo, en un metaanalisis reciente se demostro que la
cantidad de volatiles de hoja verde que emiten las plantas depende del tipo de dafio
producido. Las emisiones de las plantas infectadas por hongos son mayores que las de

aquellas dafiadas mecanicamente (Ameye et al., 2017).
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En conclusion, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la importancia
relativa de las defensas inducidas y constitutivas varia en funcion de la fase fenoldgica
en la que se encuentren las plantas y de las condiciones ambientales (Boege y Marquis,
2005; Barton y Koricheva, 2010). El volétil de hoja verde Z3-HAC es, por lejos, el
compuesto con la mayor concentracion de los que emite esta simbiosis pasto-endéfito
en condiciones de campo. Su emision vario a lo largo del ciclo de vida comun del
hongo y la planta hospedante. Inducido por el endéfito, pero producido por la planta
durante las fases vegetativas, el Z3-HAC podria jugar un rol clave en la proteccién por
asociacion frente a herbivoros y frente a patégenos flngicos en plantas vecinas no

simbidticas (Pérez et al., 2016, Garcia Parisi et al., 2014, Hu et al., 2019).



Capitulo 3

Cambios en la emisidn de volatiles cuando un simbionte fungico aéreo
y otro subterraneo comparten al mismo hospedante

30
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3.1. Introduccion

Las plantas establecen relaciones simbidticas simultdneamente con
microorganismos tan diferentes como bacterias, endofitos aéreos y endofitos radicales,
entre otros (Hardoim et al., 2015; Compant et al., 2016). Mas alla de que las simbiosis
generan multiples cambios en el metabolismo del hospedante (Schliemann et al., 2008;
Dupont et al., 2015; Rivero et al., 2015; Shtark et al., 2021), cada una es conocida por
un tipo de beneficio particular que le brinda el simbionte a la planta hospedante (e.g.,
proteccion contra herbivoros [endéfitos aéreos del género Epichlog], fijacion de
nitrégeno atmosférico [rizobacterias] o mayor absorcion de fosforo del suelo [hongos
micorricicos arbusculares (HMA]) (Johnson et al., 1997; Clay y Schardl, 2002; Sprent,
2007). La presencia simultanea de dos o mas simbiontes en la misma planta puede
inducir efectos aditivos o interactivos (sinergias o antagonismos) en los beneficios que
la planta obtiene de estos microorganismos (Garcia Parisi y Omacini, 2019). Existen
pocos estudios en los que se evalla la presencia de hongos micorricicos y endofiticos, y
se enfocan principalmente en aspectos relacionados con el crecimiento y la produccion

de semillas de la planta hospedante (Larimer et al., 2012).

Un rasgo de las plantas que podria ser alterado por la presencia de diferentes
microorganismos simbi6ticos es la emision de compuestos organicos volatiles (VOC)
debido a cambios tanto en la composicion como en la cantidad emitida (Sharifi et al.,
2018). Las plantas producen VOC en respuesta a una amplia variedad de estimulos; por
ejemplo, como respuesta al dafio causado por herbivoros (Dicke y Baldwin, 2010), a
ataques de patogenos (Piesik etal., 2010; Wenda-Piesik et al., 2010; Ameye et al.,
2017), o la presencia de microorganismos benéficos (Fontana et al., 2009; Ballhorn
etal., 2013; Fiorenza et al., 2021). Es muy complejo reconocer el rol de los VOC, al

igual que la via por la cual generan proteccion. Los VOC pueden funcionar como
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repelentes de herbivoros (i.e., defensas directas [De Moraes etal., 2001; Kessler,
2001]), como atrayentes de enemigos naturales de los herbivoros o defensas indirectas
(Kost y Heil, 2006); o bien pueden participar de la comunicacion planta-planta (Sharifi
y Ryu, 2021), induciendo la produccion de defensas (priming) en plantas vecinas

(Engelberth et al., 2004; Hu et al., 2019).

Existe evidencia de que diferentes grupos de simbiontes benéficos podrian afectar
la emision de VOC en dicotiledoneas y gramineas. Por ejemplo, se encontrd que
Phaseolus vulgaris emitia una mayor cantidad de VOC cuando las plantas eran
colonizadas por HMA (Schausberger et al., 2012) o por rizobios (Ballhorn et al., 2013).
En cuanto a la simbiosis entre pastos y los endofitos aéreos del género Epichloé,
algunos estudios le atribuyen un papel en la produccion de VOC de la planta hospedante
(Yue etal., 2001; Steinebrunner et al., 2008a; Li et al., 2014; Qawasmeh et al., 2015;
Fiorenza et al., 2021). Sin embargo, hasta donde sabemos, en ninguno de estos trabajos
se esterilizd el suelo en el que se sembraron las plantas ni se considerd si en esa
induccion estuvieron involucradas otras simbiosis (e.g., micorrizas). Aungue hay varios
estudios que evallan el impacto de una simbiosis benéfica sobre la emision de VOC, no
hemos encontrado ninguno que considere como interactian dos o méas simbiontes
presentes en la misma planta. No obstante, esto si se estudié con microorganismos

patégenos (Pulido et al., 2019).

En el presente capitulo nos propusimos evaluar si existe un efecto aditivo o
interactivo en la emision de VOC inducidos por hongos simbidticos aéreos y
subterraneos. En el capitulo anterior encontramos que la presencia del endéfito Epichloé
occultans indujo un incremento en la emision del volatil de hoja verde Z3-HAC en las
fases fenologicas tempranas del ciclo de vida de las plantas de Lolium multiflorum, méas

alla del nivel de dafio que tuvieran las mismas (Ver Capitulo 2, Fiorenza et al., 2021).
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Sin embargo, ese experimento se realiz6 a campo Yy, por lo tanto, sin controlar el nivel
de colonizacion por HMA en las plantas. En este experimento utilizamos como modelo
de estudio la simbiosis que L. multiflorum establece con Epichloé occultans y con tres
especies diferentes de HMA. Trabajamos con la hip6tesis de que los cambios inducidos
por los hongos endofiticos asexuales en la emision de VOC de las gramineas
hospedantes estan modulados por el nivel de colonizacion de las raices por HMA. Por
lo tanto, esperabamos que el cambio en el perfil de VOC inducidos por la presencia del
endofito fuera diferente en las plantas que estaban asociadas con HMA, al de aquellas

que no lo estaban.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material bioldgico

Las semillas de L. multiflorum con nivel contrastantes de infeccion con E.
occultans se obtuvieron como en el experimento del capitulo anterior. En este caso, las
frecuencias de infeccion de las semillas E+ y E- sembradas fueron 93% y 0%,

respectivamente (ver Capitulo 1).

El in6culo de HMA que utilizamos consistio en la mezcla de hifas y esporas
(32+£3,4 esporas/g) de tres especies de hongos conocidos por colonizar pastos:
Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker y A. SchiBler (LPS SB1),
Simiglomus hoi (S.M. Berch & Trappe) G.A. Silva, Oehl & Sieverd (BEG 104) y
Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. SchuBler (BAFC
3108). Los inoculos se obtuvieron multiplicando cultivos puros de cada uno de los
hongos en plantas de Lotus tenuis y Bromus unioloides. Estas plantas crecieron en
macetas con perlita y vermiculita estéril, regadas con agua destilada durante la primera
semana, y posteriormente con solucién Hoagland modificada (ver Garcia Parisi y

Omacini, 2017). Cuando las plantas tuvieron mas del 60% del largo de la raiz
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colonizada por HMA, dejamos de regar. Entonces, el indculo consistio en el sustrato, las
raices de las plantas, y las esporas contenidas en las macetas. Para obtener el in6culo
control para las macetas experimentales de los tratamientos sin HMA, autoclavamos

durante una hora la mezcla a 1 atmoésfera 'y 100 °C.

3.2.2. Disefio experimental

En dos afios consecutivos realizamos el mismo experimento en la FAUBA (34
°35°S - 58°35” O). El primero, entre agosto y diciembre de 2018, y el segundo, entre
junio y octubre de 2019. Cada uno fue un factorial completo con seis repeticiones y dos
factores: la frecuencia de infeccion con el enddfito en las semillas sembradas (E=E+ y
E-) y la adicion del indculo de HMA (M=M+: con adicion del indculo, M-: con adicion
del indculo esterilizado). De la combinacion de estos factores obtuvimos cuatro

tratamientos, resultando un total de 24 macetas cada afio.

Todas las macetas se llenaron con suelo esteéril clasificado como un Argiudol tipico
que obtuvimos en Rojas, provincia de Buenos Aires (34°11” 00’ S - 60°44°00° O).
Para esterilizarlo, el suelo fue autoclavado a 1 atmosfera y 100° C durante una hora, tres
veces consecutivas, en intervalos de 24 horas. Cada afio, en 12 macetas sembramos 20
semillas de L. multiflorum E- y en otras 12 macetas, 20 semillas E+. La mitad de las
macetas E- y la mitad de la E+ fueron inoculadas con 10 gramos del in6culo de HMA.

El resto, con el inéculo esterilizado.

Cuatro meses después de la siembra removimos las raices presentes en cada
maceta. Las raices fueron tefiidas con azul de tripan (McGonigle et al., 1990). Luego,
fueron examinadas al microscopio Optico con una magnificacién de x200 a fin de
observar las diferentes estructuras de los HMA (i.e., hifas, arblsculos y vesiculas)

(Phillips y Hayman, 1970). No encontramos diferencias en la colonizacion por HMA
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entre las macetas E- y E+ (los valores P para la interaccion, el nivel de frecuencia de
infeccion con el enddfito y la adicion de inéculo de HMA fueron 0,3722, 0,1874 y
<0,0001, respectivamente). Los porcentajes de colonizacién por hifas en las macetas M-
y M+ fueron 3,1+0,2% y 51,2+2,1%, respectivamente. Encontramos menos de 0,05% de
colonizacion de arbusculos o vesiculas en macetas M-. No encontramos diferencias en
la biomasa total ni en la aérea entre los tratamientos. La presencia de herbivoros y
patdgenos fue monitoreada de forma periddica, pero no registramos dafios importantes

en las plantas de ningun tratamiento a lo largo del experimento.

3.2.3. Coleccién de VOC y analisis quimico

Realizamos las colecciones de VOC en la primavera (entre el 19 y el 21 de
septiembre en 2018 y el 12 de septiembre en 2019), cuando las plantas habian alcanzado
la fase fenoldgica vegetativa. Envolvimos cada maceta con una bolsa de polietileno
(PET) para horno (6 litros de capacidad) y por medio de una bomba de aire ventilamos
con aire filtrado con carbén activado a una velocidad constante de 0,5 L por minuto
durante 1 hora para evitar la condensacién en las bolsas (Figura 3.1). El aire, succionado
por la bomba, paso a través de un tubo de vidrio de borosilicato de 3” de largo y 1/4” de
didmetro exterior conteniendo 20 mg de absorbente HayeSep Q, que funcion6 como
trampa de recoleccion de volatiles. Utilizamos bolsas vacias (bolsas para horno sin
plantas dentro) como blanco para controlar la presencia de contaminantes. Eluimos los
VOC de las trampas con 150 pL de diclorometano que contenia 5 ng/uL de
heptilbutirato (Sigma Aldrich) que utilizamos como estandar interno. Para el analisis
empleamos un cromatografo gaseoso Agilent 7890A acoplado a un espectrometro de
masas Agilent 5977 (GC-MS). Se utilizé una columna capilar Agilent J&W HP-5 MS
(fenilmetilsiloxano al 5%, 30 m x 0,25 mm de d.i. x 0,25 um de espesor). Inyectamos

las muestras (1 pL) a 240 °C en modo splitless. Utilizamos helio como gas carrier a 0,7
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mL por minuto (presion de entrada: 20,48 kPa). La temperatura de la columna se
mantuvo a 35 °C durante 1 minuto y luego se incrementd a una velocidad de 10 °C por
minuto hasta que alcanz6 230 °C. Por altimo, la temperatura se mantuvo a 230 °C

durante 15 minutos.

Identificamos los compuestos comparando los espectros de masas con los de una
biblioteca de espectros de masas NIST. Comparamos el tiempo de retencién del (Z2)-3-
hexenil acetato con un estdndar comercial (Sigma Aldrich). Realizamos la
cuantificacion relacionando las areas de los picos con las del patron interno.
Expresamos la cantidad como la masa equivalente al estdndar interno después de restar
los valores de los blancos. S6lo consideramos los compuestos que pudieran ser de

origen vegetal o flngico y que tuvieran una constancia superior al 5% de las muestras.

Figura 3.1. Fotografia del sistema de la coleccion de VOCs en el invernaculo.

3.2.4. AnaAlisis estadistico

Para los analisis univariados agrupamos los datos de los dos afios y realizamos

analisis sobre la emision total de VOC y la emision de aquellos compuestos que hayan
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sido reportados como compuestos involucrados en las defensas de las plantas.
Utilizamos modelos lineales mixtos (LMM, por su sigla en inglés) en el software
estadistico R (version 3.4.1). La infeccion con el enddfito (E), la adicion de indculo de
HMA (M) y su interaccion (E*M) fueron colocados como efectos fijos, mientras que el
afio y la bomba utilizada para la recoleccion como efectos aleatorios. Las diferencias en
la emision de los VOC totales y del Z3-HAC entre tratamientos fueron puestas a prueba
utilizando LMM con distribucion normal. Como los datos presentaban
heterocedasticidad para estos factores, modelamos las varianzas. Los efectos de cada
factor y de la interaccién fueron puestos a prueba con el cociente de probabilidades del
estadistico Chi-cuadrado (Zuur et al. 2009). Construimos los modelos utilizando la
funcién Ime en el paquete nime (Pinheiro et al. 2020). Para las comparaciones multiples
usamos la prueba post hoc HSD de Tukey en el paquete emmeans (Lenth 2020). Para el
caso del B-ocimeno construimos dos modelos separados debido a la gran cantidad de
ceros (i.e., muestras en las que no detectamos este compuesto). Primero, para evaluar si
la probabilidad de emitir B-ocimeno era distinta entre los tratamientos, dicotomizamos
la respuesta entre ceros y no ceros, y usamos un modelo lineal generalizado mixto
(GLMM) binomial, con logit como funcion de enlace. Luego, para los no ceros,
utilizamos un GLMM log normal, ambos con la misma estructura de efectos fijos y
aleatorios que para los VOC totales y el Z3-HAC. Para estos modelos utilizamos las
funciones glmer y Ime, en los paquetes Ime4 (Bates et al. 2015) y nlme (Pinheiro et al.

2020), respectivamente.

3.3. Resultados

La infeccion con el endofito Epichloé occultans produjo un aumento en la
emision de VOC solo cuando las plantas estaban inoculadas con HMA (E*M,

P=0,0046) (Figura 3.2a). El volatil de hoja verde Z3-HAC fue el compuesto mas
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abundante en las muestras de todos los tratamientos (Cuadro 3.1). La infeccion con el
endofito produjo un incremento en la emision de Z3-HAC solo cuando las plantas
estaban inoculadas con HMA (E*M, P=0,0057) (Figura 3.2b). No encontramos efectos
significativos ni de la interaccion (E*M: P=0,5233), ni de la infeccion con el endofito
(E: P=0,5424) o la inoculacion con HMA (M: P=0,7813) sobre la probabilidad de que
las plantas emitan el monoterpeno B-ocimeno. Sin embargo, cuando lo emitian si hubo
un efecto marginal de la interaccion entre la infeccion con el endofito y la inoculacion
con HMA (E*M: P=0,0693). El patrén que observamos es que las plantas E+ emitieron
el doble de este compuesto que las E-, pero solamente en las macetas inoculadas con

HMA (Figura 3.2c).
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Figura 3.2. Emision de a) VOC totales, b) el volatil de hoja verde Z3-HAC, c) el
monoterpeno B-ocimeno en macetas con plantas de L. multiflorum con niveles
contrastantes de frecuencia de infeccion con el enddfito E. occultans (baja: E- y alta:
E+) y con la adicion de indculo de HMA esterilizado y no esterilizado en el suelo (M-
y M+, respectivamente). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05; Tukey HSD).
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Cuadro 3.1. Porcentaje del total de VOC (mediazEE) en las muestras obtenidas en las macetas sembradas con semillas con baja (E-) y alta (E+)

frecuencia de infeccion con el enddfito y con adicidn en el suelo de in6culo de HMA esterilizado y no esterilizado (M- y M+, respectivamente)
en 2019. De las 6 macetas en cada tratamiento, indicamos entre paréntesis el nimero en las cuales aparecié cada compuesto.

Inéculo de HMA M- M+

Infeccion con endofito RT E- E+ E-

MHN (<50%) 101 4,5+0,9 (5) 4,6+0,7 (5) 6,4+1,3 (5) 3,6+1,1 (5)
TMB (54%) 10.2 3,0+0,6 (3) 3,7+1,0 (3) 6,1+1,3 (4) 4,1+0,7 (3)
Z3-HAC (90%) 10.7 73,5£1,8 (6) 69,7+2,6 (6) 53,7+8,8 (6) 70,2+7,0 (6)
B-Ocimeno (95%) 11.9 5,1+2,7 (3) 5717 (4) 9,7+1,5 (3) 8,2+2,0 (4)
Nonanal (<50%) 13.6 5,5+1,9 (6) 4,6+0,9 (6) 7,6+2,5 (6) 5,7+1,9 (6)
Decanal (53%) 16.0 5,4+1,5 (6) 5,5+1,6 (6) 7,8+2,1 (6) 5,6+1,5 (6)
DMUE (<50%) 19.7 3,0+£0,4 (3) 3,711 (4) 4,6+1,1 (6) 2,1+0,5 (5)
TMPD (60%) 23.6 7,4+2,0 (5) 9,8+2,2 (5) 12,1+3,5 (6) 7,5+1,5 (5)

Referencias: RT: tiempo de retencidon; MHN: 6-metil-5-Hepten-2-ona; TMB: 1,3,5-trimetil-Benceno; Z3-HAC: (Z)-3-hexenyl acetato; DMUE: (E)-6,10-
dimetil-5,9-Undecadien-2-ona; TMPD: 6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona. Entre paréntesis, al lado del nombre de cada compuesto, se muestra el

porcentaje del mejor match con la biblioteca del GC-MS.
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3.4. Discusion

La infeccion con el endéfito E. occultans produjo un aumento en la emision total de
VOC so6lo cuando las plantas fueron colonizadas por HMA. Este resultado estuvo
fuertemente explicado por los cambios en la emision del volatil de hoja verde Z3-HAC,
que fue el compuesto mas abundante en el perfil de VOC emitido por las plantas de L.
multiflorum en condiciones de campo (Ver Capitulo 2, Fiorenza et al., 2021). Hasta
donde sabemos, este es el primer trabajo en el que se estudio de qué manera la presencia
simultanea de dos simbiosis con microorganismos benéficos afecta la emision de VOC

de la planta hospedante.

Los dos compuestos mas relevantes que observamos en el perfil de volatiles de las
plantas de L. multiflorum fueron el Z3-HAC vy el B-ocimeno, compuestos involucrados
en la comunicacion planta-planta y en las defensas indirectas de las plantas (Yongjun
et al., 1998; Engelberth et al., 2004; Zhang et al., 2009; Hu et al., 2019). El primero,
como Yya describimos en el capitulo anterior, es un volatil de hoja verde que deriva de la
via de la hidroperdxido-liasa de la ruta metabdlica de las oxilipinas que es especifica de
las plantas (Matsui, 2006) y se ha reportado que induce la expresion de genes de
defensa contra herbivoros en plantas vecinas, a través de la induccion del acido
jasmonico (Engelberth et al., 2004; Hu et al., 2019). El segundo, aunque mucho menos
abundante, es un monoterpeno reportado como un compuesto que participa en las
defensas indirectas de las plantas que lo emiten, atrayendo a enemigos naturales de los

herbivoros (Yongjun et al., 1998; Zhang et al., 2009).

Se sugirio que existe una competencia entre HMA y endofitos foliares (Liu et al.,
2011) y que la presencia de endéfitos aereos puede afectar el nivel de colonizacion con

HMA en la planta hospedante (Vignale et al., 2020; Perez et al., 2021). No obstante, en
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nuestro trabajo no encontramos diferencias en los niveles de colonizacion ni de
estructuras como arbusculos o vesiculas entre las plantas con alto y bajo nivel de
infeccion con endofitos. Zhou y colaboradores (2016) reportaron que plantas de
Achnatherum sibiricum infectadas con endofitos del género Epichloé produjeron una
mayor concentracion de compuestos fenolicos sélo cuando estaban asociadas con HMA,

algo similar a lo que aqui observamos con los VOC.

Existe un interés creciente en usar microorganismos benéficos como tecnologia
para el manejo integrado de cultivos (White et al., 2019; Beltran-Garcia y White, 2021),
en particular, la induccion de VOC en la planta hospedante por parte de
microorganismos (Sharifi et al., 2018) que pueden brindar proteccién a plantas vecinas
no simbidticas (Garcia Parisi et al., 2014). Pero, a la luz de nuestros resultados y en un
contexto en el que el uso extendido de agroquimicos como el glifosato reduciria la
abundancia de HMA en los suelos (Druille et al., 2016), podriamos perder este potencial

beneficio que brindan los endofitos a las plantas vecinas no simbidticas.

En conclusidn, este trabajo muestra que la emision de VOC inducida por un tipo
de interaccién benéfica de la planta con un microorganismo depende de si se contempla
0 no la presencia de otras simbiosis. Si bien se conoce que la presencia de
microorganismos simbiodticos —desde HMA hasta endéfitos foliares— modifica la
emision de VOC en sus plantas hospedantes (Sharifi etal., 2018); segun el par
microorganismo-planta que observemos podemos encontrar casos en los que el
microorganismo induce la emision de VOC (Yue et al., 2001; Schausberger et al., 2012;
Ballhorn et al., 2013; Li et al., 2014; Fiorenza et al., 2021) como asi también otros en
los que la disminuye (Babikova et al., 2014; Rostéas et al., 2015). A la luz de nuestros
resultados, podemos decir que parte de esta variabilidad podria explicarse porque en

esos estudios no se contemplo la presencia simultanea de otras simbiosis benéficas.



Capitulo 4

La colision de dos simbiosis fungicas: la que establecen las
plantas y la que establecen las hormigas cortadoras

43
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4.1. Introduccién

Las hormigas cortadoras de hoja pertenecen a la tribu Attini y, en particular, a los
géneros Atta y Acromyrmex (Holldobler y Wilson, 1990). Son herbivoros polifagos que
presentan preferencia en los materiales vegetales que seleccionan para alimentar al
hongo que cultivan en sus jardines subterraneos (Leucoagaricus gonglyophorus)
(Saverschek et al., 2010). La asociacion simbidtica entre las hormigas y este hongo
consiste en que éstas cortan material vegetal fresco que brindan como sustrato para
alimentar al hongo (Cherrett et al. 1989), mientras que éste produce unas estructuras
Ilamadas goniglidias (Martin y Martin, 1970), de las que se alimentan la reina y las
larvas (Holldobler y Wilson, 1990). Se comprob6 que estas hormigas rechazan plantas
—previamente aceptadas— si son dafiinas para el hongo. Este fendbmeno se conoce
como “rechazo demorado” e involucra un aprendizaje por parte de los insectos (Herz et

al., 2008, Saverschek y Roces, 2011).

Ninguna simbiosis persiste aislada de otras simbiosis, pero cémo el encuentro de
dos simbiosis afecta a su persistencia todavia es tema de estudio (Kiers et al., 2010).
Los pocos trabajos con dos simbiosis fungicas contemplan los efectos entre distintos
tipos de simbiontes de plantas que pueden estar en el mismo hospedante (ver Capitulo
3) o en plantas vecinas (Garcia Parisi et al.,, 2014). Se sabe que existen ciertas
interacciones entre las hormigas cortadoras, el hongo que cultivan en sus jardines
subterraneos y los cambios en su preferencia mediados por la presencia de hongos
enddfitos en las plantas (Van Bael et al., 2009, 2012; Estrada et al., 2013). Sin embargo,
se sabe poco sobre la relacion particular de estas hormigas con los hongos endofitos de
pastos (Tibbets y Faeth, 1999; Omacini et al., 2009), menos “promiscuos” que los
presentes en las dicotiledoneas. Numerosas especies de Epichloé no presentan

transmision horizontal, por lo cual su éxito ecoldgico estd mas ligado a su capacidad de



45

transmitirse a las semillas y al éxito de su hospedante (Gundel et al., 2008). Esta claro
que varias especies de hormigas cortadoras forrajean pastos, y que incluso algunas son
preferentemente cortadoras de pastos (Farji Brener y Ruggiero, 1994). Tibbets y Faeth
(1999) estudiaron la relacion entre dos especies de Festuca, con sus respectivos hongos
endofitos, y una especie de hormigas cortadoras (Acromyrmex versicolor), y
encontraron que, si bien no hubo una preferencia de las hormigas entre las plantas con y
sin enddfito para ambas especies, hubo un claro efecto negativo de la presencia del
endofito en una de las especies sobre las colonias de hormigas. Sin embargo, en estos
experimentos no se tuvo en cuenta el posible aprendizaje de estos insectos en el

mediano-largo plazo (“rechazo demorado”).

Las hormigas responden a las caracteristicas quimicas de las plantas; entre ellas se
encuentran los VOC (Nelson et al., 2019). Perri y colaboradores (2017) demostraron
que las hormigas cortadoras de hojas pueden rechazan el olor del sesquiterpeno
farnesol, y se hallaron respuestas de estos insectos a los VOC inducidos por herbivoria
en plantas de Vitis vinifera spp. vinifera y de Phaseolus lunatus; esto sugiere que
podrian estar vinculados con el aprendizaje antes mencionado (Kost et al., 2011; Thiele
et al., 2014). Ademas, recientemente, Arenas y Roces (2018) hallaron evidencia de que
las hormigas cortadoras de hojas usan claves volatiles en los jardines subterraneos y en
los basureros para tomar decisiones sobre su actividad de forrajeo, lo que sugiere que

los VOC podrian estar involucrados en la comunicacion entre el hongo y las hormigas.

En este capitulo trabajamos con la hipétesis que sostiene que las hormigas
cortadoras aprenden a rechazar a las plantas con endéfito, dado que el hongo que
cultivan es sensible a la presencia del enddéfito en el material que ellas le ofrecen. Por lo
tanto, esperdbamos, por un lado, que la preferencia de forrajeo de las hormigas

cortadoras por plantas con endofitos se redujera en el tiempo. Y, por otro lado, que si el
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Z3-HAC producido por la simbiosis entre L. multiflorum y E. occultans es parte del
mecanismo defensivo, afectaria de forma negativa el crecimiento de Leucoagaricus

gongylophorus.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Material bioldgico

En los experimentos en laboratorio se utilizaron hormigueros de Acromyrmex
ambiguus, Formicidae, Attini, colectados en la estacion experimental INTA Delta, en la
localidad de Campana, provincia de Buenos Aires. Las colonias se mantuvieron en la
catedra de Biomoléculas (FAUBA) en una camara con temperatura y humedad
controladas, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, y se alimentaron con hojas verdes
de Fraxinus sp. o de Jasminum meznyi (Oleaceae), manzana, avena, maiz y arroz (Perri

etal., 2017).

Leucoagaricus gongylophorus, el hongo simbiotico que cultivan las colonias de
hormigas cortadoras de hoja con las que trabajamos en el laboratorio, fue cultivado in
vitro. Para ello se tomaron muestras del hongo de las colonias y se las sembré en placas
de Petri con medio de cultivo agar extracto de malta. Las placas permanecieron en
oscuridad a 24+2 °C durante por lo menos 3 semanas antes utilizarlas en los ensayos

(Lugo et al., 2013; Bich et al., 2017).

4.2.2. Disefos experimentales

4.2.2.1. Experimento 1

Consistié en un ensayo de preferencia realizado en laboratorio, en el que le
ofrecimos a 5 colonias de hormigas Acromyrmex ambiguus, a lo largo de 5 dias y

durante 9 horas por dia, dos macetas sembradas con 16 semillas de L. multiflorum
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provenientes de la misma poblacion con niveles contrastantes de infeccion con el
endofito Epichlde occultans (E+: 93%, E-: 5%) (Figura 4.1). Al final de cada dia
contamos la cantidad de macollos dafiados en cada maceta. Cada dia agregamos nuevas

macetas.

E+ (93% infeccion)

Arena de recoleccién y Camara del hongo

. camara de desechos
Arena experimental

Figura 4.1. Esquema del disefio del experimento 1 en el que se puede visualizar a una
colonia de hormigas cortadoras Acromyrmex ambiguus en uno de los cinco dias del
experimento en los que se les ofrecieron macetas con plantas de Lolium multiflorum con
frecuencias de infeccion contrastantes con el enddfito Epichloé occultans. En las
ampliaciones superiores se ve a las hormigas cortando el pasto, transportandolo por el
puente a su arena de recoleccion e incorporandolo en un recipiente con su hongo L.
gongylophorus.

4.2.2.2. Experimento 2

Consistié en exponer al hongo L. gongylophorus al volatil de hoja verde Z3-HAC,
principal componente del perfil de VOC que emiten las plantas de L. multiflorum
infectadas con el endofito E. occultans (Fiorenza et al., 2021) (ver capitulos 2 y 3). En
cada placa de Petri colocamos un taco de ~1 cm? del hongo L. gongylophorus en el
centro de la placa y un papel de filtro de celulosa embebido con 2 uL de aceite mineral

(MO) 0 2 pyL de 1,4 pg/pL de Z3-HAC en MO (n=8) en un extremo. Ademas, antes de
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poner en su lugar el papel de filtro, colocamos entre éste y la superficie del agar un
papel de aluminio para evitar que el MO y el MO con Z3-HAC entraran en contacto
directo con el agar. Una vez por semana durante seis semanas consecutivas evaluamos
el crecimiento del hongo midiendo la superficie del halo tanto en el area total como en
las &reas de las mitades proximal y distal respecto del punto en el que colocamos el
papel embebido (Figura 4.2). Para medir el é&rea utilizamos el programa de

procesamiento de iméagenes digitales ImageJ.

Figura 4.2. Fotografias de dos placas de Petri del experimento 2 con el cultivo de L.
gongylophorus en agar extracto de malta después de 1 semana de sembradas: a)
control con MO (verde) y b) tratamiento de Z3-HAC diluido en MO (rojo). Se
resaltan las areas distal y proximal al punto en el que se coloco el papel de filtro
embebido.

4.2.3. Analisis estadistico

Para el Experimento 1 pusimos a prueba las diferencias en la proporcion de
macollos dafiados a lo largo del tiempo y en cada tratamiento utilizando un GLMM con
distribucion binomial y “logit” como funcién de enlace en el software estadistico R
(version 3.4.1). Colocamos el nivel de infeccion con enddéfito (E), el tiempo (T) y su
interaccion (E*T) como efectos fijos, y como efecto aleatorio, el correspondiente a la
identidad de las colonias de hormigas para reflejar el disefio de medidas repetidas en el

tiempo. Evaluamos los efectos de cada factor y sus interacciones sobre la proporcion de
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macollos dafiados utilizando la prueba de Wald con el estadistico chi cuadrado (Zuur et
al., 2009). Construimos el modelo utilizando la funcion glmer, en el paquete “lme4”
(Bates et al., 2015). Chequeamos los residuales y el cumplimiento de los supuestos del

analisis con la funcion simulateResiduals de la biblioteca “DHARMa” (Hartig, 2021).

Para el Experimento 2 pusimos a prueba las diferencias en el area del halo del
hongo L. gonylophorus a lo largo del tiempo y en cada tratamiento utilizando un LMM
en el software estadistico R (version 3.4.1). En este caso, realizamos dos modelos; en
uno colocamos el tratamiento (adicién o no del volatil Z3-HAC en el MO con el que
embebimos el papel de filtro colocado en la placa de Petri) (T), la semana de medicion
(S) y su interaccion (T*S) como efectos fijos, y como efecto aleatorio, el
correspondiente a la identidad de cada placa para reflejar el disefio de medidas repetidas
en el tiempo. Ademas, el segundo modelo incluyé como efecto fijo la ubicacion relativa
al punto de emision del volatil (U) (ubicaciones distal y proximal) y sus interacciones
con el resto de los términos del modelo (i.e., se agregaron al modelo anterior, ademas
del término de efecto simple U, las interacciones U*T, U*S y U*T*S). Dado que el
crecimiento del hongo mostraba una respuesta ligeramente exponencial, mas que lineal,
se adicion6 a ambos modelos un término cuadratico para la semana, pero no sus
interacciones con el resto de los términos del modelo. Por lo tanto, este término
estimado es el mismo para todas las combinaciones de los tratamientos. Evaluamos los
efectos de cada factor y sus interacciones sobre el area del halo del hongo L.
gongylophorus a lo largo de las semanas utilizando pruebas de cocientes de
verosimilitud con el estadistico Chi cuadrado (Zuur et al., 2009). Construimos los
modelos utilizando la funcién Ime, en el paquete “nlme” (Pinheiro et al., 2019). Dado
que no se cumplia el supuesto de homogeneidad de varianzas, ésta se modelo, en ambos

modelos, utilizando el argumento weights = varExp() en la funcion Ime antes
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mencionada. Con esto se comprobd que se cumplieran todos los supuestos en los

modelos finales.

4.3. Resultados

4.3.1. Experimento 1

Encontramos un efecto significativo de la interaccion entre la infeccion y el
tiempo (I*T: P<0,001; los valores de P para los efectos simples fueron: I: 0,196 y T:
P=0,617). En los primeros dias, la cantidad de macollos dafiados fue igual para las
plantas E- y E+. Sin embargo, para las E- se mantuvo la proporcién de macollos
dafados a lo largo de los 5 dias. Mientras tanto, para las E+, el dafio fue decreciendo a

una tasa de 0,124 en la proporcién de macollos dafiados por dia (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Proporcion de macollos dafiados a lo largo del tiempo, en dias, en
macetas con plantas de Lolium multiflorum con alta y baja frecuencia de infeccion
con el endofito E. occultans.



o1

4.3.2. Experimento 2

El crecimiento del area total del hongo no difirié significativamente entre los
tratamientos a lo largo del tiempo (T*S: P=0,1122). Tampoco hubo un efecto simple del
tratamiento (T: P=0,4113), aunque si hubo, como era de esperar, un efecto simple del

tiempo en semanas (S: P<0,0001) (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Area total del halo de crecimiento del hongo L. gongylophorus a lo largo de
las seis semanas en las que se midio en placas de Petri en las que se habia colocado un
papel de filtro de celulosa embebido con 2 pL de aceite mineral (MO) o0 2 pyL de 1,4
pg/pL de Z3-HAC en MO (N=8) en un extremo.

Cuando observamos lo que pasaba con las mitades proximal y distal a la fuente de
emision del volatil en la placa de Petri, encontramos un efecto de la interaccion triple
entre el tratamiento, el tiempo en semanas y la ubicacion (T*S*U: P=0,0170); esto
implica que ocurrié un crecimiento asimétrico solo cuando aplicamos el Z3-HAC
(Figura 4.5). Si comparamos la ubicacion proximal a la fuente de emision en las placas
con Z3-HAC vs. control con MO, no se detectan diferencias en el crecimiento del hongo

a lo largo del tiempo (Figura 4.6a). Mientras tanto, cuando realizamos esta misma

comparacion en la mitad distal a la fuente de emision, se ve que el area del halo del
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hongo aumenta mas a lo largo del tiempo en aquellas placas en las que se colocé el Z3-

HAC (Figura 4.6b).

Figura 4.5. Fotografias de dos placas de Petri del experimento 2 con el cultivo de L.
gongylophorus en agar extracto de malta después de 6 semanas desde que se sembraron:
a) control con MO (verde) y b) tratamiento de Z3-HAC diluido en MO (rojo). Se
resaltan las areas distal y proximal al punto en el que se colocé el papel de filtro
embebido.

4.4. Discusion

Nuestros resultados arrojan nueva luz sobre las consecuencias de la colisién entre
diferentes simbiosis fungicas. La respuesta de las hormigas a los efectos antiherbivoro
del hongo endofito es demorada en el tiempo al estar mediada por una respuesta
negativa de su propio hongo simbionte. Por otra parte, encontramos que el hongo L.
gongylophorus responde al Z3-HAC, un volatil de hoja verde que es el principal
componente del perfil de volatiles que emiten las plantas de L. multiflorum cuando estan
infectadas con el enddfito E. occultans y HMA (Fiorenza et al., 2021) (ver capitulos 2 y

3).
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Figura 4.6. Area del halo de crecimiento del hongo L. gongylophorus a lo largo de las
seis semanas en las que se midié en placas de Petri en las que se habia colocado un
papel de filtro de celulosa embebido con 2 pL de aceite mineral (MO) o0 2 puL de 1,4
pg/uL de Z3-HAC en MO (N=8) en un extremo, del lado a) proximal y b) distal a la

fuente de emision
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Hay antecedentes de distintos VOC que afectan negativamente el crecimiento de
distintas especies de hongos en general (Quintana-Rodriguez et al., 2018) y del hongo
L. gongylophorus en particular (Francoeur et al., 2019). Estas respuestas van desde la
inhibicion completa a la no inhibicion, incluyendo efectos negativos en el crecimiento
del lado proximal a la fuente de emision (ver Francouer et al., 2019). No encontramos
en la bibliografia una respuesta como la que observamos nosotros (un crecimiento del
hongo en el lado distal sin cambios en el area proximal). Consideramos que nuestros
resultados sugieren cierta sensibilidad a la presencia del Z3-HAC y una suerte de escape
del foco de emision. Pensamos que una limitacién de nuestro trabajo es que sélo
medimos el crecimiento del hongo por medio del area y desconocemos si la biomasa
total del hongo es la misma y si ésta implica un crecimiento neto del hongo. Para poder
responder si efectivamente estamos observando un beneficio de agregar Z3-HAC al
hongo deberiamos tener otro tipo de medida de desempefio del hongo, como, por

ejemplo, la biomasa flngica o alguna medida del metabolismo, como la respiracion.

En cuanto a la respuesta de las hormigas a los VOC, trabajos como los de Kost y
colaboradores (2011) y Thiele y colaboradores (2014) muestran que las hormigas
pueden utilizarlos como una sefial y modificar su actividad de forrajeo. En nuestro
trabajo encontramos que las hormigas aprenden a rechazar a las plantas de L.
multiflorum que estan infectadas con el endéfito. Sin embargo, nuestro disefio no nos
permite descartar si este aprendizaje se debe especificamente a los cambios en los
volatiles inducidos por el enddfito (Fiorenza et al., 2021, ver Capitulos 2 y 3). Por
ejemplo, en plantas de pepino con alta y baja infeccion con el endofito Colletotrichum
tropicale no se encontraron cambios en los perfiles de volatiles, pero si otros cambios
quimicos en las hojas que hacian que las hormigas cortadoras prefirieran mas a las

plantas sin endofito (Estrada et al., 2013). Ademas, la presencia del enddfito produce
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maultiples cambios en la expresion de genes de las plantas hospedantes (Dupont et al.,
2015). Para poder asegurarnos de que son en particular los cambios inducidos en los
VOC por el endofito deberiamos realizar un ensayo de no-eleccion en el que le
ofrezcamos a las hormigas discos de papel de filtro embebidos con Z3-HAC vy discos
con un control, antes y después de alimentarlas durante una semana con plantas con alta
y baja frecuencia de infeccién con el enddfito. De esta forma conoceriamos si las
hormigas asocian a este VOC con las plantas con endofito. Hasta el momento no hemos

podido realizar ese estudio.

Conocemos muy pocos trabajos sobre como la presencia de endofitos foliares del
género Epichloé en pastos afecta la preferencia de forrajeo de las hormigas cortadoras
de hojas. Hasta donde sabemos, los Unicos dos trabajos que evaluaron esta interaccion,
ademaés del nuestro, son el Tibbets y Faeth (1999) y el de Omacini y colaboradores
(2009). En el primero, si bien observaron que la presencia del hongo endofito
perjudicaba fuertemente a la colonia de hormigas, cuando hicieron los ensayos de
preferencia no encontraron que las hormigas prefiriesen a las plantas sin endofito
(Tibbets y Faeth, 1999). En el segundo tampoco se hallaron diferencias significativas
en la preferencia entre plantas con y sin endofito, aunque si se descubrié un efecto
protector de la broza de plantas simbioticas (Omacini et al., 2009); este efecto podria
estar mediado por otro tipo de compuestos de defensas que estén presentes en la broza 'y
que no sean ni alcaloides ni VOC (Minas et al., 2021). Sin embargo, en ninguno de
estos trabajos se tuvo en cuenta la ventana temporal como para darle tiempo a las
hormigas a cambiar su preferencia por la interaccion de este material con el hongo L.

gongylophorus.

En conclusion, consideramos que nuestros resultados ponen de manifiesto la

necesidad de expandir la escala temporal de los experimentos a fin de comprender la
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complejidad de este tipo de interacciones multitroficas y multisimbidticas. Creemos que
se necesitan mas estudios para esclarecer el rol que cumplen los volatiles inducidos por
la simbiosis de los pastos con endofitos foliares del género Epichloé en la deteccidn de

estos hongos, dentro de las plantas, por parte de las hormigas.



Capitulo 5

Discusién general
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5.1. Contribuciones al estado del conocimiento

El objetivo principal de esta tesis fue evaluar el impacto de la presencia de
endofitos asexuales sobre la produccion de compuestos organicos volatiles (VOC) de
una graminea hospedante a lo largo de su ciclo de vida en presencia de otras
interacciones bi6ticas y dilucidar cuél es el papel que tienen estos cambios quimicos, en
la respuesta de los herbivoros. En los parrafos siguientes hago una breve resefia de los

aportes al estado del conocimiento en el tema que se generaron a lo largo de la tesis.

Hasta donde sabemos, este trabajo muestra por primera vez en condiciones de
campo coémo es el impacto de la infeccion con endofitos del género Epichloé en la
produccion de VOC durante el ciclo de vida completo de la planta hospedante y el
simbionte asexual. Ademas, es la primera descripcion de los VOC emitidos por la
simbiosis entre Epichloé occultans y Lolium multiflorum. En el Capitulo 2 encontramos
que la simbiosis con el endofito y el dafio mecanico aumentaron las emisiones totales de
VOC de estas plantas (Figura 2.2) (Fiorenza et al., 2021). El principal componente de
este perfil de VOC fue el volatil de hoja verde Z3-HAC. Esto coincide con los
resultados reportados por Yue et al. (2001), quienes encontraron que este compuesto
era el mas abundante en plantas no dafiadas de festuca alta (Schedonorus arundinaceus),
significando el 77% y 89% del total de las emisiones de volétiles de las plantas E- y E+,
respectivamente. En particular, no encontramos para este compuesto un efecto del dafio
mecénico, aunque la infeccion con el enddfito indujo un aumento en su emision en fases

fenologicas tempranas del ciclo de vida de las plantas (Figura 2.3).

Por otra parte, este trabajo es el primero en el que se evalla cudl es el efecto de la
presencia conjunta de dos simbiosis fangicas benéficas sobre la produccién de VOC en
la planta hospedante. En el Capitulo 3 hallamos que la infeccion con el enddfito E.

occultans produjo un aumento en la emision total de VOC solamente cuando las plantas
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estaban colonizadas por HMA (Figura 3.2a). Este resultado estuvo fuertemente
explicado por los cambios en la emision de Z3-HAC (Figura 3.2b). Los dos compuestos
maés relevantes que observamos en el perfil de volatiles de las plantas de L. multiflorum
fueron el Z3-HAC vy el B-ocimeno (Tabla 3.1), compuestos involucrados en la
comunicacion planta-planta y en las defensas indirectas de las plantas (Yongjun et al.,
1998; Engelberth etal., 2004; Zhang etal., 2009; Hu etal., 2019). Nos resulta
sumamente interesante que estos cambios en el perfil de VOC que encontramos en las
plantas a campo (Capitulo 2) y en inverndculo (sélo cuando estaban inoculadas con
HMA, Capitulo 3) podrian explicar algunos patrones que se describieron para la
simbiosis entre Epichloé occultans y L. multiflorum como la proteccion por asociacion a
plantas vecinas de Trifolium repens (Garcia Parisi et al., 2014) o la disminucién en el

numero de visitas de vectores de patdgenos (Pérez et al., 2017).

Los VOC han sido muy estudiados como un mecanismo de defensa de las plantas
frente a la herbivoria (Dicke y Baldwin, 2010). De aqui surge el concepto de volatiles
inducidos por herbivoria. Mas recientemente surgid el concepto de volatiles inducidos
por microorganismos, que incluye tanto a los microbios patégenos como a los benéficos
(Sharifi et al., 2018). Esto se debe a que cada vez hay més evidencia de la importancia
en los cambios de emisidn de estos compuestos inducidos por los microorganismos para
algunos grupos de VOC (Ameye et al., 2017). Consideramos que, si bien existe un
namero creciente de estudios que evallan el impacto de simbiosis benéficas sobre la
emision de VOC de las plantas, el campo de los volatiles inducidos por simbiontes
todavia es un terreno que guarda muchas incégnitas y al que le queda mucho camino

por recorrer (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Adaptacion de la figura de Dicke y Baldwin (2010), en la que se
esquematiza a los simbiontes que, entre otros, pueden inducir la produccién de VIS
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en las plantas. Y como éstos pueden afectar a diferentes componentes de la

comunidad como herbivoros, sus enemigos naturales o patdgenos.

En esta tesis también me propuse evaluar el efecto que tuvieran estos cambios en

el perfil de VOC inducidos por el endofito sobre un herbivoro generalista como las

hormigas cortadoras de hojas y su propio simbionte obligado, el hongo que cultivan en

sus jardines subterraneos. En particular, trabajamos con la simbiosis entre Acromyrmex

ambiguus y Leucoagaricus gongylophorus. En el Capitulo 4 evaluamos si la presencia

del enddfito afectaba la preferencia de las hormigas por las plantas de L. multiflorum.

Encontramos que la respuesta de las hormigas a los efectos antiherbivoro del hongo

enddfito estd mediada por una respuesta negativa de su propio hongo simbidtico,

evidenciando el comportamiento conocido como rechazo demorado (Figura 4.3) (Herz

et al., 2008, Saverschek y Roces, 2011).
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Consideramos que los VOC producidos por las plantas podrian estar involucrados
en la preferencia de forrajeo de las hormigas, ya que después de pocas horas éstas
dejaban de dafiar a las plantas con endofitos. Esto nos lleva a pensar que podrian utilizar
una clave olfativa para detectar la presencia de hongo endofito en la planta. La
utilizacion de este tipo de sefiales por estos insectos fue comprobada (Kost et al., 2011;
Thiele et al., 2014) e, inclusive, se considera que los VOC emitidos por Leucoagaricus
gongylophorus y los que predominan en sus basureros son utilizados por las hormigas
para guiar su comportamiento de forrajeo (Arenas y Roces, 2018). Ademas, nos
propusimos evaluar si habia un efecto directo del Z3HAC sobre el crecimiento de L.
gongylophorus. En este caso, no encontramos un efecto de inhibicion sobre el
crecimiento, pero si vimos una respuesta que podria sugerir una suerte de escape a la

fuente de emision del VOC (Figuras 4.5y 4.6).

5.2. Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis surgen varios interrogantes. Por
ejemplo, basandonos en los resultados que hallaron Barton y Koricheva (2010) para
plantas herbéceas, en el cual muestran que la importancia relativa de las defensas
quimicas constitutivas e inducidas cambia lo largo del ciclo de vida de las plantas,
podemos construir un modelo analogo en el que los VOC inducidos por los simbiontes
tienen un rol mas importante en las etapas tempranas del ciclo de vida. Mientras tanto, a
medida que la planta envejece, cobran mayor relevancia los alcaloides fungicos (Figura
5.2). Hay gran cantidad de evidencia de que la concentracion de alcaloides en las
plantas infectadas con enddfitos aumenta a lo largo del ciclo de vida conjunto de la
planta y el hongo, teniendo un maximo en la fase reproductiva (di Menna y Waller,
1986; Tepaske et al., 1993; Spiering et al., 2005; Repussard et al., 2014). En plantas

anuales, en esa fase terminaria su ciclo de vida, pero en las perennes, después de ese
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maximo, la concentracién vuelve a disminuir y a aumentar al afio siguiente en la nueva
etapa reproductiva (Fuchs et al., 2017). Si el patron que observamos en el Capitulo 2,
en el que vemos que la emision de VOC inducida por el endéfito es mas importante en
las etapas tempranas del ciclo de vida de las plantas se repite para otras simbiosis pasto-
endofito, y si estos compuestos funcionan efectivamente como un mecanismo de
defensa inducida directa o indirecta (Scala et al., 2013; Fuchs y Krauss, 2018), seria
interesante realizar un experimento similar al que realizamos, pero, ademas, midiendo
los alcaloides al mismo tiempo que los VOC a lo largo de todo el ciclo de vida de las

plantas para poner a prueba si este modelo funciona de esta manera.

Importancia relativa

Plantulas Vegetativo Reproductivo

Figura 5.2. Esquema de Barton y Koricheva (2010) modificado en base a los resultados
hallados para plantas herbaceas. En el cual se puede observar como la importancia
relativa de los alcaloides fangicos y de los volétiles inducidos por el simbionte va
cambiando a lo largo del ciclo de vida del holobionte.
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Otro interrogante que seria interesante responder a la luz de nuestros resultados
es si el Z3-HAC inducido por la presencia del enddfito en las plantas es efectivamente
un mecanismo por el cual las plantas con enddéfitos confieren proteccion por asociacion
a plantas vecinas no simbidticas (Garcia Parisi et al., 2014). Existen trabajos que
demostraron que este volatil de hoja verde induce la expresion de genes de defensa
contra herbivoros en plantas vecinas a través de inducir el &cido jasmdnico (Engelberth
et al., 2004; Hu et al., 2019). Seria interesante generar parches de plantas con alta y baja
frecuencia de infeccion con el endofito y colocar dentro de estos parches plantas de
Trifolium repens y después de un tiempo medir su concentracion de fitohormonas y la

expresion de genes de defensa.

Asimismo, consideramos que, como se discutio en el Capitulo 4, es necesario
realizar experimentos para comprobar si este volatil de hoja verde es una sefial que las
hormigas cortadoras de hoja pueden utilizar para detectar la presencia del endéfito en
las plantas. También es necesario llevar a cabo nuevos experimentos evaluando la
respuesta del hongo L. gongylophorus a la exposicién al Z3-HAC teniendo en cuenta
otro tipo de mediciones sobre el hongo que no sean solamente el area del halo. Otro
experimento que seria interesante realizar es, con otro hongo del género Epichloé —
pero que sea cultivable— hacer crecer conjuntamente a este hongo y a L.
gongylophorus y evaluar su respuesta. Esto nos permitiria conocer si el rechazo de las
hormigas estd dado por una interaccion directa entre el hongo enddfito y L.
gongylophorus. O si, lo que perjudica a este ultimo esta dado por fitoquimicos que

produce la planta en presencia del endofito.
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5.3. Conclusion

Los impactos de la presencia de endéfitos simbiontes en pastos van mas alla de
la produccidn de alcaloides fungicos. En esta tesis demostré como su presencia implica
cambios en la produccion de VOC a lo largo del ciclo de vida conjunto de la planta y el
simbionte (Capitulo 2). Por otra parte, probé que hay que tener cautela cuando se
reduce el foco y se describen los efectos de una simbiosis sobre un atributo de las
plantas, dado que la presencia simultanea de otras simbiosis podria estar modificando o
modulando ese mismo atributo (Capitulo 3). Nuestros resultados ponen de manifiesto
la necesidad de expandir la escala temporal de nuestros estudios para lograr comprender
la complejidad de este tipo de interacciones multitréficas y multisimbidticas (Capitulos
2 y 4). Consideramos que en un contexto en el que las précticas agropecuarias
promueven a algunas simbiosis (e.g., el uso de enddéfitos no toxicos para el ganado) y
van en detrimento de otras (e.g., la pérdida de especies de HMA en los suelos al aplicar
agroquimicos [Druille et al., 2016]), para poder tomar decisiones adecuadas es clave

incluir toda esta complejidad en el conocimiento de como funcionan las comunidades.
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Figura 1 Apéndice: Cromatogramas TIC representativos de los VOC emitidos por parcelas
sembradas con semillas de Lolium multiflorum con alta y baja frecuencia de infeccion con el
endofito Epichloé occultans (E+ y E-) en la fase vegetativa. Los niUmeros sobre los picos indican
a los diferentes compuestos identificados (1) Tetracloroetileno; (2) p-Xileno; (3) o-Xileno; (4) D-
Cloroformo; (5) 1,2,3-Trimetilbenceno; (6) (Z)-3-Hexenil acetato; (El) Estandar interno: Heptil-
butirato. Los compuestos 1, 2, 3, 4 y 5 fueron identificados como impurezas del solvente.



