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Figura 1.4. Representación esquemática de los efectos de legado. Las plantas pueden modificar 
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modificar la microbiota. Dependiendo de la naturaleza de esos compuestos químicos, los efectos 
pueden ser positivos o negativos.   
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los límites provinciales y de las subregiones (1=Pampa Ondulada, 2= Pampa Interior, 3=Pampa 
Deprimida o Inundable, 4= Pampa Austral y 5=Pampa Mesopotámica, obtenida de León et al. 

1984) y (B) la imagen de una pastura ubicada en la Pampa Ondulada dedicada a la cría de ganado, 

donde coexisten leguminosas y gramíneas. 

 
Figura 1.6. Plántulas de Trifolium repens (flechas rosas) creciendo junto a las plantas vivas 

(flechas rojas) y la broza (flechas amarillas) de Lolium multiflorum en una pastura pampeana. 

Foto: Marina Omacini.   
 

Figura 1.7. Esquema de tesis. En cada capítulo (recuadros punteados en color) se analizaron los 

mecanismos por los cuales los hongos endófitos (E+) podrían modificar los efectos de legado 
generado por su planta hospedante y así afectar el establecimiento de la leguminosa. En cada caso, 

también se analizó si el legado generado por la simbiosis gramínea-endófito afectaba directamente 

el establecimiento de la leguminosa o si lo hacía indirectamente a través de modificar su 
interacción con rizobios (R) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA).  

Figura 2.1. Representación esquemática del proceso de retroalimentación planta-suelo estudiado 

en este capítulo. La presencia de endófitos (E) modula el legado que los tejidos vivos de su planta 
hospedante dejan en el suelo (llave roja) a través de modificar la composición y concentración de 

los exudados radicales. Estos efectos de legado pueden ser alelopáticos y afectar directamente 

(línea llena) el establecimiento de una leguminosa que crece en la siguiente generación, o 
indirectamente (línea punteada) a través de modificar a la microbiota del suelo y la capacidad que 

tiene la leguminosa de asociarse a rizobios (R: círculo color rosa) y hongos formadores de 
micorrizas arbusculares (M: círculo color azul).  

Figura 2.2. Representación esquemática del enfoque experimental. La etapa de 

acondicionamiento del suelo se generó cultivando plantas de Lolium multiflorum con niveles 

bajos o altos de infección endofítica (E- y E+, respectivamente) en macetas inoculadas o no con 
hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: macetas rayadas, M-: macetas lisas). 

También, se generaron dos tipos de control cultivando plantas de Trifolium repens inoculadas con 
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rizobios y con M+ o M-. Después de cuatro meses, se recolectaron los 6 tipos de suelo que 

contenían los distintos tipos de legado. Esos suelos se utilizaron en la etapa de respuesta, donde 

se sembraron plantas de T. repens inoculadas nuevamente con rizobios. Es decir, en esta etapa se 
obtuvieron 6 tratamientos donde plantas de T. repens crecieron en suelos inoculados o no con 

micorrizas y acondicionadas por su propia especie (Control M+: macetas blancas y rayadas, 

Control M-: macetas blancas y lisas), o por plantas de L. multiflorum con baja (E-M+: macetas 
grises y rayadas, E-M-: macetas grises y lisas) o alta (E+M+: macetas negras y rayadas, E+M-: 
macetas negras y lisas) frecuencia de infección endofítica.  

Figura 2.3. Representación esquemática de los efectos de retroalimentación planta-suelo (PS). 

Para analizar estos efectos, aquí se compara el número de plántulas de Trifolium repens 

establecidas en suelos acondicionados por su propia especie (macetas blancas) con el número de 

plántulas establecidas en suelos acondicionados por Lolium multiflorum independientemente del 
nivel de infección endofítica (macetas negras). Esto se hizo según la ecuación (2). La 

retroalimentación PS negativa indica un menor establecimiento en suelos acondicionados por T. 

repens que en suelos acondicionados por L. multiflorum. Una retroalimentación PS neutra, indica 
que el establecimiento fue el mismo en suelos acondicionados por T. repens y por L. multiflorum. 

Por último, una retroalimentación PS positiva indica un mayor establecimiento en suelos 
acondicionados por T. repens que en suelos acondicionados por L. multiflorum.   

Figura 2.4. Número de plántulas de Trifolium repens (media ± EE, n=6) establecidas en macetas 

con la adición de inóculo de hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: macetas con 

agregado de inóculo, línea punteada y M-: macetas sin el agregado de inóculo, línea llena), y 
acondicionadas por su propia especie (Control: triángulo) o por Lolium multiflorum con bajo (E-

: círculo gris) o alto (E+: círculo negro) nivel de infección endofítica. Solo se muestran los análisis 

estadísticos para los valores de emergencia (7 días después de la siembra) y establecimiento (42 
días después de la siembra). Las letras diferentes indican diferencias significativas para (p<0.05).      

Figura 2.5. Efecto de la retroalimentación planta-suelo (media ± IC 95%, n=6). Esto se estimó 

utilizando la ecuación (2). Este cálculo se realizó por separado teniendo en cuenta si el suelo fue 

inoculado o no con hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: suelos con la adición y 

M-: suelos sin la adición de inóculo, barras lisas) y el nivel de infección endofítica en las plantas 

de L. multiflorum (E-: bajo nivel de infección, barras grises y E+: alto nivel de infección, barras 

negras). * representa el tratamiento distinto de cero.  

 

Figura 2.6. Interacción entre Trifolium repens y sus simbiontes de raíz. (A) Micorrización (% de 

raíces colonizadas por arbúsculos, media ± EE, n=6) y (B) Nodulación (número de nódulos, media 
± EE, n=12) presentes en las raíces de T. repens cuando crecían en suelos acondicionados por su 

propia especie (Control: barras blancas) o por Lolium multiflorum con bajo (E-: barras grises) o 

alto (E+: barras negras) nivel de infección endofítica. En el caso de la nodulación, las barras son 

un promedio entre los tratamientos con distinto nivel de inóculo de hongos micorrícicos (M+ y 
M-). Letras distintas indican diferencias significativas para (p<0.05).  

 

Figura 2.7. Biomasa aérea de Trifolium repens, (A) en suelos acondicionados por su propia 
especie (media ± EE, n=6), con la adición de inóculo de hongos formadores de micorrizas 

arbusculares (CM-: sin la adición de inóculo, barras lisas, CM+: con la adición de inóculo, barras 

rayadas), o (B) en suelos acondicionados por Lolium multiflorum (media ± EE, n=12) con bajo 
(E-: barras grises) o alto (E+: barras negras) nivel de infección endofítica. Las barras de éstos 

últimos son un promedio entre los tratamientos con distinto nivel de inóculo (M+ y M-). * indican 

diferencias significativas para (p<0.05). 

 
Figura 3.1. Esquema del experimento. Al final de la etapa de crecimiento, se recolectaron las 

hojas y tallos muertos (broza aérea) y las raíces muertas (broza subterránea) de plantas Lolium 

multiflorum con niveles bajos y altos de infección endofítica (E- y E+ respectivamente) que 
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crecían en un campo bajo las mismas condiciones (parcelas de 1 m2 sembradas con 1500 semillas). 

Este experimento incluyó los diferentes tipos de broza producida por plantas E- o E+ (B= BS: 

broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) y dos cantidades de 
broza (C= baja y alta). De la combinación de estos tres factores se obtuvieron 12 tratamientos, los 

cuales se replicaron 6 veces, alcanzando un total de 72 macetas. 

 
Figura 3.2. Número de plántulas de Trifolium repens determinado a los (A) 7 días (media + EE, 

n=12) y (B) 97 días (media + EE, n=12) luego de la siembra, en macetas con distintos tipos de 

broza (BS: broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) producida 
por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de 

infección endofítica. Las barras representan un promedio entre las dos cantidades de broza (ver 
Cudaro 3.1). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 

Figura 3.3. Biomasa aérea de Trifolium repens en macetas (media + EE, n=12) con el agregado 

de distintos tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de 

BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, 
barras rayadas) nivel de infección endofítica. Las barras representan un promedio entre las dos 

cantidades de broza (ver Cuadro 3.1). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 
tratamientos (p<0.05). 

Figura 3.4. Interacción entre Trifolium repens y sus simbiontes de raíz. (A) Número de nódulos 

por planta (media + EE, n=12) y (B) porcentaje de raíz colonizada por arbúsculos (%, media + 

EE, n=24) en los tratamientos con distintos tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza 
aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con 

bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica. Las barras 

representan un promedio entre las dos cantidades de broza (ver Cuadro 3.1). Letras diferentes 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 

Figura 4.1. Representación esquemática de la aproximación experimental. (A) Al final de la etapa 
de crecimiento, se recolectaron las hojas y tallos muertos (broza aérea) y las raíces muertas (broza 

subterránea) de plantas Lolium multiflorum con niveles bajos y altos de infección endofítica (E- 

y E+ respectivamente) que crecían en un campo bajo las mismas condiciones (parcelas de 1 m2 

sembradas con 1500 semillas). Con ella se generaron los lixiviados de los distintos tipos de broza 
producidas por plantas E+ y E- (LB= LBS: broza subterránea, LBA: broza aérea y LBS+LBA: la 

combinación de LBS y LBA y Control: solo con agua). En el primer experimento (B), a partir de 

estos lixiviados se generaron dos concentraciones (C= 100% y 50%) que se utilizaron para regar 
semillas de Trifolium repens colocadas en cajas de Petri. En el segundo experimento (C), estos 

mismos lixiviados se utilizaron para regar macetas con plántulas de T. repens en presencia de 

rizobios (R) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA). 
 

Figura 4.2. Impacto de los lixiviados sobre la velocidad de germinación de Tifolium repens 

(media ± 95% intervalo de confianza, n=18). Esto fue estimado mediante la diferencia de la 

velocidad de germinación de T. repens en las placas regadas con los diferentes tipos de lixiviados 
(LBS: lixiviado de broza subterránea, LBA: lixiviado de broza aérea y LBS+LBA: lixiviado de 

la combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras 

lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica, con un control regado con agua 
(media = 14.65). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos 

(p<0.05). 
 
Figura 4.3. Impacto de los lixiviados sobre la interacción de Trifolium repens con sus simbiontes 

de raíz. Se calculó el RII índice para el (A) Número de nódulos (media ± 95% intervalos de 

confianza, n=6) y (B) porcentaje de raíz colonizada por arbúsculos (%, media ± 95% intervalos 

de confianza, n=6) en los tratamientos regados con los lixiviados de los distintos tipos de broza 
(LBS: lixiviado de broza subterránea, LBA: lixiviado de broza aérea y LBS+LBA: lixiviado de 

la combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras 
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lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 

Figura 4.4: Cromatograma en sílica gel realizado para la cualificación de compuestos alcaloides. 

En cada placa se corrieron los extractos de la broza subterránea (BS) y broza aérea (BA) producida 

por plantas de Lolium multiflorum con bajo y alto nivel de infección endofítica (E- y E+, 
respectivamente). Estas placas luego de ser eluidas fueron rociadas con reactivo Dragendorff, el 

cual reacciona cambiando su color en presencia de alcaloides. La ausencia de manchas en color 

marrón indica que los alcaloides no se encuentran presentes en los extractos de broza utilizados.   
 

Figura 4.5. Concentración de (A) compuestos fenólicos (media + EE, n=3) y (B) compuestos 

flavonoides (media + EE, n=3) en los diferentes tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza 

aérea) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras 
rayadas) nivel de infección endofítica. Las diferencias significativas están representadas con letras 

diferentes (p<0.05). 

 
Figura 5.1. Mecanismos para analizar la retroalimentación planta-suelo (PS). Las plantas pueden 

dejar un legado en el suelo durante su crecimiento a través de la liberación de exudados, o al morir 

a través de la acumulación de la broza (BA: broza aérea, BS: broza subterránea, BA+BS: 
combinación de ambos tipos de broza). Ambos mecanismos, pueden darse por vías químicas 

(líneas celestes) que pueden tener efectos directos (líneas llenas) o indirectos (líneas punteadas) 

sobre el establecimiento de las plantas. La broza aérea también puede afectar a otras plantas a 

través de vías físicas (línea violeta) que pueden afectar directamente a las plantas a través de la 
formación de una barrera. Los simbiontes (llaves grises) pueden modular los efectos de 
retroalimentación a través de modificar la calidad y cantidad de los tejidos vivos y muertos.   

Figura 5.2. Esquema de cómo los endófitos influyen en los procesos de los ecosistemas a través 

de cambios en el legado de su hospedante. Estos efectos de legado pueden tener repercusiones a 

distintas escalas teniendo impactos sobre los pastizales y pasturas dedicados a la cría del ganado 
(adaptado de Rillig et al. 2004).  
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ABREVIATURAS 

 

Retroalimentación PS: retroalimentación planta-suelo  

E: hongos endófitos foliares 

E-: plantas de Lolium multiflorum con bajo nivel de infección endofítica (<5%) 

E+: plantas de Lolium multiflorum con alto nivel de infección endofítica (>90%) 

HMA: hongos formadores de micorrizas arbusculares 

M-: macetas en las que, luego de esterilizar el suelo, no se agregó inóculo de HMA  

M+: macetas en las que, luego de esterilizar el suelo, se les agregó un inóculo que 

consistía en la combinación de tres especies distintas de HMA  

R: rizobios, bacterias fijadoras de nitrógeno  

BS: broza subterránea (raíces muertas) 

BA: broza aérea (hojas y tallos muertos) 

BS+BA: combinación de la broza subterránea y aérea 

LBS: lixiviados producidos por la broza subterránea 

LBA: lixiviados producidos por la broza aérea 

LBS+LBA: lixiviados producidos por la combinación de la broza subterránea y aérea  

NO: noroeste  

%: porcentaje 

#: número 

l: litro 

ml: mililitro 

µl: microlitro 

g: gramo 

µg: microgramo 

m2: metro cuadrado 

mm: milímetro 

µm: micrómetro 

nm: nanómetro 

µM: micromol 

°C: grados centígrados 

h: hora 

min: minutos 

atm: atmósfera 

>: mayor 

<: menor 

GLM: modelos lineales generalizados 

LMM: modelos lineales mixtos 

LR: Likelihood Ratio, prueba de razón de verosimilitud 

gl: grados de libertad 

χ2: chi cuadrado 

EE: error estándar 

IC: intervalos de confianza 

n: número de repeticiones 

N: número de unidades experimentales 

ATP: adenosin trifosfato o trifosfato de adenosina, nucleótido fundamental en la 

obtención de energía celular 
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RESUMEN 

 

Las plantas afectan el crecimiento o establecimiento de otras plantas que crecen en 

el vecindario o en la siguiente generación, a través de modificar las propiedades bióticas 

y abióticas del suelo. Este proceso, conocido como “retroalimentación planta-suelo (PS)” 

ha adquirido gran importancia en los últimos años debido al papel que desempeña en la 

composición de las comunidades vegetales y el funcionamiento de los ecosistemas 

terrestres. A pesar de su importancia, poco se sabe de los mecanismos por los cuales las 

plantas generan la retroalimentación PS, ni el impacto que los simbiontes tienen sobre 

estos procesos. El objetivo general de esta tesis fue evaluar los mecanismos por los 

cuales la simbiosis entre gramíneas y hongos endófitos del género Epichloë afecta el 

establecimiento de una leguminosa y su interacción con otras simbiosis mutualistas 

(rizobios y hongos micorrícicos arbusculares (HMA)) en un pastizal o pastura. La 

hipótesis general es que los hongos endófitos reducen la capacidad que tienen las 

leguminosas de establecerse y formar simbiosis mutualistas a través de modificar los 

compuestos químicos que son liberados de los tejidos vivos y muertos de su gramínea 

hospedante. Para ello, se realizó un experimento donde se evaluó si los exudados radicales 

liberados por los tejidos vivos generados por la simbiosis gramínea-endófito deja un 

legado en el suelo que afecta el establecimiento de la simbiosis tripartita entre 

leguminosas, rizobios y HMA (capítulo 2). Además, se realizaron 3 experimentos para 

estudiar si la acumulación de los tejidos muertos producidos por la simbiosis gramínea-

endófito al final de la etapa de crecimiento afecta a la leguminosa y sus simbiontes 

benéficos a través de vías físicas o químicas (capítulo 3 y 4). Esta tesis proporciona una 

mejor comprensión acerca de cómo puede darse el proceso de retroalimentación PS y la 

forma en que un simbionte foliar modifica dicho proceso. También, a través de este 

estudio se determinaron los mecanismos por los cuales la simbiosis gramínea-endófito 
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promueve o inhibe el establecimiento de una leguminosa. Estos resultados, tendrían 

implicancias sobre la ecología de las comunidades, ya que a través de la retroalimentación 

PS, se podría promover la coexistencia entre especies. Además, proporcionan 

información escencial que podría utilizarse para generar prácticas de manejo adecuadas 

que permitan el establecimiento y la prevalencia de las leguminosas en estos sistemas.  

 

 

Palabras clave: Mutualismos - Epichloë occultans - endófitos, Rhizobium 

leguminosarum – rizobios – Glomeromycota – micorrizas arbusculares – 

retroalimentación   
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ABSTRACT 

 

Plants can affect the growth or establishment of other plants through changing the 

biotic and abiotic soil enviornment. In the recent years, this process known as “plant-soil 

feedback (PSF)”, has gained a great importance due to the role that plays in the structuring 

of plant communities and the functioning of terrestrial ecosystems. Despite its 

importance, little is known about the mechanisms by which plants generate this PSF or 

the impact that symbionts have on these processes. The general objective of this thesis 

was to test the mechanisms by which the symbiosis between grasses and endophytic fungi 

of de genus Epichloë affect the establishment of a legume and its interaction with other 

mutualistic symbioses (rhizobia and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)) in grasslands 

and pastures. The general hypothesis is that the endophyte reduces the establishment of 

the legume and their ability to form mutualistic symbioses by modifying the chemical 

compound that are released from the living and dead tissues of their grass host. To analyze 

these, we performed an experiment whether the root exudates released by the living 

tissues of the grass-endophyte symbiosis leave a legacy in the soil that affect the 

establishment of the tripartite symbiosis between legumes, rhizobia, and AMF (chapter 

2). Also, we carried out three experiments to study whether the accumulation of the dead 

tissues produced by the grass-endophyte symbiosis at the end of the growing season 

affects the legume and its beneficial symbionts through physical and chemical pathways 

(chapter 3 and 4). This thesis provides a better understanding of how PSF can occur and 

how a foliar symbiont modifies this process. Also, through this study, the mechanisms by 

which the grass-endophyte symbiosis promotes or inhibits the establishment of a legume 

were determined. These results would have implications for the ecology of communities 

since we can promote or inhibite the coexistence of species through PSF process. Also, 
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they provide essential information that could be used to generate appropriate management 

practices that allow the establishment and the prevalence of legumes in these systems.  

 

Key words: Mutualism - Epichloë occultans - endophytes, Rhizobium leguminosarum – 

rhizobia – Glomeromycota – arbuscular mycorrhizal fungi – feedback   

 

  



1 

Capítulo 1 

 

INTRODUCCIÓN GENERAL 
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1.1. LOS AGROECOSISTEMAS Y LAS INTERACCIONES 

BIOLÓGICAS  

 

Los agroecosistemas, son ecosistemas modificados por el ser humano que tienen 

como fin producir alimentos, fibras u otros productos agrícolas (Altieri y Koohafkan 

2003, Conway 1987). La provisión de estos productos, generalmente se da a expensas de 

la biodiversidad y de muchos otros servicios ecosistémicos (Foley et al. 2005, Hails 2002, 

Liu et al. 2007, Newbold et al. 2015, Paruelo y Sierra 2022). Es por ello, que en los 

últimos años se ha planteado la necesidad de un cambio hacia un modelo más sustentable 

como la intensificación ecológica (Bender et al. 2016, Bommarco et al. 2013, Díaz et al. 

2018, Doré et al. 2011). Este modelo propone mantener y/o aumentar la producción 

minimizando el impacto ambiental, a través del reemplazo de insumos externos 

(fertilizantes, herbicidas, insecticidas, etc.) mediante un manejo más adecuado y eficiente 

de los servicios o contribuciones de los agroecosistemas (Bender et al. 2016, Bommarco 

et al. 2013, Díaz et al. 2018, Doré et al. 2011). Es por ello que, para lograr maximizar la 

producción y generar prácticas de manejo sustentables, primero, es necesario entender los 

procesos y las interacciones biológicas que ocurren en él.  

Las interacciones interespecíficas (es decir, entre especies diferentes) son 

consideradas como uno de los factores que determinan la dinámica y el funcionamiento 

tanto de los ecosistemas naturales como de diferentes sistemas de producción (Tilman et 

al. 2014). Históricamente, la competencia por recursos entre distintas especies vegetales 

ha sido propuesta como el factor principal que influye la diversidad y el dominio de ciertas 

especies dentro de las comunidades vegetales (Grace y Tilman 1990). Esto se debe a que 

la competencia puede determinar la coexistencia o la exclusión de especies (Callaway et 

al. 1996, Grace y Tilman 1990, Gurevitch et al. 1992, Lotka 1925, Tilman 1982, Volterra 

1926). Sin embargo, los ecólogos han reconocido que otras interacciones como las que 
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establecen las plantas con microorganismos mutualistas (Bascompete 2019, Thrall et al. 

2007, van der Heijden et al. 1998), herbívoros (Hulme 1996, Maron y Crone 2006) y 

patógenos (Bever et al. 2015) también afectan el desempeño de las plantas hospedantes y 

la organización de las comunidades vegetales. 

Particularmente, los mutualismos pueden tener grandes implicancias sobre la 

estructura de una comunidad y el funcionamiento de un ecosistema (Kothamasi et al. 

2010). Esto se debe a que, al proveerle múltiples beneficios a sus plantas asociadas, los 

mutualistas no solo mejoran la aptitud de sus hospedantes, sino que también pueden 

modificar las interacciones de competencia y desempeñar importantes roles en el 

movimiento de nutrientes y energía en los ecosistemas (Hay et al. 2004, Kothamasi et al. 

2010). Recientemente, las interacciones mutualistas que se dan entre las plantas y los 

insectos polinizadores han adquirido gran atención debido a los beneficios que éstos 

generan para la producción de alimentos (Fontaine et al. 2006, Garibaldi et al. 2011, 2013, 

2014, Kothamasi et al. 2010, Potts et al. 2016). Sin embargo, las interacciones que forman 

las plantas con los microorganismos simbiontes también tienen grandes implicancias 

sobre los agroecosistemas (Andrews et al. 2010, 2011, Dodd et al. 2010, Douglas 2010, 

Newton et al. 2010, Tikhonovich y Provorov 2011). Realizando un manejo adecuado de 

los microorganismos simbiontes se podrían reemplazar o disminuir el uso de fertilizantes, 

herbicidas y pesticidas, obteniendo sistemas más sustentables e igual de productivos 

(Andrews et al. 2010, 2011, Dodd et al. 2010, Newton et al. 2010). 

1.2. INTERACCIONES SIMBIÓTICAS  

Se denomina simbiosis a un tipo de mutualismo con características particulares 

debido a que son, principalmente, relaciones con contacto estrecho y de larga duración 

(Douglas 2010). En un principio, éstas interacciones se han estudiado de a pares, 
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analizando los beneficios que los integrantes de la simbiosis reciben. Actualmente 

sabemos que las plantas pueden formar simbiosis simultáneas con distintos 

microorganismos y que estas pueden tener grandes implicancias sobre plantas vecinas 

simbióticas y no simbióticas (Garcia-Parisi y Omacini 2019, Vignale et al. 2018, 2020). 

Esta tesis aborda de manera integrada las simbiosis que las plantas mantienen con 

tres tipos de microorganismos: bacterias fijadoras de nitrógeno (rizobios), hongos 

formadores de micorrizas arbusculares (HMA) y hongos endófitos foliares. Se 

seleccionaron estos simbiontes ya que suelen estar presentes en la mayoría de los 

agroecosistemas y, además, median importantes procesos fisiológicos como la 

adquisición de nutrientes, protección y la tolerancia de las plantas a distintos tipos de 

estrés (Andrews et al. 2011, Bauer et al. 2012, Omacini 2013). A continuación, se 

describen algunas particularidades de estos tres tipos de simbiontes.  

1.2.1. Simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno  

Una de las simbiosis más importantes y reconocidas en el mundo debido a su 

impacto ecológico y económico es aquella que forman las leguminosas (Fabacaeae) con 

las bacterias fijadoras de nitrógeno (rizobios) de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium y Azorhizovium (Sawada et al. 2003, 

Sprent 2007). Estas simbiosis constituyen la principal fuente de nitrógeno (N) en los 

ecosistemas naturales y en diversos agroecosistemas (Graham y Vance 2003, Sprent et 

al. 2017). Esto se debe a que, a cambio de productos fotosintéticos, los rizobios le otorgan 

a la planta N cuando este nutriente está en concentraciones limitantes o no se encuentra 

disponible para la planta (Seefeldt et al. 2009, Sprent et al. 2017). La fijación de N se 

debe a que las bacterias fijadoras poseen un complejo enzimático denominado 

nitrogenasa que les permite fijar nitrógeno atmosférico (N2) y convertirlo en amonio 

(NH4
+), que luego es exportado a la planta (Mylona et al. 1995). La nitrogenasa es 
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inactivada en presencia de oxígeno, razón por la cual este proceso debe realizarse en 

condiciones anóxicas o casi anóxicas. Es por ello, que el establecimiento y el éxito de la 

simbiosis está dado por la formación de unas estructuras nodulares en las raíces de las 

plantas (Figura 1.1), que proporcionan el microambiente necesario para que los rizobios 

puedan fijar N2 (Gage 2004, Long 1989).  

La formación de estos nódulos se da a partir de un proceso complejo que implica 

una serie de mecanismos de señalización y reconocimiento por parte del simbionte y la 

planta. El proceso inicia con la secreción de compuestos flavonoides por parte de la 

planta, los cuales inducen la expresión de los genes de nodulación en el simbionte (Gage 

2004). Estos genes a su vez codifican para una serie de proteínas que inducen la 

deformación de los pelos radicales y la división de células corticales, que terminan con la 

formación del nódulo (Gage 2004). Existen dos tipos de nódulos, los determinados e 

indeterminados, dependiendo de la especie de leguminosa a la que se asocian. Los 

nódulos determinados se caracterizan por tener una estructura esférica y se encuentran en 

géneros de leguminosas subtropicales como Glycine, Lotus o Phaseolus. Los nódulos 

indeterminados poseen una morfología mucho más alargada y cilíndrica a causa de la 

presencia de un meristema apical permanente que continuamente se encuentra creciendo 

y se encuentran en leguminosas templadas como Medicago, Trifolium y Pisum (Denison 

2000, Hirsch 1992, Mayz 1997). En los nódulos determinados, las bacterias que lo forman 

se transforman en bacteroides perdiendo su capacidad de reproducirse. Sin embargo, al 

morir el nódulo, los bacteroides liberados al suelo recuperan su capacidad de multiplicarse 

y lo hacen dependiendo de la cantidad de sustancias de reserva que acumularon durante 

su estadio simbiótico. En cambio, en los nódulos indeterminados, no todas las bacterias 

que lo forman se diferencian en bacteroides. Algunos continúan indiferenciados y se 

multiplican dentro del nódulo a expensas de la planta. Estas bacterias indiferenciadas 
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reconstituyen las poblaciones del suelo al morir el nódulo, dado que la capacidad de 

multiplicarse de los bacteroides en este tipo de nódulo no se recupera (Denison 2000, 

Denison y Kiers 2004).  

 

 
Figura 1.1. Raíces de Trifolium repens con nódulos indeterminados. Foto: Alexia Minás. 

 

 

La presencia de esta simbiosis tiene grandes impactos sobre la estructura de las 

comunidades y el funcionamiento de los ecosistemas (Kothamasi et al. 2010). Al fijar N, 

las leguminosas aumentan la disponibilidad de este nutriente en el sistema mediante dos 

mecanismos: a través de la liberación de los recursos del suelo y a través de transferir 

parte del N fijado a otras plantas (Ayres et al. 2007, Haynes 1980, Hodge y Fitter 2013). 

El primero está dado por la utilización diferencial de los recursos. Esto significa que las 

leguminosas al utilizar el N2 fijado por los rizobios en lugar al N del suelo, genera un 

aumento de los reservorios presentes en el suelo, que pueden ser utilizados por otras 

plantas. Por el contrario, la transferencia de N está relacionado con el N que queda 



7 
 

 
 

disponible en el suelo por la exudación radical o la descomposición de los tejidos muertos. 

Estos cambios en el perfil de nutrientes del suelo pueden afectar las relaciones de 

competencia entre las especies presentes en la comunidad, lo que altera la composición 

específica de la comunidad en favor de las especies más demandantes de N (Kothamasi 

et al. 2010). También, modifican la productividad del ecosistema ya que está vinculado 

principalmente a sus efectos sobre el ciclo del N debido a que aumenta su entrada 

mediante la fijación simbiótica (Sprent 2007).  

1.2.2. Simbiosis con hongos formadores de micorrizas arbusculares  

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) son considerados como 

uno de los grupos de simbiontes más importantes, ya que forman asociaciones con más 

del 80% de las plantas terrestres (Smith y Read 1997, van der Heijden et al. 1998, van der 

Heijden et al. 2015). Una de las funciones principales o más conocidas que cumplen los 

HMA, es mejorar la captura de nutrientes para la planta hospedante a cambio del 

suministro de compuestos carbonados (Leigh et al. 2011, Parniske 2008, Smith y Read 

2008). Esto se debe a que las hifas de HMA se extienden en el suelo recorriendo grandes 

superficies en búsqueda de recursos. Además de esta función, los HMA mejoran la 

tolerancia al estrés hídrico (Smith y Read 1997) y sus defensas contra algunos insectos 

(Akiyama y Hayashi, 2002, Babikova et al. 2014, Fontana et al. 2009, Shrivastava et al. 

2015, Vierheilig et al. 2000). Debido a estos beneficios, varios estudios sugieren que la 

simbiosis con HMA puede modificar las relaciones de competencia entre las plantas, lo 

que, a su vez, tiene un impacto sobre la estructura y la diversidad de las comunidades 

vegetales (Bennet et al. 2017, Lin et al. 2015, Teste y Dickie 2017).  

La colonización de las raíces de las plantas por parte de los HMA involucra una 

serie de eventos que están altamente regulados por ambos participantes (Feddermann et 
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al. 2010). Al inicio, las raíces de las plantas exudan estrigolactonas que actúan como 

moléculas señal responsables de inducir la germinación de las esporas (conocidas como 

glomeroesporas que son la unidad reproductiva de los HMA) (Akiyama et al. 2005, 

García-Garrido et al. 2009, López-Ráez et al. 2008, Smith y Smith 2011). En respuesta, 

se produce la ramificación hifal y la producción de factores Myc que inducen oscilaciones 

de calcio en las células epidérmicas de las raíces y activan distintos genes de la planta 

relacionados con la simbiosis (Kosuta et al. 2003, Maillet et al. 2011). Al ponerse en 

contacto con la raíz de la planta, la hifa del hongo penetra la epidermis de la raíz y crece 

intracelularmente en el parénquima cortical. En algunas células de la corteza, el hongo 

penetra las paredes de la célula vegetal e invagina la membrana plasmática la cual crece 

acompañando el desarrollo de unas estructuras denominadas “arbúsculos” (Figura 1.2; 

Genre et al. 2008). Estas estructuras son las que les dan el nombre a estos hongos y son 

considerados como los principales indicadores de una colonización funcional, ya que allí 

es donde se da el intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo (Genre et al. 2008, 

Parniske 2008, Smith y Read 2008). Estos hongos también pueden formar unas 

estructuras intrasradicales denominadas “vesículas” (Figura 1.2). Las vesículas se 

originan a partir del ensanchamiento de una hifa y se las considera como estructuras de 

reserva (Peterson et al. 2004, Smith y Read 2008). Nunca hay colonización de las células 

de la endodermis ni en el cilindro vascular. Tampoco se han observado estructuras 

fúngicas en los ápices meristemáticos de las raíces micorrizadas.  
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Figura 1.2. Hifas, arbúsculos y vesículas de hongos micorrícicos arbusculares observados en las 
raíces de Trifolium repens. Observación microscópica x100. Foto: Mirta Rabadán. 

 

Dentro de un ecosistema, los HMA tienen la capacidad de formar redes de 

comunicación entre diferentes plantas formando una red común de micorrizas 

(denominadas en inglés como “Common Mycorrhizal Networks”; Barto et al. 2012). La 

presencia de estas redes no solo aumenta el crecimiento de una planta individual, sino que 

también permite el éxito ecológico de las plantas que intervienen en dicha red a través del 

intercambio de nutrientes e incluso compuestos de defensa (Babikova et al. 2013, van der 

Heijden et al. 2009, van der Heijden et al. 2015). La formación de estas redes podría 

explicar cómo los HMA promueven la productividad y la diversidad de las comunidades 

vegetales (van der Heijden et al. 1998, Wagg et al. 2014).    

1.2.3. Simbiosis con hongos endófitos foliares  

Los hongos endófitos del género Epichloë (Ascomycetes: Clavicipitaceae) 

establecen simbiosis con numerosas especies de gramíneas templadas (Leuchtmann et al. 

2014). Dentro de el género Epichloë podemos encontrar especies sexuales y asexuales, 

que se alojan únicamente en los tejidos aéreos de sus hospedantes (Clay y Schardl 2002). 
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Si bien existen muchas especies de endófitos, la evidencia molecular sugiere que las 

gramíneas hospedantes están infectadas por un solo genotipo fúngico (Kover et al. 1997, 

Meijer y Leuchtamnn 1999).   

Una de las funciones principales o más conocidas que los endófitos le otorgan a su 

planta hospedante es la protección contra herbívoros vertebrados e invertebrados (Bush 

et al. 1997, Clay y Scharld 2002) y hongos patógenos (Pérez et al. 2016). Esta protección 

está asociada principalmente a que el hongo produce alcaloides (Bush et al. 1997, Clay y 

Scharld 2002). Sin embargo, el tipo de alcaloide producido depende del genotipo del 

hongo y el hospedante (Bush et al. 1997). Por ejemplo, algunas asociaciones producen 

alcaloides ergot e índole-diterpenos que son tóxicos para el ganado (Gallagher et al. 1981, 

Porter et al. 1981). Mientras que otras, producen peraminas y lolinas que son tóxicas para 

algunos herbívoros invertebrados (Bush et al. 1997, Clay y Schardl 2002, Rowan y 

Gaynor 1986), por lo que podrían ser promovidas en sistemas pastoriles (Iannone et al. 

2017, McCargo et al. 2020, Vignale et al. 2020). Sin embargo, estos estudios no definen 

si estos compuestos participan efectivamente en el mecanismo de protección, ya que solo 

encuentran correlaciones entre la disminución de la herbivoría y la concentración de los 

alcaloides (Wilkinson et al. 2000). Actualmente, también se ha visto que los endófitos 

inducen cambios en la emisión de compuestos orgánicos volátiles (Fiorenza et al. 2021, 

Fuchs y Krauss 2019, Pańka et al. 2013, Rostás et al. 2015) que podrían actuar como 

compuestos defensivos contra insectos (Hennessy et al. 2021).   

Los endófitos le otorgan múltiples beneficios a sus hospedantes, entre ellos, se ha 

visto que generan un aumento en la absorción de nutrientes (Belesky et al. 2008, García-

Parisi et al. 2015, Malinowski y Belesky 2000), lo que podría estar dado por cambios en 

la morfología de las raíces (Malinowski y Belesky 2000). Incluso, los endófitos inducen 

una mayor tolerancia a la sequía en sus plantas hospedantes, producto de cambios en la 
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estructura y funcionamiento de tejidos aéreos y subterráneos (Malinowski y Belesky 

2000, Manzur et al. 2021). Sin embargo, esta tolerancia depende de la historia evolutiva 

de la gramínea y de los hongos endófitos en los diferentes contextos ecológicos (Decunta 

et al. 2021). A partir de todos los cambios anteriormente nombrados (metabólicos, 

nutricionales y de tolerancia a estrés), los endófitos aumentan la habilidad competitiva de 

su planta hospedante, pudiendo aumentar su crecimiento y/o su reproducción (Clay 1990, 

Clay et al. 1993, Clay y Schardl 2002, Malinowski y Belesky 2000).  

A cambio de los múltiples beneficios que la planta hospedante obtiene de la 

simbiosis, el hongo recibe productos fotosintéticos, protección y una vía de dispersión 

(Clay et al. 1993, Clay y Schardl 2002). Esto se debe a que los endófitos se transmiten 

verticalmente a través de las semillas de la planta (Figura 1.3). El hongo se hospeda y 

crece en los espacios intersticiales de los tejidos aéreos e inflorescencias, dando como 

resultado una colonización asintomática (Clay y Schardl 2002, Moon et al. 2000). Cuando 

la semilla germina, el micelio del hongo, ubicado en los espacios intercelulares del 

embrión, coloniza los primordios foliares y se distribuye por los tejidos aéreos (Clay y 

Schardl 2002). El hongo crece durante la estación de crecimiento del hospedante y luego 

coloniza los óvulos en crecimiento para alojarse en la semilla, que constituye la unidad 

de dispersión no solo para la planta sino también para el hongo (Clay y Schardl 2002). 

Una vez alcanzada la semilla, su persistencia depende de su habilidad por mantenerse 

vivo durante la etapa seminal (Gundel et al. 2008).  

Los endófitos asexuales se caracterizan por ser transmitidos exclusivamente de 

forma vertical, pero las formas sexuales, bajo ciertos contextos, pueden generar estromas 

en los tallos de sus gramíneas hospedantes y transmitirse de manera contagiosa 

reduciendo las semillas producidas por su hospedante (Clay y Schardl 2002). En general, 

la tasa de transmisión de los endófitos es bastante eficiente (Clay y Schardl, 2002), pero 
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depende del genotipo y del contexto ecológico (García-Parisi et al. 2012, Gundel et al. 

2008, 2009, 2011 y 2012).   

 
Figura 1.3. Hifas del hongo endófito Epichloë occultans en las semillas de Lolium multiflorum. 

Vista microscópica x100. Foto: Mirta Rabadán. 

 
 

Los endófitos producen múltiples cambios en su hospedante que podrían afectar a 

otros miembros de la comunidad vegetal (Clay y Schardl 2002, Omacini et al. 2005, 

Omacini et al. 2014). Por un lado, los endófitos pueden tener efectos positivos sobre otras 

especies de plantas al transferirle protección contra insectos y patógenos a plantas vecinas 

no simbióticas (García-Parisi et al. 2014, García-Parisi et al. 2021, Pérez et al. 2016). Por 

otro lado, se han visto efectos negativos sobre la diversidad de especies vegetales (Clay 

y Holah 1999, Rudgers et al. 2007) ya que los endófitos alteran las interacciones 

competitivas entre sus plantas hospedantes y otras plantas (Cheplick et al. 1989, Marks 

et al. 1991, Malinowski et al. 1997, Stevens y Hickey 1990, Sutherland y Hoglund 1989). 

También se ha detectado que la simbiosis gramínea-endófito puede afectar a los 

consumidores de varios niveles tróficos (Krauss et al. 2007, Lehton et al. 2005, Omacini 

et al. 2001) y afectar el ambiente subterráneo (Antunes et al. 2008, Bowatte et al. 2011, 

Casas et al. 2011, Eerens et al. 1998, Franzluebbers 2006, Franzluebbers et al. 1999, 

García-Parisi et al. 2017, Iqbal et al. 2013, Jenkins et al. 2006, Omacini et al. 2004, 2006). 
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A partir de todos estos cambios, los endófitos podrían tener impactos sobre la estructura 

y composición de las comunidades vegetales y los ecosistemas.   

   

1.2.4. Interacciones entre múltiples simbiosis  

En los sistemas naturales y los agroecosistemas es usual encontrar plantas asociadas 

a distintos tipos de simbiontes. La presencia simultánea de dos o más simbiontes pueden 

inducir efectos aditivos o interactivos sobre los beneficios que pueden obtener tanto la 

planta hospedante como las plantas presentes en el vecindario (García-Parisi y Omacini 

2019). Los primeros, ocurren cuando los beneficios que la planta obtiene por la presencia 

simultánea de dos o más simbiontes, son equivalentes a los efectos acumulativos de cada 

uno (García-Parisi y Omacini 2019). Encambio, los efectos interactivos, ocurren cuando 

la combinación de los simbiontes genera un beneficio mayor (sinergismo) o menor 

(antagonismo) en el rendimiento de la planta en comparación a los efectos acumulativos 

de cada uno de ellos (García-Parisi y Omacini 2019).   

Los rizobios y los HMA pueden formar simbiosis con la mayoría de las 

leguminosas. Esta simbiosis tripartita juega un papel fundamental en los ecosistemas 

terrestres ya que influye en la productividad de las plantas, la nutrición y la estructura de 

las comunidades (Bauer et al. 2012, Ossler et al. 2015). Generalmente, estos simbiontes 

actúan de forma sinérgica aumentando el crecimiento y el rendimiento de sus hospedantes 

(Antunes y Gross 2005, de Varennes y Goss 2007, Meghvansi et al. 2008, Kaschuk et al. 

2009). Esto se debe a que los rizobios y los HMA proporcionan nutrientes que son 

necesarios no solo para las plantas, sino también para los simbiontes. La enzima 

nitrogenasa (encargada de fijar N2 en los rizobios) tiene un alto requisito en fósforo (P; 

(Sulieman y Tran 2013). La simbiosis con HMA alivia el estrés de P para la planta, y a 

su vez aumenta la nodulación de la raíz y los niveles de fijación de N2 (Bethlenfalvay y 
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Le Tacón 1990, Graham et al. 1981, Larimer et al. 2014). Contrariamente, los HMA son 

demandantes de N (Johnson 2010), por lo que, al mejorar el estado de N de la planta, la 

presencia de los rizobios también beneficia el desarrollo de las micorrizas (Bethlenfalvay 

y Le Tacón 1990, Graham et al. 1981).  

Las gramíneas pueden formar simbiosis tanto con hongos endófitos como con 

HMA, y estas simbiosis simultáneas pueden ocurrir en ecosistemas naturales y agrícolas. 

Sin embargo, la presencia de endófitos genera efectos contrastantes sobre la colonización 

de HMA en el mismo hospedante. Por un lado, se ha visto que los endófitos disminuyen 

la colonización de HMA en plantas de Schenodorus phoenix (Mack y Rudgers 2008), 

Lolium perenne (Liu et al. 2011) y L. muliflorum (Omacini et al. 2006). Por el contrario, 

se observó una mayor tasa de colonización de micorrizas en las plantas de Poa 

bonariensis y Bromus auleticus en presencia de endófitos (Arrieta et al. 2015, Novas et 

al. 2005, 2009, Vignale et al. 2016 y 2018). Según investigaciones recientes, el efecto que 

producen los endófitos sobre la micorrización de la planta hospedante dependería de la 

identidad de los HMA (Larimer et al. 2012, Liu et al. 2011, Zhou et al. 2016) y del nivel 

de infección de la planta que creció antes en el mismo suelo (García-Parisi y Omacini 

2017) o en el vecindario junto con otras plantas (Omacini et al. 2006). Con respecto al 

rendimiento de la gramínea hospedante, se ha visto que la presencia simultánea de estos 

dos simbiontes puede generar efectos no interactivos (Mack y Rudgers 2008, Larimer et 

al. 2012, Vignale et al. 2016), antagónicos (Liu et al. 2011, Guo et al. 2017) o sinérgicos 

(Li et al. 2018, Zhou et al. 2016). Estos resultados contrastantes dependen principalmente 

de la especie de la planta y la especie de HMA. 

En algunos agroecosistemas es usual encontrar gramíneas asociadas a endófitos 

coexistiendo con leguminosas asociadas a rizobios. En estos casos, se ha visto que la 

presencia de endófitos puede aumentar la nodulación (Eerens et al. 1998) o disminuir la 
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nodulación sin afectar la cantidad de N fijado por la planta hospedante (García-Parisi et 

al. 2015). Incluso, algunos trabajos detectaron que la presencia de endófitos no aumentó 

la tasa de fijación de N2 por la simbiosis leguminosa-rizobio, pero sí aumentó la cantidad 

de N que fue transferido a la gramínea hospedante (Slaughter et al. 2016). Además, la 

presencia de endófitos puede proteger no solo a sus gramíneas hospedantes sino también 

a las leguminosas vecinas contra insectos (García-Parisi et al. 2014). Como esta 

protección se da únicamente cuando la leguminosa está asociada a los rizobios, el efecto 

sinérgico surge de la presencia simultánea de ambas especies de plantas y ambos 

simbiontes (García-Parisi et al. 2014, García-Parisi y Omacini 2019).  

Los estudios que incluyen la interacción de endófitos Epichloë, HMA y rizobios 

son escasos. La formación de redes comunes de micorrizas entre las gramíneas y 

leguminosas podrían actuar como canales de transferencia para nutrientes y señales que 

inducen protección (Barto et al. 2012). Teniendo en cuenta esto, las redes podrían ser los 

canales por los cuales se transfiere el N fijado desde la leguminosa a la gramínea vecina 

(Slaughter et al. 2016) o por donde las gramíneas asociadas a endófitos defienden a las 

leguminosas asociadas a rizobios (García-Parisi et al. 2014). Sin embargo, se necesitan 

más estudios para desentrañar el papel que cumplen las redes de HMA entre estas dos 

simbiosis.  

1.3. PROCESO DE RETROALIMENTACIÓN PLANTA-SUELO 

En los últimos años, el concepto de retroalimentación planta-suelo 

(retroalimentación PS o “plant-soil feedback” en inglés) ha adquirido gran importancia 

en la ecología debido al papel que desempeña en la composición de las comunidades 

vegetales y el funcionamiento de los ecosistemas terrestres (van der Putten et al. 2013, 

2016). Se denomina retroalimentación PS, al proceso en el que las plantas afectan el 
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crecimiento de la misma o de diferentes especies al modificar las propiedades bióticas y 

abióticas del suelo en el que viven (Klironomos 2002, Rudgers y Orr 2009, van der Putten 

et al. 2013). Los cambios en las propiedades del suelo - también conocidos como “efectos 

de legado”- pueden persistir a lo largo del tiempo, afectando no solo a plantas vecinas 

sino también a plantas que crecen en la siguiente generación (Bever et al. 1997, van der 

Putten et al. 2013). De esta manera, a través de un legado “invisible” las plantas presentes 

podrían afectar a otras a pesar de no estar presentes en suelo, lo que tendrían grandes 

implicancias sobre la diversidad, composición y productividad de una comunidad vegetal 

(Bever et al. 1997, van der Putten et al. 2013). Sin embargo, el impacto que una planta 

tiene sobre otra es específico de cada especie y esto determinará cómo los efectos de la 

retroalimentación PS afectan la composición y funcionamiento de la comunidad vegetal 

(Bardgett y Wardle 2010).  

1.3.1. Mecanismos de retroalimentación planta-suelo (PS) 

En un principio, la retroalimentación PS se estudiaba considerando a los efectos de 

legado (i.e. cambios en el suelo inducidos por las plantas) como una “caja negra” (Cortis 

y de Devn 2012). Sin embargo, hoy en día sabemos que las plantas pueden generar estos 

efectos de legado a través de dos mecanismos: mediante la liberación de exudados 

radicales o mediante la deposición y acumulación del material muerto vegetal (broza) 

(Figura 1.4; Ehrenfeld et al. 2005, van der Putten et al. 2013, Veen et al. 2019). A pesar 

de que, durante el crecimiento de la planta, una pequeña porción de tejidos muere y se 

deposita en el suelo (es decir, hojas que se caen, pequeñas raíces que mueren para que 

nuevas raíces puedan explorar más suelo, etc.) es necesario desentrañar las interacciones 

entre todos estos procesos para comprender cómo funciona la retroalimentación PS. A su 

vez, a través de estos dos mecanismos, las plantas pueden tener efectos directos sobre 

otras plantas o indirectos a través de modificar a la comunidad biótica del suelo. Para 
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entender realmente los procesos de retroalimentación PS es necesario estudiar qué sucede 

cuando estos son producidos por los tejidos vivos y muertos por separado y reconocer si 

hay otros grupos de especies involucrados.  

1.3.1.A. Retroalimentación planta-suelo generada por los exudados radicales 

Durante su crecimiento, las plantas fijan carbono, absorben nutrientes y, además, 

liberan una enorme variedad de compuestos químicos a la rizósfera a través de la 

exudación radical. Dentro de los exudados, es usual encontrar metabolitos primarios 

como los azúcares, aminoácidos y ácidos carboxílicos, así como también encontramos 

metabolitos especializados (antes denominados metabolitos secundarios, i.e. compuestos 

que no están involucradas en el metabolismo primario, pero que tienen funciones claves 

en las adaptaciones de las plantas a ciertas situaciones ecológicas) (Pichersky y 

Lewinsohn 2011) tales como los compuestos fenólicos, flavonoides, alcaloides, terpenos, 

etc. (Cesco et al. 2010, Uren 2000). La composición y cantidad de los compuestos 

exudados al suelo está determinada por la especie de planta, su etapa de desarrollo, el 

ambiente abiótico del suelo rizosférico y los componentes bióticos (Bardi y Vivanco 

2009, Uren 2000). También, los componentes bióticos aéreos y subterráneos del 

ecosistema (como los herbívoros, las plantas competidoras, los patógenos, los simbiontes 

y los descomponedores) pueden alterar la concentración y cantidad de los exudados 

radicales (Bais et al. 2006, Bardegtt et al. 1998, Guo et al. 2015, Inderjit et al. 2011, 

Inderjit y Weston 2003). 

La retraolimentación PS generada por la exudación radical, se da únicamente por 

vías químicas (Figura 1.4) y juega un papel importante en las interacciones entre plantas 

y, entre plantas y microorganismos presentes en la rizósfera (Huang et al. 2014). Esto se 

debe a que las plantas, a través de los exudados radicales, pueden tener efectos 
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alelopáticos sobre plantas vecinas y/o plantas que crecen en la siguiente generación. 

Según la “Sociedad Internacional de Alelopatía” (http://allelopathy-

society.osupytheas.fr/about/), se denomina alelopatía al efecto directo o indirecto, 

positivo o negativo, que las plantas tienen sobre otras plantas través de la producción de 

metabolitos primarios o específicos (aleloquímicos) que afectan su crecimiento y/o 

desarrollo (Figura 1.4). Estos compuestos alelopáticos pueden afectar directamente a 

otras plantas y generar efectos positivos o negativos. Por ejemplo, la liberación de 

nutrientes en el suelo puede generar un efecto positivo sobre el crecimiento y desarrollo 

de las plantas debido a que aumentan su disponibilidad en el suelo (Keiluweit et al. 2015, 

Malamy 2005). Pero existen otro tipo de compuestos que pueden generar efectos 

negativos reduciendo el crecimiento y/o establecimiento de otras plantas (Bais et al. 2006, 

Inderjit et al. 2011, Inderjit y Weston 2003). Además, las plantas pueden influir 

indirectamente en su propio desarrollo y el de otras plantas a través de modificar la 

composición de diferentes componentes de la comunidad biótica del suelo (Figura 1.4; 

Bever 1994, van der Putten et al. 1993). Esto se debe a que, a través de los exudados, las 

plantas pueden liberar compuestos alelopáticos al suelo que modifican la densidad de 

patógenos o de mutualistas generando una reducción o un aumento en la productividad 

de las plantas (Bais et al. 2004, Bever et al. 1997, Klironomos 2002).  

1.3.1.B. Retroalimentación planta-suelo generada por la acumulación de la broza  

Al final de la estación de crecimiento, los tallos y hojas muertas de las plantas (en 

adelante, broza aérea: BA) se acumulan sobre la superficie del suelo, mientras que las 

raíces muertas (en adelante, broza subterránea: BS) se acumulan dentro del suelo. Hasta 

el momento de su descomposición, los tejidos muertos pueden inducir efectos positivos 

o negativos sobre otras plantas a través de vías físicas y/o químicas (ver Figura 1.4; 

Bennet y Klironomos 2019, van der Putten et al. 2013, Veen et al. 2019). Si bien en 

http://allelopathy-society.osupytheas.fr/about/
http://allelopathy-society.osupytheas.fr/about/
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condiciones naturales, las vías físicas y químicas por las que se genera la 

retroalimentación PS mediada por la broza se da en forma simultánea, esta clasificación 

nos permite entender qué es lo que sucede en los sistemas naturales o en los 

agroecosistemas. Las vías físicas están relacionadas con la acumulación de broza aérea 

que actúa como una barrera que puede afectar directamente a otras plantas a través de 

modificar las condiciones micro-climáticas para la germinación de semillas (es decir, la 

radiación entrante, la temperatura y la amplitud térmica, la humedad del suelo y la 

evaporación del agua; Eckstein y Donath 2005, Facelli y Pickett 1991a y 1991b) y/o 

impedir la emergencia de las plántulas (Donath y Eckstein 2008, Facelli y Pickett 1991a, 

Ruprecht y Szabo 2012). Por otro lado, las vías químicas están relacionadas con la 

liberación de compuestos alelopátcos como nutrientes y metabolitos especializados, 

durante los procesos de lixiviación y de descomposición (Wardle et al. 1998). La 

lixiviación y descomposición de la broza dependen de las condiciones ambientales, 

principalmente las lluvias, la temperatura, la capacidad de la biota presente, el material 

vegetal y la naturaleza de ese tejido (Lemons et al. 2005, Omacini et al. 2004). Al igual 

que con los exudados radicales, la liberación de compuestos químicos al suelo puede 

alterar directamente las interacciones entre plantas o hacerlo indirectamente a través de 

afectar a la comunidad biótica del suelo (Figura 1.4; Manrubia et al. 2020). 
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Figura 1.4. Representación esquemática de los efectos de legado. Las plantas pueden modificar 

las propiedades del suelo a través de la liberación de exudados radicales durante su crecimiento 
o, al morir a través de la acumulación del material muerto (broza aérea y broza subterránea). Estos 

dos mecanismos pueden, a su vez, darse por vías físicas o químicas. La broza puede actuar 

mediante vías físicas que están relacionadas con la formación de una barrera que modifica las 
condiciones micro climáticas afectando directamente (líneas llenas) la germinación e impide la 

emergencia de plántulas. Por otro lado, las vías químicas pueden darse a través de la liberación 

de compuestos químicos al suelo por las raíces de plantas vivas o durante los procesos de 

lixiviación y descomposición de la broza. Una vez en el suelo, los compuestos liberados pueden 
afectar directamente a las plantas o afectarlas indirectamente (línea punteada) a través de 

modificar la microbiota. Dependiendo de la naturaleza de esos compuestos químicos, los efectos 
pueden ser positivos o negativos.   

 

1.3.2. El papel de la simbiosis en la retroalimentación planta-suelo 

La retroalimentación PS puede ser modificada por la presencia de patógenos, 

insectos, microorganismos simbiontes y descomponedores (van der Putten et al. 2016, 

Wardle 2002). Esta tesis se centra en comprender cómo las interacciones simbióticas entre 

plantas y microorganismos beneficiosos pueden modificar los procesos de 

retroalimentación PS y así afectar la composición y funcionamiento de una comunidad 

vegetal.  
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Los simbiontes pueden afectar los procesos de retroalimentación PS de diferentes 

formas. Por un lado, las plantas pueden seleccionar y promover cambios en la densidad 

de microorganismos simbiontes del suelo afectando a plantas de la misma especie o 

distinta especie. Esto sucede, por ejemplo, a través de la selección y promoción de algunos 

genotipos de rizobios y de HMA, los cuales podrían aumentar el éxito de una especie en 

particular y promover así su establecimiento (Smith y Read 1997, Wagg et al. 2015). Sin 

embargo, dado que los microorganismos del suelo responden diferente a la identidad de 

la planta, la promoción o desarrollo de algún microorganismo podrían beneficiar a 

algunas especies de plantas, pero perjudicar a otras presentes en el vecindario (Bennet y 

Klironomos 2019). 

Por otro lado, los simbiontes foliares, como los hongos endófitos asexuales del 

género Epichloë, pueden inducir cambios en su planta hospedante que a su vez afectan 

las propiedades del suelo, lo que tendría consecuencias sobre la retroalimentación PS (van 

der Putten et al. 2013, Wardle et al. 2004). Particularmente, se ha visto que los endófitos 

pueden afectar la actividad de distintos grupos de hongos y bacterias presentes en el suelo 

(Bowatte et al. 2011, Casas et al. 2011, Iqbal et al. 2013), de microorganismos 

descomponedores (Jenkins et al. 2006, Omacini et al. 2004), e incluso, pueden afectar a 

simbiontes de raíz como los rizobios y los HMA (Antunes et al. 2008, Arrieta et al. 2015, 

Eerens et al. 1998, García-Parisi et al. 2017, Novas et al. 2005, 2009, 2011, Omacini et 

al. 2006, Vignale et al. 2016, 2018, 2020). Si bien se desconocen los mecanismos por los 

que esto sucede, estudios previos muestran que los endófitos inducen cambios en el 

metabolismo primario y especializado de su hospedante (Bastías et al. 2017, Bastías et al. 

2018, Dupont et al. 2015, Rasmussen et al. 2009). Estos cambios, a su vez, pueden generar 

impactos en la composición y la concentración de los compuestos exudados por sus 

plantas hospedantes (Guo et al. 2015, 2016, Vignale et al. 2018). Por ejemplo, se ha 
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detectado que la presencia de endófitos aumenta la cantidad y la variedad de compuestos 

fenólicos exudados por su gramínea hospedante Lolium multiflorum (Ponce et al. 2009). 

Si bien el hongo solo subsiste en las semillas, al morir la planta todos los cambios 

químicos inducidos por el endófito en los tejidos vivos podrían alterar la calidad de la 

broza depositada por el hospedante (Gundel et al. 2016, Omacini et al. 2004). Debido a 

la protección contra la herbivoría y la disminución de su tasa de descomposición, también 

podría aumentar la cantidad de broza depositada (Omacini et al. 2004, pero ver Gundel et 

al. 2016). Por lo tanto, a través de modificar el legado que deja su hospedante (Omacini 

et al. 2009), los endófitos podrían afectar directa o indirectamente el establecimiento de 

otras plantas teniendo impactos sobre la estructura y funcionamiento de una comunidad.   

1.4. SISTEMA DE ESTUDIO 

Con la necesidad de aumentar la producción de alimentos, la agricultura y la 

ganadería se ha expandido hacia hábitats naturales (Foley 2011, Foley et al. 2005, 

Godfray et al. 2010). Dentro de los ecosistemas más alterados en el planeta se encuentran 

los pastizales y los bosques (Baldi y Paruelo 2008, Caride et al. 2012, Hoekstra et al. 

2005, Paruelo y Sierra 2022, Sanderson et al. 2002). Particularmente, los pastizales 

concentran las principales aéreas de agricultura y ganadería a nivel global (Hoekstra et 

al. 2005, Sanderson et al. 2002) y representan aproximadamente un tercio de la 

apropiación humana de la producción primaria global (Krausmann et al. 2013). Este 

bioma críticamente amenazado, además de contribuir con la producción de alimentos y 

poseer un gran valor de conservación (Sala y Paruelo 1997, Oyarzabal et al. 2020), provee 

diversos beneficios vinculados al ciclado de nutrientes, la productividad primaria, el 

suministro y la retención de agua, la regulación de flujos, el almacenamiento de carbono, 

el control de la erosión, la mitigación del clima, y la polinización (Bengtsson et al. 2019, 
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Lemaire et al. 2011). A pesar de su relevancia, los pastizales tienden a ocupar 

progresivamente parches más pequeños rodeados por tierras de cultivo (Perelman et al. 

2017).  

En nuestro país, la Región Pampeana (Figura 1.5) concentra la mayor cantidad de 

pastizales y pasturas (Soriano 1991, Gibson 2009, Viglizzo et al. 2011). Esta región, que 

incluye total o parcialmente a las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Córdoba, Entre 

Ríos y La Pampa, se encuentra dedicada principalmente a la agricultura y la cría de 

ganado para la producción de carne (Baldi et al. 2006, Bilenca y Miñarro 2004, Soriano 

et al. 1991). Los pastizales y las pasturas de la Pampa Deprimida, en los que se promueven 

especies forrajeras, exóticas o naturalizas, son los recursos forrajeros que constituyen el 

principal sustento de la actividad y la economía ganadera (Cauhépé e Hidalgo 2005, 

Lemaire et al. 2011, Soriano 1991). Sin embargo, existen relictos de esta actividad en 

otras regiones (Oyarzabal et al. 2019, Soriano 1991, Viglizzo et al. 2001).   

 
Figura 1.5. Región Pampeana de la Argentina, donde se muestra (A) un mapa de esta región con 

los límites provinciales y sus subregiones (1=Pampa Ondulada, 2= Pampa Interior, 3=Pampa 

Deprimida o Inundable, 4= Pampa Austral y 5=Pampa Mesopotámica, obtenida de León et al. 

1984) y (B) la imagen de una pastura ubicada en la Pampa Ondulada dedicada a la cría de ganado, 
donde coexisten leguminosas y gramíneas. 
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En los ecosistemas pastoriles del mundo es usual encontrar una red de interacciones 

entre plantas, microorganismos simbiontes y herbívoros tanto domésticos como 

silvestres.  Entender las interacciones que forman esta red podría ayudar a generar 

sistemas más sustentables que promuevan el aumento de la producción en los pastizales 

y pasturas del mundo. Las gramíneas, debido a su alta habilidad competitiva, tienden a 

dominar estos sistemas. Sin embargo, mediante distintas prácticas de manejo, se suelen 

introducir especies de leguminosas para aumentar no solo la calidad del forraje, sino 

también la productividad primaria y secundaria del sistema (Haynes 1980, Mortenson et 

al. 2005, Rani et al. 2022). Esto se debe a que las leguminosas tienen un mayor contenido 

de nitrógeno, un bajo contenido en fibra y un alto contenido en proteínas (Morteson et al. 

2005, Rani et al. 2022), características que benefician la nutrición animal (Chestnutt y 

Lowe 1970). Es por ello, que la coexistencia entre estas especies y el mantenimiento de 

las leguminosas ha sido durante mucho tiempo, de gran interés ecológico y agronómico 

(Andrews et al. 2011, Haynes 1980, Herben et al. 2017, Li et al. 2015, Sutherland et al. 

1999).  

Teniendo en cuenta las interacciones simbióticas en estos sistemas, se ha visto que 

la presencia de hongos endófitos puede afectar el establecimiento de las leguminosas 

(Bryant et al. 2009, Hoveland et al. 1999, Malinowski et al. 1999, Quigley 2000, Stevens 

y Hickey 1990, Sutherland y Hoglund 1989, Thom et al. 1999). Estos estudios sugieren 

que la inhibición de la leguminosa es causada por el impacto que el endófito tiene en la 

capacidad competitiva de su hospedante. Sin embargo, hoy en día se sabe que estos 

simbiontes modifican múltiples rasgos del hospedante que podrían afectar el 

establecimiento de las leguminosas y su interacción con los rizobios y HMA (García-

Parisi et al. 2015 y 2017, Slaughter et al. 2016 y 2019, Vignale et al. 2016, 2018). De 

hecho, se ha propuesto que todos estos efectos podrían deberse a que el endófito afecta 
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los procesos de retroalimentación PS a través de cambios generados en el ambiente de la 

rizósfera del hospedante (Casas et al. 2011, García-Parisi et al. 2017, García-Parisi y 

Omacini 2017, Guo et al. 2015, 2016, Matthews y Clay 2001, Rudgers y Orr 2009). Para 

entender si estos efectos están dados por cambios inducidos por los hongos endófitos en 

la retroalimentación PS, es fundamental estudiar los mecanismos por los cuales esto 

sucede y separar los efectos de legado generados por las plantas vivas y muertas (Figura 

1.6). Además, para promover el establecimiento de las leguminosas, es necesario analizar 

si estos efectos de retroalimentación se dan indirectamente a través de modificar su 

interacción con sus simbiontes de raíz (García-Parisi et al. 2015, 2017) o si lo hace 

directamente a través de liberación de compuestos alelopáticos que afectan negativamente 

el crecimiento y/o desarrollo de la planta (Sutherland et al. 1999, Vazquez-Aldana et al. 

2011). Particularmente, se ha visto que los extractos de hojas vivas de L. perenne 

infectados con endófitos afectan el crecimiento de plantas de T. repens comparado con 

extractos de plantas libres de endófito (Sutherland et al. 1999). Efectos similares se 

observaron en Festuca rubra infectados con Epichloë festucae (Vazquez-Aldana et al. 

2011). A través de los extractos de raíz y hojas liofilizadas de esta simbiosis se redujo la 

germinación de las semillas de T. repens (Vazquez- Aldana et al. 2011).  
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Figura 1.6. Plántulas de Trifolium repens (flechas rosas) creciendo junto a las plantas vivas 

(flechas rojas) y la broza (flechas amarillas) de Lolium multiflorum en una pastura pampeana. 

Foto: Marina Omacini.   

1.5. OBJETIVO E HIPÓTESIS GENERAL 

El objetivo general de esta tesis fue evaluar los mecanismos por los cuales la 

simbiosis entre gramíneas y hongos endófitos del género Epichloë afecta el éxito de una 

leguminosa y su interacción con otros simbiontes mutualistas (Figura 1.7). La hipótesis 

general es que los hongos endófitos reducen la capacidad que tienen las leguminosas de 

establecerse y de formar simbiosis mutualistas a través de la modificación de los 

compuestos químicos liberados por los tejidos vivos o muertos de su gramínea 

hospedante. Se predice que (1) los exudados radicales de las plantas de Lolium 

multiflorum asociadas a Epichloë occultans y (2) los compuestos lixiviados de su broza 

aérea y subterránea disminuyen el establecimiento de una leguminosa (efectos directos) 

y la colonización de sus raíces por HMA y rizobios (efectos indirectos).  

Para cumplir con el objetivo de esta tesis, se estudiaron los distintos mecanismos 

por los cuales los hongos endófitos pueden modificar los procesos de retroalimentación 

PS (Figura 1.7). En primer lugar, se analizaron los efectos de retroalimentación PS 
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generados durante el crecimiento de la planta (tejidos vivos) en ausencia de la broza 

depositada (Capítulo 2). Allí se estudió si los endófitos afectan directa o indirectamente 

el establecimiento de la leguminosa a través de cambios en el legado químico dejado por 

su planta hospedante. En segundo lugar, se analizaron los efectos de retroalimentación 

PS generados por los tejidos muertos, en ausencia del legado químico generado por las 

plantas vivas. Particularmente, se evaluó el impacto que los distintos tipos de broza 

producidos por plantas con endófitos tienen sobre el establecimiento de la leguminosa y 

su interacción con los rizobios y los HMA (Capítulo 3). Para diferenciar las vías por las 

cuales esto sucede, se realizó una caracterización química de la broza aérea y subterránea 

generada por las gramíneas con o sin endófitos y se evaluó si los lixiviados generados a 

partir de los distintos tipos de broza afectan directa o indirectamente el establecimiento 

de una leguminosa (Capítulo 4).  
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Figura 1.7. Esquema de la tesis. En cada capítulo (recuadros punteados en color) se analizaron 

los mecanismos por los cuales los hongos endófitos (E+) podrían modificar los efectos de legado 

generado por su planta hospedante y así afectar el establecimiento de la leguminosa. En cada caso, 

también se analizó si el legado generado por la simbiosis gramínea-endófito afectaba directamente 
el establecimiento de la leguminosa o si lo hacía indirectamente a través de modificar su 
interacción con rizobios (R) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA).  

 

1.6. APROXIMACIÓN EXPERIMENTAL 

En esta tesis se utilizó como modelo de estudio a Lolium multiflorum (Lam.), y a 

Trifolium repens (L.). L. multiflorum es una gramínea anual invernal, nativa de Europa 

que naturalmente hospeda al endófito asexual E. occultans (Leutchman et al. 2014). Esta 

gramínea se encuentra naturalizada en pastizales pampeanos (Soriano et al. 1991) y es 

promovida como forrajera invernal ya que forma una asociación que no es tóxica para el 

ganado (de Battista 2005). En estudios a largo plazo, se ha detectado que L. multiflorum 

persiste luego de 25 años de sucesión post-agrícola en campos de cultivo abandonados de 
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la Pampa Interior (Omacini et al. 2005, Tognetti et al. 2010). Por medio de experimentos 

a campo también se observó que el endófito favorece el establecimiento de la gramínea 

en diferentes comunidades con distintos estadios sucesionales en la Pampa Interior 

(Uchitel et al. 2011), al igual que aumenta su capacidad invasora en pastizales pastoreados 

de la Pampa Deprimida (Casas et al. 2016).  

 

Las semillas, broza y lixiviados con distintos niveles de infección endofítica para 

todos los experimentos se generaron a partir de semillas de L. multiflorum provenientes 

de una población que presenta naturalmente un nivel de infección de aproximadamente 

95% (Omacini et al. 2004). Estas semillas fueron cosechadas hace unos años en un 

pastizal sucesional tardío localizado en la Pampa Interior (Estancia San Claudio, Pdo. De 

Carlos Casares, Argentina 34°06' S 60°25'O). La mitad de esas semillas fueron tratadas 

con el fungicida triadimenol (0.5 g p.a./ 100 g de semillas) para remover al endófito 

(Omacini et al. 2006, 2009). Las semillas tratadas y no tratadas con fungicida (E- y E+, 

respectivamente) fueron cultivadas en 20 parcelas adyacentes de 1m2
 en el campo 

experimental del IFEVA, Facultad de Agronomía, Universidad de Buenos Aires (34°35'S, 

58°35'O). Las semillas producidas por esas plantas luego de un ciclo de crecimiento 

fueron cosechadas (F1). Estas semillas se resembraron al año siguiente, para obtener 

semillas F2. Este proceso de resembrar semillas de L. multiflorum con distintos niveles 

de infección obtenidas del año anterior, se repitió cada año, durante 4 años consecutivos. 

Para cada experimento, se utilizaron las semillas y brozas obtenidas el año anterior a su 

realización. La presencia del endófito fue corroborada en cada caso mediante la 

observación de una sub-muestra de 30 semillas que fueron recolectadas en diciembre de 

cada año y teñidas con el colorante rosa de bengala (Bacon y White 1994). Las 

proporciones de individuos simbióticos y no simbióticos mencionadas en cada capítulo 

son las resultantes de esas observaciones. 
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 La recolección de la broza se realizó siempre en el mes de febrero. Para ello, se 

recolectaron las hojas y tallos (BA: broza aérea) y las raíces muertas (BS: broza 

subterránea) producidas por plantas E+ y E- (Omacini et al. 2004, 2009). Tanto la BA 

como la BS fueron secadas y almacenadas a temperatura ambiente hasta la realización de 

los experimentos. La BA no incluía las semillas ni las espigas de L. multiflorum. Y antes 

de cada experimento, las raíces fueron limpiadas con un pincel para eliminar la tierra 

remanente en dicho tejido.  

La leguminosa T. repens es un trébol invernal perenne que se asocia con los rizobios 

de la especie Rhizobium leguminosarum biovar trifolii. Esta leguminosa también se 

encuentra ampliamente distribuida en los pastizales pampeanos y presenta una amplia 

distribución potencial en zonas templadas a frías. En pastizales y pasturas se encuentra 

frecuentemente coexistiendo con L. multiflorum, razón por la cual constituye un buen 

modelo de estudio. Las semillas de T. repens utilizadas en esta tesis fueron obtenidas de 

un semillero (cv. Aquiles, Gentos S.A). En cada uno de los experimentos, se utilizó un 

inoculante líquido comercial que contiene >109
 bacterias viables de R. leguminosarum 

biovar trifolii por ml (Ribol - Rizobacter Argentina S.A., Pergamino, Argentina). La 

nodulación se evaluó visualmente contabilizando el número de nódulos activos 

(determinado por la coloración rosa; Ott et al. 2005).  

 

El inóculo de HMA consistió en una mezcla de hifas internas, externas y esporas 

(aproximadamente 30 esporas/g, García-Parisi et al. 2017, García-Parisi y Omacini 2017) 

de tres especies de hongos que naturalmente se observan en comunidades naturales y 

pastizales y son conocidos por colonizar gramíneas y tréboles: Funneliformis mosseae 

(T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker y A. Schüßler (LPS SB1), Simiglomus hoi (S.M. 

Berch & Trappe) G.A. Silva, Oehl & Sieverd (BEG 104) y Rhizophagus irregularis (N.C. 

Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. Schüßler (BAFC 3108). El inóculo se obtuvo de la 
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multiplicación de cultivos puros de cada hongo en plantas de Lotus tenius y Bromus 

unioloides. Se eligieron estas plantas debido a que son plantas muy micorrícicas y 

distintas a las utilizadas en los experimentos de esta tesis, lo que evita que se produzca 

una selección o especificidad por parte de algunas especies de las micorrizas 

anteriormente nombradas. Estas plantas se cultivaron en macetas con un sustrato que 

consistió en una mezcla de perlita y vermiculita estéril. Las plantas se regaron durante la 

primera semana con agua destilada y posteriormente con una solución Hoagland Half, tal 

como se han utilizado en experimentos previos del grupo (García-Parisi et al. 2017). A 

los tres meses, el riego se detuvo y las raíces de las plantas mostraron una colonización 

de HMA >80%. Una vez secas las plantas, se eliminó la parte aérea y se recolectó el resto 

de la maceta. De esta forma el inóculo consistió en una mezcla del sustrato, las raíces de 

las plantas y las esporas contenidas en las macetas. Si bien no se conoce la cantidad de 

esporas, en inóculos anteriores realizados en las mismas condiciones se encontraron 32 ± 

3.4 esporas/g de suelo con un porcentaje de colonización menor. Esto nos permite inferir 

que los inóculos utilizados en este experimento son viables y podrían tener una cantidad 

de esporas similares, aunque lamentablemente, no podemos asegurar esta información. 

La micorrización (% de raíz colonizada por hifas, arbúsculos y vesículas) se cuantificó 

mediante la observación microscópica (con un aumento de 200x; Phillips y Hayman 

1970) de las raíces teñidas con azul de tripano que previamente fueron clarificadas en 

hidróxido de potasio (KOH), y acidificadas con ácido clorhídrico (HCL; McGonigle et 

al. 1990).  

El sustrato utilizado en todos los experimentos fue extraído de un campo ubicado 

en Rojas, provincia de Buenos Aires (Establecimiento La Eternidad, 34°11′00″S 

60°44′00″O), el cual posee pasturas perennes de sistemas con rotación agrícola-ganadero. 

Se seleccionó este establecimiento ya que no se siembra ni se promociona a L. 



32 
 

 
 

multiflorum. Cuando fue necesario, el suelo (clasificado como Argiudol típico) fue 

tindalizado para eliminar la carga de rizobios y HMA. El proceso de tindalización 

consistió en la esterilización del suelo mediante autoclave a 1 atm de presión y 100ºC, 

durante 1 h, tres veces consecutivas con un intervalo de 24 h. 
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RETROALIMENTACIÓN PLANTA-SUELO 

GENERADA POR LOS EXUDADOS 

RADICALES PRODUCIDOS POR LA 
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2.1. INTRODUCCIÓN 

El proceso de retroalimentación planta-suelo (PS) involucra dos etapas (Bever 

1994, Kardol et al. 2007). En una primera etapa, las plantas a través de distintos 

mecanismos modifican las propiedades bióticas y abióticas del suelo. Durante la segunda 

etapa, son estos cambios en el suelo los que pueden afectar el desempeño de plantas de la 

misma o distinta especie (Bever 2002, Ehrenfeld et al. 2005). Estudios previos, 

demostraron que la presencia de hongos endófitos foliares puede inducir cambios en el 

ambiente biótico y abiótico de su hospedante, y modificar así los procesos de 

retroalimentación PS (Casas et al. 2011, Cripps et al. 2013, García-Parisi et al. 2017, 

García-Parisi y Omacini 2017, Guo et al. 2015, 2016, Matthews y Clay 2001, Rudgers y 

Orr 2009). Sin embargo, estos estudios no separan los efectos inducidos por los tejidos 

vivos de aquellos inducidos por los tejidos muertos (Veen et al. 2019). 

Particularmente, se sabe que los endófitos modifican la concentración y 

composición de los compuestos radicales que son exudados por sus plantas hospedantes 

(Guo et al. 2015, Patchett y Newman 2021, Ponce et al. 2009, Vignale et al. 2018). Una 

vez en el suelo, estos compuestos podrían afectar directamente a otras plantas o afectarlas 

indirectamente a través de modificar a la comunidad biótica del suelo (Figura 1.4). La 

microbiota del suelo cumple un papel clave en la retroalimentación PS (Bever 1994, van 

der Putten et al. 1993, van der Putten y Peters 1997) ya que, al modificar a los 

microorganismos presentes en la rizósfera, las plantas pueden afectar las interacciones 

entre plantas (Manrubia et al. 2019). De hecho, se sabe que la presencia de endófitos 

puede modificar la colonización de HMA en su propia planta hospedante (Arrieta et al. 

2015, Liu et al. 2011, Mack y Rudgers 2008, Novas et al. 2005, 2009, Omacini et al. 

2006, Vignale et al. 2016) y la interacción de otras plantas con HMA y rizobios (Antunes 

et al. 2008, García-Parisi et al. 2015, 2017, Omacini et al. 2006, Vignale et al. 2016,2020). 
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A través de estos cambios, los endófitos podrían tener impactos sobre la estructura y 

composición de la comunidad vegetal.  

Los HMA y los rizobios pueden formar simbiosis con las leguminosas. En pastizales 

y pasturas, estos dos tipos de simbiontes pueden actuar de forma sinérgica, teniendo 

impactos no solo en el rendimiento de su planta hospedante, sino que también tienen el 

potencial de reducir las ventajas competitivas que las gramíneas tienen sobre las 

leguminosas permitiendo el establecimiento de las mismas (Hall 1978, Siefert et al, 2018, 

Thompson et al. 2011, Wagg et al. 2011). Por lo tanto, al modificar la interacción que las 

leguminosas tienen con sus simbiontes benéficos, los endófitos podrían afectar su 

establecimiento.    

El objetivo de este capítulo fue estudiar cómo el legado químico producido por los 

tejidos vivos de las plantas con endófitos del género Epichloë modifica los procesos de 

retroalimentación PS (Figura 1.7, Figura 2.1). Para dilucidar los mecanismos por los 

cuales la simbiosis gramínea-endófito afecta el establecimiento de una leguminosa, aquí 

solo se analizaron los procesos de retroalimentación PS mediados por las plantas vivas, 

en ausencia de los distintos tipos de broza depositada (Veen et al. 2019). Como hipótesis, 

se planteó que los exudados liberados por la simbiosis gramínea-endófito perjudican a 

una leguminosa indirectamente a través de reducir su capacidad de asociarse a sus 

simbiontes de raíz. Para analizar esto, se realizó un ensayo en dos etapas en donde se 

comparó el establecimiento de T. repens creciendo en suelos acondicionados por L. 

multiflorum con distintos niveles de infección endofítica y de inoculación con HMA, con 

suelos acondicionados por T. repens inoculados con rizobios y HMA (Figura 2.2). Se 

predice que los suelos acondicionados por L. multiflorum asociado a E. occultans reduce 

el establecimiento de T. repens solo en presencia de ambos tipos de simbiontes de raíz.  
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Figura 2.1. Representación esquemática del proceso de retroalimentación planta-suelo estudiado 

en este capítulo. La presencia de endófitos (E) modula el legado que los tejidos vivos de su planta 

hospedante dejan en el suelo (llave roja) a través de modificar la composición y concentración de 
los exudados radicales. Estos efectos de legado pueden ser alelopáticos y afectar directamente 

(línea llena) el establecimiento de una leguminosa que crece en la siguiente generación, o 

indirectamente (línea punteada) a través de modificar la microbiota del suelo y la capacidad que 
tiene la leguminosa de asociarse a rizobios (R: círculo color rosa) y hongos formadores de 
micorrizas arbusculares (M: círculo color azul).  

 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS  

2.2.1. Diseño Experimental 

Se realizó un experimento en dos etapas en macetas que fueron colocadas en el 

invernáculo de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires (UBA). En 

la etapa de acondicionamiento (1era etapa), el suelo esterilizado fue acondicionado por 

plantas de L. multiflorum con niveles contrastantes de infección endofíticas (E-<5% y 

E+>95%), inoculadas o no con HMA. En la fase de respuesta (2da etapa), se cultivaron 

plantas de T. repens inoculadas con rizobios en estos suelos acondicionados. Por lo tanto, 

el experimento consistió en un diseño factorial completo, en bloques al azar, con 6 

repeticiones y dos factores: el nivel de infección endofítica de las plantas que generaron 

el legado (E= E-: plantas de L. multiflorum con bajo nivel de infección endofítica, y E+: 
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plantas de L. multiflorum con alto nivel de infección endofítica) y la adición de inóculo 

de HMA (M= M+: suelos con la adición de inóculo en la etapa de acondicionamiento, y 

M-: suelos sin la adición de inóculo en la fase de acondicionamiento). Además, se 

generaron dos tipos de controles en la etapa de acondicionamiento que consistieron en 

macetas con plantas de T. repens inoculadas con rizobios y con la adición o no de inóculo 

de HMA (Control M+ y Control M-). De la combinación de estos factores y sus 

repeticiones, se obtuvieron 36 macetas (Figura 2.2). Los materiales biológicos utilizados 

en este experimento se describieron en el Capítulo 1, sección 1.6. Este experimento 

permite comparar el establecimiento de T. repens en suelos acondicionados por su misma 

especie (control) con los suelos acondicionados por L. nultiflorum en presencia de niveles 

contrastantes de infección con dos tipos de simbiontes diferentes.  

2.2.2 Etapa de acondicionamiento 

La etapa de acondicionamiento se llevó a cabo durante los meses de junio y 

octubre del 2019. Para generar los diferentes tipos de legado en el suelo, se llenaron 36 

macetas de 1.5 L con tierra esterilizada. En 12 macetas se sembraron 20 semillas de L. 

multiflorum E-, en otras 12 macetas se sembraron semillas de L. multiflorum E+ y en las 

últimas 12 se sembraron 20 semillas de T. repens a las que se le agregó 1 ml de inóculo 

de rizobio que contenía R. leguminosarum biovar trifolli. Además, a la mitad de ellas se 

les agregó 10 g de inóculo de HMA, mientras que la otra mitad no fue inoculada (Figura 

2.2).  

Después de 4 meses de riego continuo, se interrumpió el suministro de agua por 2 

semanas para que el suelo se secara. Luego de ese tiempo, los suelos fueron recolectados 

para utilizarse en la segunda etapa del experimento. Para ello, en todas las macetas se 

cortaron las hojas y tallos vivos y muertos. Para quitar las raíces vivas y muertas, el suelo 
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fue tamizado dos veces consecutivas con tamices de 1 mm de tamaño de poro. En esta 

etapa no se encontraron diferencias ni en la biomasa, ni en el porcentaje de raíces 

colonizadas por HMA en las plantas de L. multiflorum E- y E+ (p>0.05). Tampoco hubo 

signos de daño por patógenos o herbívoros. 

 

Figura 2.2. Representación esquemática del enfoque experimental. La etapa de 

acondicionamiento del suelo se generó cultivando plantas de Lolium multiflorum con niveles 
bajos o altos de infección endofítica (E- y E+, respectivamente) en macetas inoculadas o no con 

hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: macetas rayadas, M-: macetas lisas). 

También, se generaron dos tipos de control cultivando plantas de Trifolium repens inoculadas con 
rizobios y con M+ o M-. Después de cuatro meses, se recolectaron los 6 tipos de suelo que 

contenían los distintos tipos de legado. Esos suelos se utilizaron en la etapa de respuesta, donde 

se sembraron plantas de T. repens inoculadas nuevamente con rizobios. Es decir, en esta etapa se 

obtuvieron 6 tratamientos donde plantas de T. repens crecieron en suelos inoculados o no con 
micorrizas y acondicionadas por su propia especie (Control M+: macetas blancas y rayadas, 

Control M-: macetas blancas y lisas), o por plantas de L. multiflorum con baja (E-M+: macetas 

grises y rayadas, E-M-: macetas grises y lisas) o alta (E+M+: macetas negras y rayadas, E+M-: 
macetas negras y lisas) frecuencia de infección endofítica.  
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2.2.3. Fase de respuesta 

La segunda etapa se llevó a cabo en el mismo invernáculo entre octubre y diciembre 

del 2019. Aquí se sembraron 10 semillas de T. repens en los 6 tipos de suelos 

acondicionados que fueron generados en la etapa anterior (Figura 2.2). Cada maceta se 

inoculó nuevamente con rizobios, sin embargo, no se agregó inóculo de HMA (la 

presencia o ausencia de HMA en esta etapa dependió de los propágulos que quedaron en 

la fase de acondicionamiento).  

Una vez por semana se contabilizó el número de plántulas de T. repens. Aquí solo 

se muestra el número de plántulas establecido desde el día 7 (considerado como 

emergencia) hasta el día 42 después de la siembra (considerado como establecimiento), 

ya que el número de plántulas en todas las macetas se mantuvo constante a partir de 

entonces. No se detectaron plántulas muertas ni daños por hebívoros o patógenos. Con 

estos datos se calculó la velocidad de establecimiento como: 

S =
(𝑁1𝑥1)

1
+

(𝑁2−𝑁1)

2
+

(𝑁3−𝑁2)

3
+ ⋯ +  

(𝑁𝑛−1)

𝑛
    (1) 

Donde N1, N2, N3 y Nn representan la proporción de semillas que germinaron la 

primera (1), segunda (2), tercera (3) y última (n) semana del experimento (Chiapusio et 

al. 1997). 

 Además, se calculó el efecto de retroalimentación PS utilizando los datos de 

establecimiento en el índice RII modificado de Armas et al. (2004) para que se ajuste a 

las definiciones de retroalimentación PS planteadas por Bever (1994) y Klironomos 

(2004). Este índice fue calculado de la siguiente manera:  

𝐸𝑅 =
(establecimiento en suelos Control – establecimiento en suelos acondicionados por 𝐿.𝑚𝑢𝑙𝑡𝑖𝑓𝑙𝑜𝑟𝑢𝑚)

(establecimiento en suelos Control+ establecimiento en suelos acondicionados por 𝐿.𝑚𝑢𝑙𝑡𝑖𝑓𝑙𝑜𝑟𝑢𝑚)
  (2) 
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Donde “establecimiento” corresponde al número de plántulas establecidas en cada 

tratamiento. Estos efectos se calcularon por separado para los suelos con o sin la adición 

de inóculo de HMA (M+ y M-) y para los distintos niveles de infección endofítica de las 

plantas de L. multiflorum (E+ y E-). Para cada caso, también se calcularon los intervalos 

de confianza (IC) del 95%. Teniendo en cuenta este índice, los efectos de 

retroalimentación PS pueden tomar valores entre -1 y 1, y ser considerados como neutros, 

positivos o negativos (Figura 2.3):  

- Si el IC del 95% contiene el valor cero, el efecto de retroalimentación PS fue 

considerado neutro (ver Figura 2.3); lo que indica que el estableimiento de plantas de 

T. repens fue igual en suelos acondicionados por sí mismo y por las plantas de L. 

multiflorum (Bever 1994, Klironomos 2004).    

- Si el IC del 95% no contiene el valor cero y toma valores positivos (>0), el efecto de 

retroalimentación fue considerado positivo (ver Figura 2.3); lo que significa que el 

establecimiento de T. repens fue mayor en los suelos control que en los suelos 

acondicionados por L. multiflorum (Bever 1994, Klironomos 2004).  

- Si el IC del 95% no contiene el valor cero y toma valores negativos (<0), la 

retroalimentación se consideró negativa (ver Figura 2.3); lo que significa que el 

establecimiento de T. repens fue menor en suelos acondicionados por sí mismo en 

relación con los suelos acondicionados por L. multiflorum (Bever 1994, Klironomos 

2004).  
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Figura 2.3. Representación esquemática de los efectos de retroalimentación planta-suelo (PS). 
Para analizar estos efectos, se comparó el número de plántulas de Trifolium repens establecidas 

en suelos acondicionados por su propia especie (macetas blancas) con el número de plántulas 

establecidas en suelos acondicionados por Lolium multiflorum independientemente del nivel de 
infección endofítica (macetas negras). Esto se hizo según la ecuación (2). La retroalimentación 

PS negativa indica un menor establecimiento en suelos acondicionados por T. repens que en 

suelos acondicionados por L. multiflorum. Una retroalimentación PS neutra, indica que el 
establecimiento fue el mismo en suelos acondicionados por T. repens y por L. multiflorum. Por 

último, una retroalimentación PS positiva indica un mayor establecimiento en suelos 
acondicionados por T. repens que en suelos acondicionados por L. multiflorum.   

 

Al final del experimento, se extrajo el sustrato con las plantas presentes en cada una 

de las macetas. Este sustrato fue sumergido en un cajón de aproximadadamente 20 L de 

capacidad, el cual contenía agua. Esto permitió la separación de las raíces y la obtención 

de las plantas individuales presentes en cada una de ellas. La biomasa aérea fue 

recolectada y secada en estufa a 60°C durante 48 h. Luego, se evaluó la nodulación y la 

micorrización en las raíces obtenidas como se describe en la sección 1.6 de la 

introducción. Con respecto a la micorrización, por un lado, no se observaron vesículas en 

ninguna de las raíces analizadas. Por el otro lado, sólo se encontraron hifas y arbúsculos 

en las raíces de T. repens que crecíanen los suelos inoculados con HMA (M+) al inicio 

de la fase de acondicionamiento. Debido a que ninguna estructura fue observada en las 

raíces de T. repens que crecieron en suelos sin inocular (M-), es que que en los resultados 

solo se muestran los datos correspondientes a los tratamientos M+.  
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2.2.4. Análisis Estadísticos 

Los análisis estadísticos fueron realizados con modelos lineales mixtos (LMM) y 

modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) con las funciones lmer y glmmTMB del 

paquete lme4 y glmmTMB, utilizando el software estadístico R. Para el número de 

plántulas de T. repens, se analizaron estadísticamente los datos correspondientes a la 

velocidad de establecimiento, la emergencia (7 días después de la siembra) y 

establecimiento (42 días después de la siembra). La velocidad de establecimiento, la 

emergencia y el establecimiento de plántulas de T. repens, la, el efecto de 

retroalimentación PS, el porcentaje de raíz colonizada por HMA y el número de nódulos, 

se analizaron en modelos separados que incluían el nivel de infección endofítica de la 

planta que dejó el legado (E), la adición de inóculo de HMA (M) y su interacción (ExM) 

como factores fijos y los bloques como efecto aleatorio. La emergencia y el 

establecimiento de las plántulas, la velocidad de establecimiento y el porcentaje de raíz 

colonizado por las distintas estructuras de HMA fueron analizadas con LMM asumiendo 

una distribución normal. También se realizó una prueba de T-Student para analizar si el 

efecto de la retroalimentación PS difería significativamente de cero. El número de 

nódulos se analizó utilizando GLMM. Debido a la sobre-dispersión de los datos, se utilizó 

la función glmmTMB y se especificó la familia “binomial negativa” para el modelo. 

Además, se realizó un análisis de la nodulación que incluía el número de plántulas y la 

maceta como factor aleatorio. Sin embargo, como la inclusión de estos factores no 

provocó cambios significativos en los resultados del análisis y la varianza explicada por 

estos factores fue muy baja, se decidió utilizar el modelo más simple y parsimonioso.  

La biomasa de T. repens se analizó dependiendo de la planta que generó el legado 

en el suelo. Esto se hizo debido a la gran diferencia de biomasa obtenida entre ellos y para 

comparar el impacto de los diferentes simbiontes en la biomasa de las plantas. Por un 
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lado, se analizó la biomasa de T. repens en los suelos control utilizando la adición de 

inóculo de HMA (M) como factor fijo y los bloques como aleatorios. Por otro lado, se 

analizó la biomasa de T. repens creciendo en suelos acondicionados por L. multiflorum 

utilizando el nivel de infección endofítica de la gramínea (E), la inoculación con HMA 

(M) y su interacción (ExM) como factores fijos y los bloques como aleatorios. Ambos 

fueron analizados con LMM, asumiendo una distribución normal.  

La distribución normal de los residuos se analizó con la prueba de Shapiro-Wilk, la 

homogeneidad de varianza con la prueba de Levene y en ambos casos los residuos se 

evaluaron gráficamente. En todos los casos, la importancia de los factores fijos en los 

modelos de lmer y glmmTMB se probó utilizando la prueba de razón de probabilidad 

(Likelihood Ratio Test, LRT).  

2.3. RESULTADOS 

La emergencia de plántulas de T. repens, fue afectada interactivamente por el nivel 

de infección endofítica de las plantas de L. multiflorum y la adición de inóculo de HMA 

(Figura 2.4, Cuadro 2.1, ExM: p=0.03). La inoculación con HMA al inicio de la etapa de 

acondicionamiento, no aumentó la emergencia de plántulas de T. repens cuando ésta 

crecía en suelos acondicionados por su propia especie (Control M- y Control M+). Sin 

embargo, la adición de inóculo de HMA en los suelos acondicionados por plantas de L. 

multiflorum con alto nivel de infección endofítica (E+M+) aumentó la emergencia en un 

64% en comparación con los otros tratamientos (E-M+, E-M-, E+M-, p<0.05).  

De igual forma, el establecimiento de las plántulas de T. repens dependió del nivel 

de infección endofítica y de la adición de inóculo de HMA (Figura 2.4, Cuadro 2.1, ExM: 

p<0.001). Aquí, el inóculo de HMA, incrementó el establecimiento de las plántulas de T. 

repens en un 66% cuando éstas crecían en suelos acondicionados por su propia especie 
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(Control M+) y por L. multiflorum con alto nivel de infección endofítica (E+M+) en 

comparación con el resto de los tratamientos (Control M-, E+M-, E-M- y E-M+, p<0.05).  
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Figura 2.4. Número de plántulas de Trifolium repens (media ± EE, n=6) establecidas en macetas 

con la adición de inóculo de hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: macetas con 
agregado de inóculo, línea punteada y M-: macetas sin el agregado de inóculo, línea llena), y 

acondicionadas por su propia especie (Control: triángulo) o por Lolium multiflorum con bajo (E-

: círculo gris) o alto (E+: círculo negro) nivel de infección endofítica. Solo se muestran los análisis 
estadísticos para los valores de emergencia (7 días después de la siembra) y establecimiento (42 
días después de la siembra). Las letras diferentes indican diferencias significativas para (p<0.05).     

 

Con el número de plántulas establecidas por día, también se calculó la velocidad de 

establecimiento (Cuadro 2.1, ExM: p=0.015). Los tratamientos Control M+ y E+M+ 

tuvieron una velocidad de establecimiento casi tres veces superior al resto de los 

tratamientos (Control M-, E+M-, E-M- y E-M+, p<0.05).  
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Figura 2.5. Efecto de la retroalimentación planta-suelo (media ± IC 95%, n=6). Esto se estimó 

utilizando la ecuación (2) y se realizó por separado teniendo en cuenta si el suelo fue inoculado o 

no con hongos formadores de micorrizas arbusculares (M+: suelos con la adición de inóculo, 

barras rayadas y M-: suelos sin la adición de inóculo, barras lisas) y el nivel de infección endofítica 

en las plantas de L. multiflorum (E-: bajo nivel de infección, barras grises y E+: alto nivel de 

infección, barras negras). * representa el tratamiento distinto de cero.  

 

En tratamientos M+, el efecto de retroalimentación PS pasó de positivo a neutro 

debido a la presencia previa del endófito en la gramínea que acondicionó el suelo (Figura 

2.5). Se encontró una retroalimentación PS positiva en los suelos acondicionados por 

plantas de L. multiflorum con bajos niveles de infección endofítica (Figura 2.5; IC del 

95% de E-M+= 0.149 a 0.904, T=3.39, p=0.02). Esto significa que en presencia del 

inóculo de HMA, el número de plántulas de T. repens fue mayor en los suelos 

acondicionados por sí mismo que en suelos acondicionados por plantas de L. multiflorum 

E-. Por el contrario, se encontró una retroalimentación PS neutra en suelos 

acondicionados por plantas con altos niveles de infección endofítica (Figura 2.5; IC de 

95% de E+M+= -0.453 a 0.302, T=-1.25, p=0.27). Esto implica que el número de 

plántulas de T. repens fue el mismo en suelos acondicionados por sí mismo que en suelos 

acondicionados por plantas de L. multiflorum E+.  

En los tratamientos M-, sólo se observó una retroalimentación neutra (Figura 2.5). 

Esto significa que en ausencia de inóculo de HMA, el número de plántulas de T. repens 

fue el mismo en suelos acondicionados por sí mismo y en suelos acondicionados por L. 
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multiflorum con niveles bajos y altos de infección endofítica (IC del 95% de E-M-= -

0.296 a 0.539, T=0.47, p=0.65; IC del 95% de E+M-= -0.215 a 0.540, T=0.81, p=0.46).  
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Figura 2.6. Interacción entre Trifolium repens y sus simbiontes de raíz. (A) Micorrización (% de 

raíces colonizadas por arbúsculos, media ± EE, n=6) y (B) Nodulación (número de nódulos, media 

± EE, n=12) presentes en las raíces de T. repens cuando crecían en suelos acondicionados por su 

propia especie (Control: barras blancas) o por Lolium multiflorum con bajo (E-: barras grises) o 
alto (E+: barras negras) nivel de infección endofítica. En el caso de la nodulación, las barras son 

un promedio entre los tratamientos con distinto nivel de inóculo de hongos micorrícicos (M+ y 

M-). Letras distintas indican diferencias significativas para (p<0.05).  
 

 

El porcentaje de raíces colonizadas por asbúsculos se vio afectada por el nivel de 

infección endofítica de las plantas que generaron el legado (Figura 2.6.A, E: gl=2, χ2= 

10.9, p=0.004). Allí, se encontró una disminución del 90% en los arbúsculos a presentes 

en las raíces de T. repens que crecía en suelos acondicionados por L. multiflorum E- en 

comparación con los otros tratamientos (Control y E+). El % raíces colonizadas por hifas, 

también fue afectado la infección endofítica de las plantas que generaron el legado (E: 

gl=2, χ2= 14.89, p<0.0001). En este caso, sólo se encontraró una disminución del 69% en 

las hifas presentes en las raíces de T. repens que crecían en suelos condicionados por L. 

multiflorum E- en comparación con el tratamiento Control (media y EE para Control=32 

± 2.63, E-= 9.67±6.16, E+=26.16±9.18).  No se detectaron vesículas en ninguno de los 

tratamientos.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

El número de nódulos auemtó en un 97% cuando T. repens crecía en suelos 

acondicionados por su propia especie (Control) en comparación a los suelos 
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acondicionados por L. multiflorum E+ y E-(Figura 2. 6.B, E: gl=2, χ2= 40.4, p<0.0001). 

El número de nódulos no se vio afectado significativamente por la presencia de inóculo 

de HMA al inicio de la etapa de acondicionamiento (M: gl=1, χ2= 0.2, p=0.64) ni por la 

interacción entre este y la infección endofítica de la planta que dejó el legado (ExM: gl=2, 

χ2= 3.2, p=0.19).  
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Figura 2.7. Biomasa aérea de Trifolium repens, (A) en suelos acondicionados por su propia 

especie (media ± EE, n=6), con la adición de inóculo de hongos formadores de micorrizas 
arbusculares (CM-: sin la adición de inóculo, barras lisas, CM+: con la adición de inóculo, barras 

rayadas), o (B) en suelos acondicionados por Lolium multiflorum (media ± EE, n=12) con bajo 

(E-: barras grises) o alto (E+: barras negras) nivel de infección endofítica. Las barras de éstos 
últimos son un promedio entre los tratamientos con distinto nivel de inóculo (M+ y M-). * indica 

diferencias significativas para (p<0.05). (C) Imagen de la biomasa seca de cada tratamiento.  

 

 

La biomasa de las plántulas que crecieron en suelos acondicionados por T. repens 

fue mayor que las que crecieron en suelos acondicionados por L. multiflorum. En los 

suelos acondicionados por T. repens (control) no se encontró un efecto de la adición del 

(C) 
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inóculo de HMA sobre la biomasa (Figura 2.7.A, M: gl=1, χ2= 0.03, p=0.86), por lo que 

no hubo diferencias entre los tratamientos (p=0.87). Por otro lado, en suelos 

acondicionados por L. multiflorum, no se encontró un efecto interactivo entre el nivel de 

infección endofítica en la gramínea que acondicionó el suelo y la adición del inóculo de 

HMA en el suelo donde crecieron dichas plantas (ExM: gl=1, χ2= 0.5, p=0.48). Solo se 

encontró un efecto simple del nivel de infección endofítica de la gramínea que 

acondicionó el suelo (Figura 2.7.B, E: gl=1, χ2= 4.54, p=0.0.3; M: gl=1, χ2= 2.3, p=0.13). 

Aquí la presencia de endófitos (E+) aumentó la biomasa en un 60% en comparación con 

aquellas que crecieron en suelos acondicionados por L. multiflorum E-.  

 

Cuadro 2.1. Análisis estadísticos de cómo la emergencia, establecimiento (número de plántulas 

a los 7 y 42 días de la siembra) y la velocidad de germinación Trifolium repens se ve afectado por 
el legado dejado por la planta que acondicionó el suelo (E) y lo inoculación con HMA (M).  

 
gl 

Establecimiento 

 7 días 42 días Velocidad 

E 1 19.3*** 31.9*** 23.8*** 

M 2 11.0** 19.9*** 14.4*** 

     ExM 2 6.6* 16.7*** 8.3* 

El cuadro muestra los grados de libertad (gl) de la prueba de chi cuadrado (χ2). Las diferencias 
significativas están indicadas con los símbolos * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.0001) y con 

letra negrita. 

 

2.4. DISCUSIÓN 

En este capítulo, se encontró que el endófito afectó el éxito de una leguminosa 

sucesora través de modificar el legado químico que las raíces vivas de su gramínea 

hospedante dejan en el suelo. Estos cambios de legado estarían dados por la liberación de 

compuestos alelopáticos que afectan indirectamente a la leguminosa a través de modificar 

la interacción con sus simbiontes de raíz. La simbiosis gramínea-endófito, por un lado, 

tuvo efectos negativos sobre la biomasa a través de una reducir el número de nódulos 
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presentes en las raíces de T. repens. Por el otro lado, se encontró la interacción entre la 

gramínea y el endófito afectó el establecimiento de la leguminosa al contrarrestar el efecto 

adverso que la gramínea hospedante tuvo sobre la micorrización de T. repens. Estos 

hallazgos sugieren que los efectos que las plantas de L. multiflorum tienen sobre la 

persistencia de T. repens pueden estar mediados indirectamente por la interacción que los 

endófitos asexuales del género Epichloë tienen con los HMA y los rizobios.   

A partir de estos resultados, se demuestró que las plantas de L. multiflorum dejan 

un legado químico en el suelo generado por la exudación radical de compuestos 

alelopáticos, que no afecta directamente el establecimiento de T. repens, sino que lo hacen 

indirectamente a través de afectar a sus simbiontes benéficos. Esto se puede inferir ya que 

la retroalimentación PS fue neutra en ausencia de inóculo de HMA. Aquí, la 

retroalimentación PS negativa sólo se observó en los tratamientos con la adición de 

inóculo de HMA y desaparecieron cuando las plantas de L. multiflorumm se encontraban 

asociadas a E. occultans. Esto indicaría que el establecimiento de T. repens depende de 

la presencia previa tanto de endófitos como de HMA.   

Se ha visto que la interacción entre endófitos y HMA puede ser específica de la 

especie (García-Parisi y Omacini 2017, Larimer et al. 2012, Liu et al. 2020, Zhou et al. 

2016). Teniendo en cuenta esto, las diferencias observadas en el porcentaje de raíces 

colonizadas por HMA en los distintos tipos de suelos acondicionados pueden atribuirse a 

cambios en la identidad de HMA. Investigaciones anteriores han demostrado que la 

composición y la diversidad de HMA pueden influir fuertemente en el establecimiento de 

plántulas (Dag et al. 2009, Habte et al. 2001, Kapulnik et al. 2010, Manaut et al. 2015, 

van der Heijden 2003, 2004).Por lo tanto, es posible que las plantas de L. multiflorum 

promuevan selectivamente solo una de las tres especies o ecotipos de HMA utilizados en 

este capítulo, lo que podría causar un efecto negativo en el establecimiento de T. repens 
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debido a diferencias en la “selección” de las especies de HMA a la hora de formar la 

simbiosis. Otra posible explicación podría estar relacionada con la fuente de propágulos 

que quedaron disponibles para la leguminosa en la fase de respuesta. Esta fuente de 

propágulos probablemente esté compuesta únicamente por las esporas presentes en el 

suelo. Esto se debe a que al tamizar el suelo al final de la etapa de acondicionamiento se 

pertubó el micelio externo de HMA. Teniendo en cuenta esto, y que los endófitos pueden 

reducir la germinación de las esporas de HMA (Antunes et al. 2008), es posible que en 

los suelos acondicionados por L. multiflorum E+ exista un mayor número de esporas 

viables que generan un aumento en la micorrización y en el establecimiento de las plantas 

de T. repens que crecieron en la siguiente generación (Antunes et al. 2008).  

 Se sabe que los rizobios y los HMA otorgan múltiples beneficios a las leguminosas 

hospedantes. Muchos estudios han demostrado que el crecimiento, el rendimiento y la 

nutrición de las leguminosas que interactúan con rizobios y HMA, generalmente son 

mayores que las plantas inoculadas con solo uno de ellos (Antunes y Goss 2005, de 

Varennes y Goss 2007, Kaschuk et al. 2009, Meghvansi et al. 2008). Aquí, la presencia 

simultánea de rizobios y HMA aumentó establecimiento y la velocidad de 

establecimiento de las plántulas de T. repens. Esto significa que ambos simbiontes 

tuvieron un efecto positivo en el número de plántulas de T. repens desde el inicio del 

experimento, a pesar de que no se encontraron diferencias significativas en la emergencia 

de las plántulas. Con respecto a la biomasa de T. repens, las diferencias observadas entre 

los distintos tratamientos podrían deberse a cambios en la nodulación. 

Independientemente de la presencia del endófito las plantas de L. multiflorum dejaron un 

legado químico en el suelo que redujo considerablemente el número de nódulos presentes 

en las raíces de T. repens. Si bien en estudios previos han observado un efecto negativo 

del endófito sobre la nodulación de plantas vecinas (Eerens et al. 1998, García-Parisi et 
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al. 2015, 2017), esta reducción podría ser la causante de cambios en la biomasa. Esto se 

debe a que una menor nodulación podría generar una disminución de N fijado y afectar 

la biomasa. Las diferencias encontradas en la biomasa de plantas que crecían en suelos 

acondicionados por L. multiflorum E+ y E- podría deberse a la mayor micorrización 

presente en los primeros.     

En resumen, en este capítulo se encontró que la retroalimentación PS mediada por 

los tejidos vivos de L. multiflorum sólo se produce en presencia de HMA y que el sentido 

de dicho efecto está dado por la presencia o ausencia de hongos endófitos foliares. Estos 

hallazgos demuestran que, en ausencia de broza, L. multiflorum reduce la biomasa de T. 

repens a través de modificar su interacción con rizobios y promueve el número de 

plántulas establecidas en presencia de endófitos y HMA. En los agroecosisemas el uso 

generalizado de agroquímicos como el glifosato, puede reducir la abundancia de HMA 

en los suelos (Druille et al. 2016). Dado que la simbiosis gramínea-endófito promueve el 

establecimiento de la leguminosa sucesora al mejorar su interacción con HMA, sería 

interesante generar prácticas que permitan mantener y promover estos hongos, de lo 

contrario, se perderían los beneficios que este simbionte genera en los procesos de 

retroalimentación PS. Finalmente, y teniendo en cuenta el objetivo general de esta tesis, 

se puede concluir que la simbiosis gramínea-endófito deja un legado químico en el suelo 

que permite el establecimiento de las leguminosas en los pastizales y pasturas, su éxito 

podría ser afectado por cambios en la biomasa.            
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* Minás, A., García-Parisi, P.A., Chludil, H., y Omacini, M. (2021). Endophytes shape 

the legacy left by the above- and below-ground litter of the host affecting the 

establishment of a legume. Functional Ecology, 35, 2870-2881. 
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3.1. INTRODUCCIÓN 

Tanto en los agroecosistemas como en los ecosistemas naturales, la acumulación de 

la broza tiene un gran impacto sobre el funcionamiento del suelo, el establecimiento y 

crecimiento de las plantas (Ehrenfeld et al. 2005, van der Putten et al. 2013, Veen et al. 

2019). La importancia y el rol de la retroalimentación planta-suelo (PS) mediada por la 

broza ha sido ampliamente estudiada (Bennett y Kilronomos 2019, Ehrenfeld et al. 2005, 

Veen et al. 2019, Wardle et al. 2004). Sin embargo, la mayoría de estos trabajos se 

enfocan en los efectos producidos por la acumulación de tallos y hojas muertas (broza 

aérea: BA) en la superficie del suelo. En cuanto a las raíces muertas (broza subterránea: 

BS), no se han encontrado estudios previos en donde se analice su impacto sobre la 

retroalimentación PS ni los efectos interactivos con la broza aérea.  

La retroalimentación PS mediada por la broza puede tener lugar a través de vías 

físicas y químicas (Figura 1.4; Bennet y Klironomos 2019, van der Putten et al. 2013, 

Veen et al. 2019). Las vías físicas están relacionadas con la formación de una barrera que 

puede afectar la germinación y la emergencia de las plántulas (Donath y Eckstein 2008, 

Eckstein y Donath 2005, Facelli y Pickett 1991a, 1991b, García et al. 2002, Rupert y 

Szabó 2012). Mientras que, las vías químicas están relacionadas con la liberación de 

compuestos químicos al suelo durante los procesos de lixiviación y descomposición 

(Manrubia et al. 2020, Wardle et al. 1998).  

Los hongos endófitos del género Epichloë pueden alterar la cantidad y calidad de 

la broza depositada por su hospedante (Omacini et al. 2004, 2009). La cantidad de broza 

puede aumentar debido a la protección que estos hongos le proveen a su hospedante 

contra una variedad de insectos (Bush et al. 1997, Clay y Schardl 2002). En cuanto a la 

calidad, se sabe que los hongos endófitos modifican el metabolismo primario y 
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especializado de sus plantas hospedantes (Dupont et al. 2015, Rasmussen et al. 2009), lo 

que tendría, por ejemplo, impactos en la producción de alcaloides (Bush et al. 1997, Clay 

y Scharld 2002), compuestos orgánicos volátiles (Fiorenza et al. 2021, Fuchs y Krauss 

2019, Pańka et al. 2013, van der Putten et al. 2013) y compuestos fenólicos (Pańka et al. 

2013, Ponce et al. 2009, Qawasmeh et al. 2012). Aunque el hongo solo subsiste en las 

semillas cuando la planta muere, todos estos cambios químicos inducidos por el endófito 

en los tejidos vivos pueden podrían permanecer en la broza producida por su planta 

hospedante. Estos cambios, no sólo modificarían la calidad de la broza, sino también su 

tasa de descomposición debido a los efectos que estos tendrían sobre la comunidad de 

descomponedores presentes en el suelo (Gundel et al. 2016, 2017, Lemons et al. 2005, 

Omacini et al. 2004). Por lo tanto, al modificar la cantidad y calidad de la broza producida 

por su hospedante, los endófitos podrían tener impactos sobre el establecimiento de las 

leguminosas a través de distintas vías. 

El objetivo de este capítulo fue estudiar cómo los tejidos muertos aéreos y 

subterráneos depositados por las plantas con endófitos del género Epichloë modifican los 

procesos de retroalimentación PS (Figura 1.7). Para dilucidar los mecanismos por los 

cuales la simbiosis gramínea-endófito inhibe el éxito de una leguminosa, se separaron los 

efectos de la retroalimentación PS mediados por los distintos tipos de broza de aquellos 

mediados por las plantas vivas (Veen et al. 2019). Para ello, se realizó un experimento 

donde las semillas de T. repens asociadas a HMA y rizobios, fueron expuestas a distintas 

cantidades y tipos de broza producidas por plantas de L. multiflorum con niveles 

contrastantes de infección endofítica. Como hipótesis se planteó que los endófitos 

reducen el éxito de una leguminosa y su interacción con sus simbiontes de raíz, a través 

de modificar la cantidad y calidad de la broza aérea y subterránea depositada por su 

hospedante. Se predice que los distintos tipos de broza producida por la simbiosis que 
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forma L. multiflorum con E. occulants reducen el número de plántulas de T. repens y su 

interacción con rizobios y HMA.   

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. Diseño experimental 

Para evaluar el efecto de los endófitos sobre la retroalimentación PS mediada por 

la broza de su hospedante, se realizó un experimento manipulativo en la Facultad de 

Agronomía de la Universidad de Buenos Aires (34°35’S, 58°35’W, Figura 3.1). La broza 

de L. multiflorum con bajo y alto nivel de infección endofítica (E-: <5% y E+: >90% 

respectivamente) fue generada en el campo experimental del IFEVA (ver Capítulo 1, 

sección 1.6) y almacenada a temperatura ambiente durante 5 meses hasta la realización 

de este experimento.  

El experimento se llevó a cabo en un invernáculo entre los meses de agosto y 

noviembre del 2017. Este consistió en un diseño factorial completamente aleatorizado 

con seis repeticiones y tres factores: el nivel de infección endofítica de las plantas que 

produjeron la broza (E= E+ o E-), el tipo de broza (B= BS: broza subterránea, BA: broza 

aérea y BS+BA: la combinación de las dos anteriores) y la cantidad de broza depositada 

(C= baja y alta). De la combinación de estos tres factores se obtuvieron 12 tratamientos, 

con un total de 72 macetas (Figura 3.1). Las cantidades de broza utilizadas fueron las 

siguientes, para la BS baja: 1g/m2 y alta: 2 g/m2, para la BA baja: 4 g/m2 y alta 8 g/m2 y 

para BS+BA baja: 1 g/m2 de BS + 4 g/m2 de BA y alta: 2 g/m2 de BS + 8 g/m2 de BA 

(Omacini et al. 2004, 2009). La BA se colocó sobre la superficie del suelo (y por encima 

de las semillas de T. repens), mientras que la BS fue enterrada a 5 cm de profundidad en 

el suelo (sin estar en contacto con las semillas de T. repens).   
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En las macetas de 2.5 l que fueron llenadas con suelo tamizado, se sembraron 30 

semillas de T. repens y añadieron diferentes tipos y cantidades de broza producidas por 

plantas E+ y E-. Veintiún días después de la siembra se agregó 1 ml de inóculo de rizobios 

que contenía exclusivamente R. leguminosarum biovar trifolli. Una vez por semana se 

contabilizó el número de plántulas de T. repens que emergen de la broza aérea. Aquí solo 

se muestran los resultados correspondientes a la emergencia (registrada a los 7 días 

después de la siembra) y el establecimiento (registrado el último día del experimento, 97 

días después de la siembra). Durante el experimento, no se detectaron signos de daño por 

patógenos ni por herbívoros. Al final del experimento, se descartó la broza áerea y se 

extrajo el sustrato con las plantas presentes en cada una de las macetas. Este sustrato fue 

sumergido en un cajón de aproximadadamente 20 L de capacidad, el cual contenía agua. 

Esto permitió la separación de las raíces y la obtención de las plantas individuales 

presentes en cada una de ellas. La biomasa aérea fue recolectada y secada en estufa a 

60°C durante 48 h. Luego, se evaluó la nodulación y micorrización en las raíces obtenidas 

tal como se ha desarrollado en la sección 1.6 de la introducción. Debido a la ausencia de 

un tratamiento sin ningún tipo de broza, todas las comparaciones fueron realizadas entre 

los tratamientos E+ y E-. Esto me permitió comparar el efecto que el endófito genera en 

la broza y el impacto que estos cambios tienen sobre la leguminosa.    
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Figura 3.1. Esquema del experimento. Al final de la etapa de crecimiento, se recolectaron las 

hojas y tallos muertos (broza aérea) y las raíces muertas (broza subterránea) de plantas Lolium 
multiflorum con niveles bajos y altos de infección endofítica (E- y E+ respectivamente) que 

crecían en un campo bajo las mismas condiciones (parcelas de 1 m2 sembradas con 1500 semillas). 

Este experimento incluyó los diferentes tipos de broza producida por plantas E- o E+ (B= BS: 
broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) y dos cantidades de 

broza (C= baja y alta). De la combinación de estos tres factores se obtuvieron 12 tratamientos, los 

cuales se replicaron 6 veces, alcanzando un total de 72 macetas. 

 

3.2.2. Análisis Estadísticos 

Los análisis se realizaron utilizando modelos lineales generalizados (GLM) con las 

funciones de glm del paquete lme4 utilizando el software estadístico R. La emergencia, 

el establecimiento, el número de nódulos activos y la colonización de raíces por diferentes 

estructuras de HMA se analizaron en modelos separados que incluían los tres factores 

fijos (B, E y C). La emergencia y el establecimiento de plántulas presentaron distribución 

Poisson. Estos datos fueron analizados con la familia Poisson de GLM y utilizando log 

como función de enlace. La sobre-dispersión en cada modelo GLM fue evaluada 

estadísticamente. La biomasa, el número de nódulos y el porcentaje de colonización por 

HMA (hifas, arbúsculos y vesículas) presentaron distribución normal y se analizaron con 

la familia Gaussian de GLM. Además, para el número de nódulos se realizó un análisis 

que incluía el número de plántulas y la maceta como factor aleatorio. Sin embargo, como 

la inclusión de estos factores no provocó cambios significativos en los resultados del 
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análisis y la varianza explicada por estos factores fue muy baja, se decidió utilizar el 

modelo más simple y parsimonioso.  

La distribución normal de los residuales se analizó con la prueba de Shapiro-Wilk, 

la homogeneidad de varianzas se analizó mediante la prueba de Levene y en ambos casos 

se evaluaron gráficamente los residuos. El ajuste de los modelos glm se corroboró 

mediante la prueba de razón de verosimilitud (Likelihood Ratio, LR).  

 

3.3. RESULTADOS 

La emergencia de las plántulas de T. repens fue afectada de forma interactiva por 

el tipo de broza y la infección endofítica de las plantas que produjeron esa broza (Figura 

3.2.A, Cuadro 3.1, BxE: p<0.001). Los tratamientos con ambos tipos de broza producida 

por plantas E+ (BSE++BAE+) aumentaron la emergencia de plántulas en un 56% en 

comparación con BSE-+BAE-. Se encontró el mismo efecto en los tratamientos que 

contenían únicamente la broza aérea (BA). La BAE+ aumentó la emergencia de las 

plántulas en un 30% comparado con la BAE-. Sin embargo, se observó el efecto contrario 

en los tratamientos que contenían únicamente broza subterránea (BS). La BSE+ redujo la 

emergencia de plántulas en un 76% en comparación con BSE-. La emergencia de las 

plántulas no fue significativamente afectada por la interacción entre estos dos factores y 

la cantidad de broza (Cuadro 3.1, BxExC: p=0.06).  

De manera similar, el establecimiento de plántulas de T. repens fue afectado por el 

tipo de broza y la infección endofítica de las plantas que la produjeron (Figura 3.2.B, 

Cuadro 3.1, BxE: p<0.001; BxExC: p=0.37). No se encontraron diferencias entre los 

tratamientos con la adición de BS+BA producidas por plantas E+ y E-. Tampoco se 

observaron diferencias en el establecimiento de plántulas entre los tratamientos que 
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contenían solo broza aérea (BA), pero sí entre los tratamientos con broza subterránea 

(BS). La BSE+ redujo el número de plántulas establecidas en un 73% comparado con los 

tratamientos con BSE-. 

 

Figura 3.2. Número de plántulas de Trifolium repens determinado a los (A) 7 días (media + EE, 
n=12) y (B) 97 días (media + EE, n=12) luego de la siembra, en macetas con distintos tipos de 

broza (BS: broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) producida 

por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de 

infección endofítica. Las barras representan un promedio entre las dos cantidades de broza (ver 
Cudaro 3.1). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 
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Figura 3.3. Biomasa aérea de Trifolium repens en macetas (media + EE, n=12) con el agregado 

de distintos tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza aérea y BS+BA: la combinación de 
BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, 

barras rayadas) nivel de infección endofítica. Las barras representan un promedio entre las dos 

cantidades de broza (ver Cuadro 3.1). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 
tratamientos (p<0.05). 

 

La biomasa fue afectada interactivamente por el tipo de broza y la infección 

endofítica de las plantas que la produjeron (Figura 3.3, Cuadro 3.1, BxE: p=0.0001). Sólo 

la presencia de BAE+ aumentó la biomasa de T. repens en un 19% en comparación a los 
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tratamientos con BAE+. Sin embargo, independientemente de la infección endofítica de 

las plantas que produjeron la broza, la presencia de BS redujo la biomasa de T. repens 

entre un 77% y 82% comparado con los otros tipos de broza.   

 

Figura 3.4. Interacción entre Trifolium repens y sus simbiontes de raíz. (A) Número de nódulos 

por planta (media + EE, n=12) y (B) porcentaje de raíz colonizada por arbúsculos (%, media + 

EE, n=24) en los tratamientos con distintos tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza 

aérea y BS+BA: la combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con 
bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica. Las barras 

representan un promedio entre las dos cantidades de broza (ver Cuadro 3.1). Letras diferentes 
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 

 

La nodulación fue afectada interactivamente por el tipo de broza y la infección 

endofítica de las plantas que la produjeron (Figura 3.4.A, Cuadro 3.1, BxE: p=0.03). No 

se encontraron diferencias entre los tratamientos con ambos tipos de broza (BS+BA) 

producida por plantas E+ y E-; ni entre los tratamientos que contenían la BA y BS por 

separado. Sin embargo, la presencia de BSE+ redujo más del 50% el número de nódulos 

por planta en comparación con los tratamientos que incluían BA y BS+BA. En relación 

con la micorrización, solo el tipo de broza afectó el porcentaje de raíces colonizadas por 

arbúsculos (Figura 3.4.B, Cuadro 3.1, B: p<0.001). La presencia de BS aumentó el 

porcentaje de arbúsculos en aproximadamente un 52% en comparación con los 

tratamientos que contenían BA y BS+BA. El % de raíces colonizadas por hifas y vesículas 

mostró el mismo patrón que el porcentaje de raíz colonizada por arbúsculos. En el caso 

del % de raíz colonizada por hifas, la presencia de la BS lo aumentó en un 21% comparado 
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con los tratamientos con BA y BS+BA (B: gl= 2, χ2= 15.11, p<0.001; media y EE para 

BS= 54.37±4.47, BA= 40.75±3.60, BS+BA= 44.58±3.33). Mientras que en el caso del % 

de raíz colonizada por vesículas, la presencia de BS aumentó en un 75% comparado con 

los tratamientos BA y BS+BA (B: gl= 2, χ2= 15.11, p<0.001; media y EE para BS= 

2.71±0.61, BA= 0.67±0.24, BS+BA= 0.67±0.24).  

Cuadro 3.1. Análisis estadísticos del experimento (total de 72 unidades experimentales, con 
n=6): emergencia y establecimiento (número de plántulas 7 y 97 días luego de la siembra), 

biomasa, nodulación (número de nódulos por planta) y micorrización (porcentaje de raíz 

colonizada por arbúsculos) afectados por la infección endofítica de las plantas que produjeron la 

broza (E), el tipo (B) y la cantidad (C) de broza usada en cada tratamiento.  
 

 
Gl Emergencia Establecimiento Biomasa Nodulación 

Micorrización  

por asbúsculos 

E 1 11.44*** 1.89 0.89 1.02 0.26 

B 2 101.25*** 202.45*** 410.25*** 55.64*** 16.16*** 

C 1 4.80* 2.63 28.64*** 0.56 1.64 

BxE 2 93.55*** 52.9*** 17.79*** 6.62* 0.35 

ExC 1 0.08 1.10 0.18 0.22 1.97 

BxC 2 3.55 19.96*** 11.78** 1.89 1.19 

BxExC 2 5.62 2.00 5.23 4.14 3.28 

El cuadro muestra los grados de libertad (gl) de la prueba de chi cuadrado (χ2). Las diferencias 

significativas están indicadas con los símbolos * (p<0.05), *** (p<0.0001) y con letra negrita. 

 

 

3.4. DISCUSIÓN 

Este es el primer estudio en el que se analizaron los efectos separados e interactivos 

de la broza aérea y subterránea sobre la retroalimentación PS. Estos resultados, en primer 

lugar, muestran que los hongos endófitos inducen cambios en la broza depositada por su 

hospedante, modificando los efectos de legado. En segundo lugar, en este experimento se 

muestra cómo la broza aérea y subterránea producida por la simbiosis gramínea-endófito 

afecta de forma diferente la biomasa y el establecimiento de T. repens. 

Sorprendentemente, el efecto negativo que la broza subterránea de plantas E+ tuvo sobre 

las plántulas de T. repens se anula cuando la broza aérea estaba presente en la superficie 
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del suelo. La broza subterránea también afectó de manera diferente la biomasa y la 

interacción de T. repens con los rizobios y los HMA. Estos resultados muestran la 

importancia de la broza subterránea y el impacto que esta puede tener sobre el 

establecimiento de otras plantas. Por último, no se encontró un efecto de la cantidad de 

broza, lo que indica que esta variable no afecta ni las vías químicas ni físicas de la broza.  

Los efectos negativos que la broza subterránea de plantas E+ tuvo sobre la 

emergencia y establecimiento de T. repens podría deberse a la presencia de compuestos 

alelopáticos. Como la broza subterránea ya se encuentra incorporada al suelo, es posible 

que no forme una barrera que afecte físicamente a las plantas o modifique la estructura 

del suelo (Veen et al. 2019). Teniendo en cuenta esto, y que se encontraron diferencias 

entre los tratamientos E+ y E-, es más probable que la broza subterránea actúe a través de 

vías químicas en lugar de físicas. Estudios previos encontraron que los endófitos 

modifican la identidad y la concentración de los compuestos fenólicos y flavonoides 

presentes en las raíces de sus plantas hospedantes (Malinowski et al. 1998, Pańka et al. 

2013, Powell et al. 1994, Zhou et al. 2003). Estos compuestos pueden tener actividad 

alelopática negativa, afectando la germinación y el crecimiento de otras plántulas (Inderjit 

1996, Qawasmeh et al. 2012). Por lo que es posible que, a través de inducir cambios 

químicos en las raíces de su hospedante, los endófitos podrían afectar el establecimiento 

de las leguminosas. Algunos estudios experimentales mostraron que los endófitos pueden 

afectar la retroalimentación PS a través de cambios generados en el ambiente biótico y 

abiótico de la rizósfera de su hospedante (Casas et al. 2011, García-Parisi et al. 2017, 

García-Parisi y Omacini 2017, Matthews y Clay 2001, Rudgers y Orr 2009). 

Particularmente, se ha visto que la presencia previa del endófito redujo el establecimiento 

de T. repens a través de modificar la microbiota del suelo. Sin embargo, tanto este estudio 

como los anteriormente mencionados, no consideran el efecto de la broza subterránea, 
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por lo que no se sabe si dichos efectos de legado son generados por los tejidos vivos o 

muertos. Esto resalta el papel de la broza subterránea en la retroalimentación PS y la razón 

por la que debe ser considerada en futuras investigaciones.  

Los efectos positivos que la broza aérea de plantas E+ tuvo sobre la biomasa y la 

emergencia de T. repens podría deberse tanto a vías físicas como químicas. Se sabe que 

la broza aérea puede promover el crecimiento de las plantas y la germinación de las 

semillas a través de mejorar las condiciones microclimáticas del sitio (Donath y Eckstein 

2008, Facelli y Picket 1991a y 1991b, Ruprecht y Szabó 2012, Veen et al. 2019). Por lo 

que el aumento observado en la biomasa, emergencia y el establecimiento de T. repens 

con respecto a los tratamientos que tenían solo la parte subterránea podría deberse a las 

vías físicas. Sin embargo, las diferencias entre los tratamientos E+ y E-, podría deberse a 

cambios en las vías químicas inducidos por el endófito. Curiosamente, en los tratamientos 

con ambos tipos de broza producida por plantas E+ se observó un efecto positivo sobre 

el número de plántulas de T. repens y no el efecto negativo observado en presencia de la 

broza subterránea de plantas E+. Esto podría deberse a que los efectos generados por las 

vías físicas de la parte aérea superaron los efectos químicos generados por la parte 

subterránea. Otra posible explicación podría deberse a que el endófito induce cambios 

químicos diferentes en los tejidos aéreos y subterráneos, y que los compuestos presentes 

en la broza aérea superaron o anularon el efecto alelopático negativo que deja la parte 

subterránea. Además, en estudios previos se ha visto que la broza aérea producida por 

plantas de L. multiflorum E+ reducen la emergencia de plántulas de su misma especie 

(Omacini et al. 2009). Sin embargo, en este trabajo, la broza aérea fue colocada en suelos 

que contenían las raíces muertas de L. multiflorum. Si bien, en este capítulo se observó 

que la presencia de ambos tipos de broza estimula la emergencia de plántulas de T. repens, 

estas diferencias podrían deberse a cambios químicos inducidos por el endófito en los 
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tejidos aéreos que afectan la germinación de L. multiflorum y T. repens de forma 

diferente. Pero para confirmarlo, en el Capítulo 4 se analizará qué efectos son generados 

por las vías químicas.  

Los diferentes tipos de broza tuvieron efectos contrastantes sobre la interacción de 

T. repens con otros simbiontes de raíz. Independientemente de la presencia de endófitos, 

la broza subterránea aumentó la micorrización de las raíces de T. repens. Este aumento 

podría deberse a que la broza subterránea actuó como una fuente de propágulos. Sin 

embargo, en los tratamientos que se combinó la broza subterránea con la aérea se observó 

el efecto contrario. En estudios previos, se ha visto que los exudados de Epichloë 

tembladerae en cultivo puro o en simbiosis con plantas de Bromus auleticus aumentaban 

la germinación de esporas y el % de colonización de HMA (Vignale et al. 2018). También 

se encontró evidencia que los lixiviados producidos por la broza aérea de plantas con 

endófitos redujeron la germinación de esporas de micorrizas y su colonización en las 

raíces de Bromus inermis (Antunes et al. 2008). Esto podría indicar que los hongos 

endófitos inducen cambios químicos diferentes en los tejidos aéreos y subterráneos que 

podrían estar afectando la micorrización de distinta manera. Por el contrario, la reducción 

en el número de nódulos en presencia de la broza subterránea producida por plantas E+, 

podría explicar el efecto negativo que los suelos acondicionados por la simbiosis 

gramínea-endófito tuvieron sobre la nodulación de T. repens y otras plantas (García-Parisi 

et al. 2015, 2017). Si bien en este experimento no se pudo separar las vías físicas de las 

químicas, los efectos producidos por la broza subterránea sobre la asociación de T. repens 

con HMA y rizobios podrían estar relacionados con la liberación de compuestos químicos 

como los fenólicos y los flavonoides. Se sabe que los flavonoides juegan un papel 

importante durante la nodulación y la micorrización (Bagga y Straney 2000, Scervinio et 
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al. 2005, Sundaravarathan y Kannaiyan 2002), por lo que cambios en estos compuestos 

podrían afectar su interacción con la leguminosa.    

En resumen, se puede afirmar que los cambios inducidos por los hongos endófitos 

en el legado que la broza de su hospedante deja en el suelo, tiene grandes impactos sobre 

el establecimiento de la leguminosa. En este capítulo se pudo comparar el efecto que tiene 

la broza aérea y la subterránea. Además, el efecto producido por la broza subterránea 

difiere de la broza aérea debido a cambios en las vías físicas y/o químicas inducidas por 

el endófito en el tipo de tejido. Incluso modificando la cantidad de broza, no se detectaron 

diferencias en la emergencia o el establecimiento de T. repens. Esto indicaría que, si bien 

el endófito puede aumentar la cantidad de broza producida por su hospedante al conferirle 

protección y modificar su tasa de descomposición, esta no estaría afectando los efectos 

físicos o químicos que la broza tiene sobre otras plantas. Generalmente, la broza 

subterránea no es considerada en estos tipos de análisis, pero aquí se demuestró que este 

tipo de tejido puede ser un impulsor de la retroalimentación PS mediados por la broza y 

debe ser considerado en futuras investigaciones.  
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4.1. INTRODUCCIÓN 

Para entender los efectos de la retroalimentación planta-suelo (PS) mediada por la 

broza, es necesario discernir entre las vías físicas y químicas (ver Capítulo 3). Las vías 

químicas están relacionadas con la liberación de nutrientes y metabolitos especializados 

durante los procesos de lixiviación y descomposición (Facelli y Pickett 1991a, Mazzoleni 

et al. 2015, Veen et al. 2019). Estos compuestos químicos pueden afectar directamente el 

crecimiento y/o establecimiento de otras plantas, o hacerlo indirectamente a través de 

modificar a la comunidad biótica del suelo (Figura 1.4). Dependiendo de la naturaleza de 

estos compuestos, los efectos pueden ser positivos o negativos. Por ejemplo, algunos de 

ellos pueden tener actividad alelopática negativa, reduciendo la germinación de semillas, 

el crecimiento o establecimiento de plántulas (Babu y Kandasanmy 1997, Bonanomi et 

al. 2011, Bosy y Reader 1995, Chomel et al. 2016, Dhwan y Gupta 1996, Schlatterer y 

Tisdale 1969, Werner 1975). Otros compuestos, pueden atraer o inhibir a los 

microorganismos simbiontes (van der Putten et al. 2016, Wardle 2002), lo que 

subsecuentemente tendría impactos sobre las plantas que crecen en la siguiente 

generación. 

La broza producida por plantas con endófitos tiene efectos contrastantes sobre el 

establecimiento de una leguminosa (Capítulo 3, Figura 3.2) y su interacción con sus 

simbiontes benéficos (Capítulo 3, Figura 3.3). Estos efectos podrían deberse a cambios 

químicos inducidos por el endófito en los tejidos vivos (Dupont et al. 2015, Rasmussen 

et al. 2009). Particularmente, se sabe que los endófitos modifican la producción de al 

menos tres tipos de compuestos: los compuestos alcaloides (Bush et al. 1997, Clay y 

Schardl 2002), los compuestos orgánicos volátiles (Fiorenza et al. 2021, Fuchs y Krauss 

2019, Pańka et al. 2013; Rostás et al. 2015) y los compuestos fenólicos y flavonoides 

(Pańka et al., 2013, Ponce et al. 2009, Qawasmeh et al. 2012). Con respecto a los 
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alcaloides, trabajos previos sugieren que dos tipos de alcaloides, las lolinas y los ergot, 

no estarían presentes en la broza depositada sobre el suelo ya que se degradan en menos 

de dos meses después de la muerte de la planta hospedante (Siegrist et al. 2010). Por otro 

lado, los compuestos orgánicos volátiles tampoco tendrían efectos sobre los procesos del 

suelo y las respuestas de las plantas ya que no son emitidos por la broza en pie (Fiorenza 

et al. 2021). Por último, los compuestos fenólicos y flavonoides sí están presentes en la 

broza y se les ha atribuido una amplia gama de actividades biológicas: antimicrobiana, 

antioxidante y sobre todo alelopática (Qawasmeh et al. 2012). 

Los compuestos fenólicos y flavonoides son compuestos polares que podrían ser 

liberados durante los procesos de lixiviación y descomposición de la broza (Bruckert et 

al. 1971). Particularmente, la lixiviación ocurre al inicio de la descomposición y está dada 

principalmente por la presencia de lluvias, la cual actúa como solvente extrayendo los 

compuestos solubles en agua que están presentes en la broza. Una vez en el suelo, estos 

compuestos pueden afectar la germinación, el crecimiento y el establecimiento de 

plántulas (Das et al. 2012, Hartley y Whitehead 1985, Li et al. 2010, Mierziak et al. 2014, 

Reigosa et al. 1999, Treutter 2005, Williams y Hoagland 1982,). Cabe destacar que estos 

compuestos también pueden afectar a los simbiontes, ya que están involucrados en el 

inicio de la formación de nódulos y la germinación de esporas de HMA (Bagga y Straney 

2000, Scervinio et al. 2005, Sundaravarathn y Kannaiyan 2002). Por lo tanto, los 

endófitos podrían afectar el establecimiento de la leguminosa y su interacción con sus 

simbiontes benéficos (Figura 1.4) a través de la modificación en la concentración y 

composición de estos compuestos (Pańka et al. 2013, Ponce et al. 2009, Qawasmeh et al. 

2012).  

El objetivo de este capítulo fue analizar si los lixiviados de la broza aérea y 

subterránea producidas por plantas con endófitos del género Epichloë son los 
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responsables de los efectos de retroalimentación PS observado en el capítulo 3 (Figura 

1.7). Se planteó como hipótesis que la broza aérea y subterránea producida por la 

simbiosis gramínea-endófito afectan el éxito de una leguminosa directamente, a través de 

la liberación de compuestos alelopáticos durante los procesos de lixiviación. Se predice 

que los compuestos fenólicos y flavonoides presentes en los lixiviados de la broza aérea 

y subterránea producida por plantas de L. multiflorum con E. occultans reducirán la tasa 

de germinación de T. repens, pero no su capacidad de asociarse con los rizobios y los 

HMA.  Para ello, se realizaron dos experimentos, donde se expusieron las semillas de T. 

repens y las plántulas de T. repens asociadas a HMA y rizobios a los lixiviados de los 

distintos tipos de broza producidos con plantas con distintos niveles de infección 

endofítica (E- y E+). Por último, se realizó un análisis químico de los compuestos 

fenólicos y flavonoides presentes en la broza.    

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1. Diseño experimental 

Se analizó el efecto que los lixiviados de los distintos tipos de broza producidas por 

plantas con niveles contrastantes de infección endofítica tuvieron sobre la germinación 

de T. repens y su interacción con sus simbiontes de raíz. La broza utilizada fue producida 

como se explicó en el Capítulo 1 (sección 1.6). Para la generación de los lixiviados, se 

consideró que, durante este proceso, los iones minerales y los compuestos químicos de 

bajo peso molecular y polares presentes en la broza fluyen con el agua de lluvia hasta el 

suelo (Harborne 1993, Hussain et al. 2017, Rice 1984). Es por ello, que estos compuestos 

se recolectaron en forma de lixiviados sumergiendo a los distintos tipos de broza en agua 

(Figura 4.1; Hussain et al. 2017). Los lixiviados de la broza subterránea (LBS) y de la 

broza aérea (LBA) se prepararon a razón de 10 g/l de BS y 40 g/l de BA respectivamente; 
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mientras que los lixiviados de la combinación de ambos tipos de broza (LBS+LBA) se 

prepararon haciendo una mezcla de las dos anteriores. Dichas soluciones, se incubaron 

en agua durante 24 h a 4°C (metodología adaptada de Vázquez-de-Aldana et al. 2011) y 

luego se filtraron con dos filtros de diferente tamaño de poro: 1 mm y 70 µm (Marca 

Macotest) con el fin de eliminar los restos de broza. Esto fue realizado para la broza 

producida por plantas con distintos niveles de infección endofítica.   

4.2.2. Experimento 1: Efecto de los lixiviados de la broza sobre la germinación  

Para estudiar si los lixiviados de la broza afectan la germinación de T. repens, se 

llevó a cabo un experimento de germinación en placas de Petri sin la adición de tierra ni 

de broza (Figura 4.1). En este ensayo, las semillas de T. repens fueron expuestas a los 

lixiviados de los diferentes tipos de broza producidas por plantas de L. multiflorum con 

niveles contrastantes de infección endofítica (E-<5% y E+>90%). El experimento 

consistió en un diseño factorial completamente aleatorizado en bloques con 9 repeticiones 

y 3 factores: el nivel de infección endofítica de las plantas que produjeron la broza (E= 

E+ o E-), los lixiviados de los distintos tipos de broza (LB= LBS: lixiviados de broza 

subterránea, LBA: lixiviados de broza aérea y LBS+LBA: lixiviados de la combinación 

de BS y BA) y dos concentraciones distintas de lixiviados (C= 100% y 50%). De la 

combinación de estos tres factores, se obtuvieron 12 tratamientos dispuestos en tres 

bloques con tres repeticiones cada uno (con un total de 108 unidades experimentales). 

Para cada uno de ellos, se generó una solución de lixiviados y luego de la filtración (ver 

sección 4.2.1), la solución obtenida se dividió en dos para obtener las distintas 

concentraciones utilizadas en este experimento. Una mitad se usó pura (solución al 

100%), mientras que la otra mitad se diluyó con agua destilada al 50% (solución al 50%). 

Además, en cada bloque se incluyeron tres placas correspondientes al tratamiento control, 

que consistían en placas de Petri regadas únicamente con agua destilada.  
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En cada una de las placas de Petri y sobre un papel de filtro esterilizado se colocaron 

30 semillas de T. repens. Al inicio del experimento, cada placa fue tratada con 3 ml de 

una solución de lixiviados generadas a partir de los distintos tipos de broza. Las placas de 

Petri fueron colocadas por 6 días en una cámara de cultivo a 25°C con 12 h de luz. Todos 

los días las semillas germinadas (consideradas así por la aparición de la radícula) fueron 

contabilizadas en cada placa. Con los datos obtenidos, se calculó la velocidad de 

germinación: S=(N1*1)/1 + (N2-N1)/2 + (N3-N2)/3 + … + (Nn-(Nn-1))/n, donde N1, 

N2, N3 y Nn representan la proporción de semillas que germinaron en el primer (1), 

segundo (2), tercer (3) y último (n) día del experimento (Chiapusio et al. 1997). El 

impacto de los lixiviados sobre la velocidad de germinación de cada tratamiento se 

calculó restando dichos valores con los obtenidos en el tratamiento control (tratados con 

agua).  

4.2.3. Experimento 2: Efecto de los lixiviados de la broza sobre los simbiontes de raíz 

Se realizó un ensayo en donde las macetas que contenían plántulas de T. repens 

asociadas a HMA y rizobios fueron regadas con los lixiviados de los diferentes tipos de 

broza producidas por plantas de L. multiflorum con distintos niveles de infección 

endofítica (E-<5% y E+>90%). El experimento consistió en un ensayo factorial 

completamente aleatorizado en bloques con 6 repeticiones y 2 factores: el nivel de 

infección endofítica de las plantas que produjeron la broza (E= E+ o E-) y los lixiviados 

de los distintos tipos de broza (LB= LBS: lixiviados de broza subterránea, LBA: 

lixiviados de broza aérea y LBS+LBA: lixiviados de la combinación de BS y BA). De la 

combinación de estos 2 factores, se obtuvieron 6 tratamientos, con un total de 36 unidades 

experimentales. Además, se generó un control, que consistía en macetas regadas 

únicamente con agua destilada.  
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Como en el capítulo anterior se observó que los distintos tipos de broza afectaron 

la emergencia de plántulas (Capítulo 3, Figura 3.2), en este experimento se trasplantaron 

5 plántulas de T. repens, previamente germinadas en perlita y vermiculita, en macetas de 

1.5 l que contenían suelo tindalizado. A todas las macetas se les agregó 10g de inóculo 

de HMA (que fue generado como se describe en la sección 1.6 de la introducción), y 1 

ml de inóculo de rizobios que contenía R. leguminosarum biovar trifolli. Una vez por 

semana éstas macetas fueron regadas con 200 ml de los lixiviados producidos por los 

distintos tipos de broza E+ y E-. El resto de los días se las regaba con agua a demanda. 

Durante el experimento, no se detectaron signos de daño por patógenos ni herbívoros. 

Tres meses después, al finalizar el experimento, se extrajo el sustrato con las plantas 

presentes en cada una de las macetas. Este sustrato fue sumergido en un cajón de 

aproximadadamente 20 L de capacidad, el cual contenía agua. Esto permitió la separación 

de las raíces y la obtención de las plantas individuales presentes en cada una de ellas. Se 

recolectaron los tallos y se secaron en estufa a 60°C durante 48 h para medir la biomasa. 

Luego, las raíces de T. repens fueron utilizadas para estimar la nodulación y la 

micorrización tal como se ha desarrollado en la sección 1.6 de la introducción. Para medir 

el impacto de los lixiviados sobre los distintos simbiontes, se calculó el índice RII (Armas 

et al. 2004) con los datos de nodulación y micorrización de los distintos tratamientos. 

Esto fue realizado de la siguiente forma:  

𝑅𝐼𝐼 =
(número de nódulos en los tratamientos regados con LB – número de nódulos en los tratamientos Control) 

(número de nódulos en los tratamientos regados con LB+ número de nódulos en los tratamientos Control) 
  (3) 

Donde LB corresponde a los tratamientos regados con los distintos tipos de 

lixiviados. Esto también se hizo con los datos de % de raíz colonizada por hifas y 

vesículas.  Para analizar el impacto de los lixiviados sobre la biomasa simplemente se 

restó la biomasa aérea de cada tratamiento con la biomasa aérea del tratamiento control.      
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Figura 4.1. Representación esquemática de la aproximación experimental. (A) Al final de la etapa 

de crecimiento, se recolectaron las hojas y tallos muertos (broza aérea) y las raíces muertas (broza 

subterránea) de plantas Lolium multiflorum con niveles bajos y altos de infección endofítica (E- 

y E+ respectivamente) que crecían en un campo bajo las mismas condiciones (parcelas de 1 m2 

sembradas con 1500 semillas). Con ella se generaron los lixiviados de los distintos tipos de broza 

producidas por plantas E+ y E- (LB= LBS: broza subterránea, LBA: broza aérea y LBS+LBA: la 

combinación de LBS y LBA y Control: solo con agua). En el primer experimento (B), a partir de 
estos lixiviados se generaron dos concentraciones (C= 100% y 50%) que se utilizaron para regar 

semillas de Trifolium repens colocadas en cajas de Petri. En el segundo experimento (C), estos 

mismos lixiviados se utilizaron para regar macetas con plántulas de T. repens en presencia de 
rizobios (R) y hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA).  

 

4.2.4. Caracterización química de la broza de Lolium multiflorum 

A través de distintas técnicas espectofotométricas se realizó una cuantificación del 

contenido total de fenólicos y flavonoides y un análisis cualitiativo para determinar la 

presencia de alcaloides (Pękal y Pyrzynska 2014, Sembiring et al. 2018, Stahl 1969). 

Estos análisis exploratorios se realizaron, por un lado, para corroborar que los alcaloides 

producidos por la simbiosis que forma L. multiflorum con E. occultans (lolinas) están 

ausentes en la broza (Siegrist et al. 2010). Por otro lado, se cuantificó el contenido de 

fenólicos y flavonoides para corroborar si estos compuestos están presentes en la broza y 
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si la presencia de endófitos modifica su concentración (Pańka et al., 2013, Ponce et al. 

2009, Qawasmeh et al. 2012).  

Para generar los extractos, se colocaron por triplicado 0.5 g de broza subterránea 

(BS) producida por L. multiflorum E+ y E- en tubos de ensayo con 5 ml de metanol 

(CH3OH) por 24 h. Este procedimiento se repitió para generar los extractos de la broza 

aérea (BA). El metanol y el agua son disolventes que permiten la extracción de 

compuestos polares. A diferencia de lo realizado con los lixiviados, en estos análisis 

químicos se usó metanol porque es un solvente que permite extraer los mismos (o incluso 

más) compuestos que utilizando agua (Lapornik et al. 2005). Por lo tanto, es posible que 

los compuestos presentes en estas extracciones sean los mismos y estén en 

concentraciones mayores que los compuestos extraídos en los lixiviados.  

Para el análisis cualitiativo de alcaloides se utilizó el reactivo Dragendorff, que 

permite la identificación del nitrógeno heterocíclico presente en los alcaloides (Stahl 

1969). Los extractos de alcaloides se colocaron en placas de sílica gel (conocidas también 

como placas TLC, por las siglas de su nombre en inglés “thin layer chromatography”) 

con una micropipeta graduada (25 µl) y se eluyeron usando una fase móvil compuesta de 

metanol-cloroformo-hidróxido de amonio (50:50:1). Luego, las placas fueron rociadas 

con el reactivo Dragendorff y se dejaron secar a temperatura ambiente. En presencia de 

alcaloides, el reactivo cambia su color a marrón.   

El contenido de compuestos flavonoides se determinó mediante un ensayo 

colorimétrico con cloruro de aluminio (AlCl3) que se basa en la formación de una solución 

amarilla debido a la presencia de un complejo de aluminio (Pękal y Pyrzynska 2014, 

Sembiring et al. 2018). En un tubo de ensayo, se agregaron 500 µl de extracto generado 

a partir del tipo de broza, 1.7 ml de metanol (CH3OH), 100 µl de cloruro de aluminio 

(AlCl3(H2O)6), 100 µl de acetato de sodio (CH3COONa) y 2.8 ml de agua destilada. La 
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mezcla se homogeneizó y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Pasado ese 

tiempo, se midió la absorbancia a 415 nm con un espectrofotómetro. Los análisis 

cuantitativos se realizaron mediante una curva de calibración con quercetina (C15H10O7, 

rango de concentración de 0-160 µg/ml) como compuesto de referencia. Por lo tanto, el 

contenido de flavonoides se expresó como mg equivalentes de quercetina (QE) por g de 

broza.  

El contenido de compuestos fenólicos se determinó con el reactivo Folin-Ciocalteu. 

En un tubo de ensayo se agregaron 300 µl del extracto generado a partir de cada tipo de 

broza, 4.15 ml de agua destilada y 50 µl de reactivo Folin (Pękal y Pyrzynska 2014, 

Sembiring et al. 2018). La mezcla fue homogeneizada y luego los tubos se mantuvieron 

en oscuridad durante 5 min. Al finalizar ese período se agregaron 500 µl de carbonato de 

sodio (CO3Na2) y se dejó 45 min extra en oscuridad para que se forme el color azul. 

Finalmente se midió la absorbancia a 725 nm. Para los análisis cuantitativos se realizó 

una curva de calibración con ácido clorogénico (C16H18O9, rango de concentración de 0-

135.36 µM) como compuesto de referencia. Por lo tanto, el contenido de fenólicos se 

expresó como µmol de equivalentes de ácido clorogénico (CE) por g de broza. Tanto para 

el contenido de fenólicos como el de flavonoides, se generó una solución blanco 

reemplazando la cantidad de extracto de broza por agua destilada.   

4.2.5. Análisis Estadísticos 

Los análisis se realizaron mediante modelos lineales generalizados (GLM) y 

modelos lineales mixtos (LMM) con las funciones de glm y lmer del paquete lme4 

utilizando el software estadístico R. En el primer experimento, se analizó el impacto de 

los lixiviados sobre la velocidad de germinación con modelos que incluyeron los tres 

factores fijos (LB, E y C) y los bloques en el tiempo como efectos aleatorios. Estos 

presentaron una distribución normal y se analizaron con LMM. En el segundo 
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experimento, se analizó el impacto de los lixiviados sobre la nodulación, la micorrización 

y la biomasa aérea, con modelos que incluyeron los dos factores fijos (LB y E) y los 

bloques como factor aleatorio. Para analizar la nodulación, también se incluyó en el 

modelo el número de plántulas y la maceta como factor aleatorio. Sin embargo, como la 

inclusión de estos factores no provocó cambios significativos en los resultados del análisis 

y la varianza explicada por estos factores fue muy baja, se decidió utilizar el modelo más 

simple y parsimonioso. Todos los análisis realizados en este experimento presentaron 

distribución normal y se analizaron con LMM. El contenido de compuestos fenólicos y 

flavonoides fueron analizados con modelos que incluyeron dos factores fijos (B y E). 

Ambos presentaron distribución normal y fueron analizados con la familia Gaussian de 

GLM. La distribución normal de los residuos se analizó con la prueba de Shapiro-Wilk, 

la homogeneidad de varianzas se analizó mediante la prueba de Levene y en ambos casos 

se evaluaron gráficamente los residuos. El ajuste de los modelos lmer y glm se corroboró 

mediante la prueba de razón de verosimilitud (Likelihood Ratio, LR).  

4.3. RESULTADOS 

4.3.1. Experomento 1: Efecto de los lixiviados de la broza sobre la germinación 

En el primer experimento se analizó el impacto de los lixiviados sobre la velocidad 

de germinación. Esta variable fue afectada interactivamente por el tipo de lixiviado 

generado a partir de los distintos tipos de broza (i.e. área o subterránea) y el nivel de 

infección endofítica de la planta que la produjo (Figura 4.2, LBxE: gl=2, χ2=20.32, 

p<0.001). El lixiviado producido por ambos tipos de broza E+ (LBSE+ + LBAE+) no fue 

diferente al control (tratamientos regados con agua). Sin embargo, se observó una 

disminución en la velocidad de germinación en los tratamientos que fueron regados con 

LBSE- + LBAE-. En el caso de los tratamientos con los lixiviados de la broza aérea (LBAE+ 
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y LBAE-), el nivel de infección endofítica no modificó la velocidad de germinación, a 

diferencia de los tratamientos con los lixiviados de broza subterránea (LBS). Si bien 

LBSE- no fue diferente al control, la presencia de LBSE+ disminuyó la velocidad de 

germinación. No se encontraron diferencias significativas debido a la concentración de 

los lixiviados (C: gl=1, χ2=3.72, p=0.054) ni una interacción triple de los tratamientos 

(LBxExC: gl=2, χ2=0.317, p=0.85) sobre la velocidad de germinación. Al final del 

experimento, todos los tratamientos tuvieron, en promedio, el mismo número de semillas 

germinadas.  

LBS LBS+LBA LBA

-6

-4

-2

0

2

4 E-    E+        E-     E+       E-    E+

a

a

a

a

b

b

Im
p

a
c
to

 d
e

 L
ix

iv
ia

d
o

s

 (
g

e
rm

in
a
c
ió

n
 d

e
 s

e
m

ill
a
s
/d

ía
)

 
Figura 4.2. Impacto de los lixiviados sobre la velocidad de germinación de Trifolium repens 

(media ± 95% intervalo de confianza, n=18). Esto fue estimado mediante la diferencia de la 
velocidad de germinación de T. repens en las placas regadas con los diferentes tipos de lixiviados 

(LBS: lixiviado de broza subterránea, LBA: lixiviado de broza aérea y LBS+LBA: lixiviado de 

la combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras 
lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica, con un control regado con agua 

(media = 14.65). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos 

(p<0.05). 

 

4.3.2. Experomento 2: Efecto de los lixiviados de la broza sobre los simbiontes de 

raíz 

En el segundo experimento, se analizó el impacto de los lixiviados sobre la 

nodulación y la micorrización de T. repens. La nodulación fue afectada interactivamente 

por el lixiviado generado a partir de los distintos tipos de broza y la infección endofítica 

de la planta que lo produjo (Figura 4.3.A, LBxE: gl=2, χ2=17.66, p<0.001, LB: gl=2, 
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χ2=7.19, p=0.02, E: gl=1, χ2=0.15, p=0.69). En los tratamientos que fueron regados con 

los lixiviados de ambos tipos de broza (LBS+LBA) se encontró que la presencia de 

endófitos generó un efecto positivo, aumentando la nodulación. En el caso de los 

tratamientos regados con LBA y LBS por separado, no se encontraron diferencias 

significativas entre los tipos de broza producida por las plantas E+ y E-. Sin embargo, la 

presencia de LBAE- aumentó el número de nódulos con respecto a la LBSE+ teniendo 

impactos positivos sobre la nodulación.  

En relación con la micorrización, el % de raíz colonizada por hifas fue afectado por 

el lixiviado producido por los distintos tipos de broza (Figura 4.3.B, LB: gl=2, χ2=9.78, 

p=0.007, E: gl=1, χ2=2.54, p=0.11, LBxE: gl=2, χ2=0.72, p=0.69). Si bien, ninguno de los 

tratamientos fue diferente al control, se encontró que la presencia de LBS disminuyó el 

porcentaje de colonización en comparación con los tratamientos que contenían LBA y 

LBS+LBA. El % de raíz colonizado por arbúsculos no fue afectada por el agregado de 

los lixiviados de los distintos tipos de broza producida por plantas E+ y E- (LB: gl=2, 

χ2=3.24, p=0.19; E: gl=1, χ2=0.81, p=0.37; LBxE: gl=2, χ2=0.71, p=0.7; media y EE para 

LBS= -0.18±0.077, LBA= -0.04±0.06, LBS+LBA= 0.06±0.081). En el caso del % de raíz 

colonizada por vesículas sólo se encontró un efecto de simple del nivel de infección 

endofítica (E: gl=1, χ2=6.64, p<0.01; LB: gl=2, χ2=3.23, p=0.19; LBxE: gl=2, χ2=3.65, 

p=0.16; media y EE para E-: 0.12±0.09, E+: -0.08±0.09).      
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Figura 4.3. Impacto de los lixiviados sobre la interacción de Trifolium repens con sus simbiontes 

de raíz. Se calculó el RII índice para el (A) Número de nódulos (media ± 95% intervalos de 
confianza, n=6) y (B) porcentaj de raíces colonizadas por hifas (%, media ± 95% intervalos de 

confianza, n=6) en los tratamientos regados con los lixiviados de los distintos tipos de broza (LBS: 

lixiviado de broza subterránea, LBA: lixiviado de broza aérea y LBS+LBA: lixiviado de la 
combinación de BS y BA) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras 

lisas) y alto (BE+, barras rayadas) nivel de infección endofítica. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). 

 

En este experimento, también se contabilizó la biomasa de T. repens para saber si 

los lixiviados de los distintos tipos de broza producida por plantas E+ y E- tenía impactos 

sobre ella. La biomasa no fue afectada por el agregado de lixiviado generado a partir de 

los distintos tipos de broza (LB: gl=2, χ2=1.18, p=0.55), ni por la infección endofítica de 

las plantas que produjeron esa broza (E: gl=1, χ2=1.09, p=0.29), ni por la interacción entre 

estos factores (LBxE: gl=2, χ2=4.42, p=0.11).   
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4.3.3. Análisis químicos de la broza de Lolium multiflorum 

 

 

 

Figura 4.4: Cromatograma en sílica gel 

realizado para la cualificación de compuestos 

alcaloides. En cada placa se corrieron los 

extractos de la broza subterránea (BS) y broza 

aérea (BA) producida por plantas de Lolium 

multiflorum con bajo y alto nivel de infección 

endofítica (E- y E+, respectivamente). Estas 

placas luego de ser eluidas fueron rociadas con 

reactivo Dragendorff, el cual reacciona 

cambiando su color en presencia de alcaloides. 

La ausencia de manchas en color marrón indica 

que los alcaloides no se encuentran presentes en 

los extractos de broza utilizados.  

 

Por último, se realizó una caracterización química de la broza de L. multiflorum. 

No se detectó la presencia de alcaloides en la broza aérea y ni en la broza subterránea de 

L. multiflorum (Figura 4.4). El contenido de fenólicos fue afectado interactivamente por 

el tipo de broza y la infección endofítica de las plantas que la produjeron (Figura 4.5, 

Cuadro 4.1, BxE: p=0.003). En general, el contenido de fenólicos fue mayor en la BA 

que en la BS. La infección endofítica aumentó en un 19.6% el contenido de compuestos 

fenólicos en la BAE+ en comparación con la BAE- (p=0.02). Sin embargo, no se 

encontraron diferencias en el contenido fenólico de la BS producida por plantas E+ y E- 

(p=0.66). El contenido de flavonoides no se vio afectado por la interacción entre los 

factores (Figura 4.5, Cuadro 4.1, BxE: p=0.32), pero sí fue afectada por el tipo de broza 

(Cuadro 4.1, B: p=0.003) y por la infección endofítica de las plantas que produjeron dicha 

broza (Cuadro 4.1, E: p=0.003). Tanto en la BA como la BS, la infección endofítica 

aumentó el contenido de flavonoides en un 24% en comparación con la broza producida 

por plantas E-.  
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Figura 4.5. Concentración de (A) compuestos fenólicos (media + EE, n=3) y (B) compuestos 
flavonoides (media + EE, n=3) en los diferentes tipos de broza (BS: broza subterránea, BA: broza 

aérea) producida por plantas de Lolium multiflorum con bajo (BE-, barras lisas) y alto (BE+, barras 

rayadas) nivel de infección endofítica. Las diferencias significativas están representadas con letras 

diferentes (p<0.05). 

 

Cuadro 4.1. Análisis estadísticos de la caracterización química de la broza de Lolium multiflorum 

(contenido de fenólicos y flavonoides, total de 12 unidades experimentales, con n=3) afectada por 

la infección endofítica de las plantas (E) y el tipo de broza (B).  
 

 gl Contenido de  

fenólicos 

Contenido de  

flavonoides 

E 1 1.63 8.96** 

B 1 98.86*** 8.83** 

BxE 1 8.37** 0.99 

El cuadro muestra los grados de libertad (gl) de la prueba de chi cuadrado (χ2). Las diferencias 
significativas están indicadas con los símbolos ** (p<0.01), *** (p<0.0001) y con letra negrita. 

 

4.4. DISCUSIÓN  

Los resultados de este capítulo muestran que los efectos de la retroalimentación PS 

mediada por la broza producida por plantas con endófitos estarían dados por la liberación 

de compuestos químicos durante los procesos de lixiviación. En dos experimentos 

diferentes, se muestra que los lixiviados de los distintos tipos de broza tienen efectos 

sobre la germinación de T. repens y su interacción con sus simbiontes benéficos. Los 

efectos generados por los lixiviados de broza subterránea fueron diferentes a los 

lixiviados generados a partir de la broza aérea sola o acompañada de la subterránea, lo 



82 
 

 
 

que indica que los cambios químicos inducidos por el endófito dependen del tipo de 

tejido. El legado químico dejado por la broza podría deberse a cambios en los compuestos 

fenólicos y flavonoides.  

Los efectos negativos generados por la broza subterránea de plantas E+ sobre la 

germinación (Capítulo 4), la emergencia y el establecimiento (Capítulo 3) de T. repens 

podría deberse a la presencia de compuestos flavonoides. Los flavonoides pueden inhibir 

la germinación y el crecimiento de las plántulas (Mierziak et al. 2014, Treutter 2005), al 

afectar el crecimiento celular, generando alteraciones en la producción de ATP o 

dificultando el funcionamiento de las auxinas (Berhow y Vaughn 1999). Estudios previos 

muestran que los endófitos aumentan el tipo y la concentración de fenólicos en las raíces 

de sus hospedantes (Malinowski et al. 1998; Pańka et al. 2013, Powell et al. 1994, Zhou 

et al. 2003). Si bien no se detectaron diferencias en la concentración de compuestos 

fenólicos en la broza subterránea de plantas E+ y E-, podría haber diferencias en la 

identidad de los mismos. Teniendo en cuenta estos trabajos, es posible que el endófito 

modifique el tipo de compuesto fenólico producido por su hospedante y, por lo tanto, la 

broza subterránea de plantas E+ y E- generan efectos diferentes sobre T. repens. Con 

respecto a los alcaloides, el tipo de compuesto producido depende de la especie endófitica 

(Bush et al. 1997, Saikkonen et al. 2013). En particular, la simbiosis entre L. multiflorum 

y E. occultans solo produce lolinas (Sugawara et al. 2005), que tienen efectos sobre 

insectos invertebrados (Schardl et al. 2012). Al no detectar la presencia de lolinas en la 

broza, como también reportó Siegrist et al. (2010), este tipo de alcaloide no sería el 

responsable de los efectos que la broza tuvo sobre T. repens. 

Los lixiviados de la broza aérea sola o acompañada de la subterránea tuvieron 

efectos diferentes sobre la germinación de T. repens. Los lixiviados de la broza aérea no 

generaron un efecto sobre la leguminosa. Si bien se observaron diferencias en la 
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concentración de fenólicos y flavonoides en este tejido, estos no afectaron la germinación 

de T. repens. Esto indicaría que la broza aérea no genera efectos sobre la leguminosa a 

través de las vías químicas, sino que probablemente los efectos observados en el capítulo 

anterior estuvieran dados por vías físicas. Sorprendentemente, los lixiviados generados 

por la combinación de la broza aérea y subterránea de plantas E+ estimularon la 

germinación de T. repens. Al igual que lo observado en el capítulo anterior, esto 

demostraría que ambos tipos de broza generan efectos directos sobre T. repens a través 

de cambios químicos inducidos por el endófito. Una posible explicación podría estar 

relacionada con la presencia de de algún compuesto químico (diferente a los analizados 

en este capítulo) inducido por el endófito en los tejidos aéreos que reacciona con los 

compuestos presentes en la broza subterránea teniendo efectos interactivos. Estos efectos 

interactivos, no solo borran el efecto negativo de la broza subterránea, sino que también 

estimulan la germinación.  

Los lixiviados de los distintos tipos de broza producidos por plantas E+ tuvieron 

efectos contrastantes sobre la interacción de T. repens con los rizobios y los HMA. Sin 

embargo, la mayoría de ellos no fueron distintos al control. Esto indicaría que los 

lixiviados de los distintos tipos de broza no estarían afectando indirectamente a T. repens 

a través de modificar a sus simbiontes de raíz. Las diferencias encontradas entre los 

distintos tipos de broza, sin embargo, podrían estar relacionados con la presencia de 

compuestos químicos inducidos por el endófito en los distintos tejidos. A pesar de que no 

se pudo identificar el tipo de compuesto involucrado en estos procesos, se ha demostrado 

que los fenólicos y los flavonoides pueden influir la nodulación y la micorrización (Bagga 

y Straney 2000, Scervino et al. 2005, Singla y Grag 2017, Sundaravarathan y Kannaiyan 

2002, Wagay et al. 2020). Los flavonoides juegan un papel importante durante la 

formación de los nódulos y la germinación de esporas de micorrizas (Bagga y Straney 
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2000, Scervino et al. 2005, Sundaravarathan y Kannaiyan 2002). A su vez, los endófitos 

pueden inducir la desglicosilación de los flavonoides (Tian et al. 2014), que produce 

cambios en la solubilidad y la actividad biológica de estos compuestos, lo que podría 

tener un impacto sobre la colonización de HMA y rizobios. La respuesta de los simbiontes 

de raíz a los compuestos fenólicos son bastantes diversas. Los monohidroxi fenólicos 

inhiben la nodulación, mientras que los di- o poli-hidroxi fenólicos estimulan la 

nodulación y el crecimiento de las leguminosas (Neera y Garg 1989, Purushothaman y 

Balarman 1973). Los compuestos fenólicos también pueden inhibir la germinación y 

crecimiento de los HMA (Becker y Drapier 1984, Coté y Thibault 1988, Rose et al. 1983). 

Para entender en mayor profundidad cuáles son los efectos que los distintos tipos de broza 

tienen sobre la nodulación y micorrización es necesario realizar análisis químicos para 

identificar qué tipos de compuestos están presentes en estos lixiviados.  

En resumen, los resultados de este capítulo muestran que la broza subterránea sola 

o acompañada de la broza aérea afecta el establecimiento de T. repens a través de la 

liberación de compuestos químicos durante los procesos de lixiviación. Estos resultados 

muestran que los lixiviados de la broza subterránea generan efectos diferentes a los 

lixiviados de la broza aérea sola o combinada con la broza subterránea. Esto demuestra 

la importancia de la broza subterránea y el rol que puede cumplir en los sistemas naturales 

y los agroecosistemas. Por último, los resultados químicos sugieren que los compuestos 

fenólicos y flavonoides podrían ser los responsables de los efectos observados en este 

capítulo, aunque se necesitan más estudios para poder identificarlos y analizar el rol que 

cumple cada uno.  
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5.1. SÍNTESIS DE LOS RESULTADOS DE ESTA TESIS 

Esta investigación representa una contribución novedosa a la comprensión actual 

de cómo puede darse el proceso de retroalimentación planta-suelo (PS) y la forma en que 

un simbionte foliar de gramíneas templadas puede modificar este proceso (Figura 1.4 y 

Figura 1.7). A partir de los experimentos realizados, no solo se demostró que los hongos 

endófitos afectan los procesos de retroalimentación PS a través de modificar el legado 

que deja su planta hospedante, sino que este legado es diferente dependiendo de si es 

producido por los tejidos vivos o muertos, aéreos o subterráneos. También, se muestran 

los mecanismos y vías por los cuales la simbiosis gramínea-endófito modifica el 

establecimiento de una leguminosa. A continuación, se integran los principales resultados 

obtenidos en los distintos capítulos.  

Este es el primer trabajo que analiza el legado químico que los tejidos vivos de las 

plantas con endófitos dejan en el suelo en ausencia de los tejidos muertos (broza 

subterránea). La retroalimentación PS mediada por los tejidos vivos se da únicamente a 

través de vías químicas relacionadas con la liberación de compuestos químicos durante la 

exudación radical (Capítulo 1, Figura 1.4). Si bien la presencia del endófito moduló el 

legado que dejan los tejidos vivos de sus plantas hospedantes, aumentando el 

establecimiento de T. repens, este legado redujo la biomasa de las plantas (Capítulo 2). 

Estos resultados no estuvieron dados por un efecto directo sobre la leguminosa, sino por 

cambios en la comunidad biótica, particularmente de los hongos formadores de 

micorrizas arbusculares (HMA) y los rizobios (Cuadro 5.1). Esto indicaría que los 

compuestos exudados producidos por la simbiosis gramínea-endófito durante el 

crecimiento de la planta, afecta a la leguminosa a través de modificar a la comunidad de 

HMA y su interacción con los rizobios (efecto indirecto, Cuadro 5.1). Estos resultados no 

solo resaltan el papel que cumplen estos dos hongos, sino que también muestra los efectos 
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interactivos que pueden darse entre los simbiontes foliares y de raíz en los procesos de 

retroalimentación PS.  

Cuadro 5.1. Comparación entre los mecanismos y las vías por las cuales la simbiosis gramínea-
endófito genera un legado en el suelo que afecta (Sí, No, ¿?: indeterminado) el establecimiento y 

rendimiento de una leguminosa. Las variables de respuesta en donde se observó este efecto 

positivo (verde) o negativo(rojo) fueron germinación (G), emergencia (Em), establecimiento (Es), 
nodulación (N) y micorrización (M). 

Tipo de Legado 

Vías Físicas Vías Químicas 

Efecto 

directo 

Efecto 

indirecto 

Efecto 

directo 

Efecto 

indirecto 

Plantas Vivas 

 

Broza: 

No No No Sí 
MN

 

    

Subterránea (BS) No No Sí 
G Em Es

 No 

Aérea (BA) Sí 
Em

 No No No 

BS + BA ¿? No Sí 
G Em

 No 

 

Por otra parte, se evaluaron los efectos interactivos y separados de la broza aérea y 

subterránea y cómo estos efectos varían en presencia de microorganismos simbiontes. 

Como se explicó anteriormente, la retroalimentación PS mediada por la broza puede darse 

a través de vías físicas o químicas (Capítulo 1, Figura 1.4, Bennet y Klironomos 2019, 

van der Putten et al. 2013, Veen et al. 2019). Las vías físicas están relacionadas con la 

formación de una barrera que puede afectar la germinación y la emergencia de las 

plántulas (Donath y Eckstein 2008, Eckstein y Donath 2005, Facelli y Pickett 1991a, 

1991b, Rupert y Szabó 2012). Las vías químicas, por otro lado, están relacionadas con la 

liberación de compuestos químicos al suelo durante los procesos de lixiviación y 

descomposición (Manrubia et al. 2020, Wardle et al. 1998). Teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos en los Capítulos 3 y 4, se demostró que los endófitos modulan el 

legado de la broza depositada por su hospedante y que los efectos de la broza aérea son 

diferentes a la broza subterránea (Figura 1.7, Cuadro 5.1).  
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Por un lado, se observó que la broza subterránea producida por plantas con 

endófitos reduce el establecimiento de una leguminosa. Estos resultados indicarían que el 

mecanismo por el cual los endófitos inhiben el establecimiento de una leguminosa en 

pastizales y pasturas podría estar dado por la acumulación de las raíces muertas en el 

suelo. Particularmente, a través de los experimentos realizados en el Capítulo 4, se 

demostró que esta reducción se debe a la liberación de compuestos alelopáticos inducidos 

por el endófito en los tejidos subterráneos durante los procesos de lixiviación (vías 

químicas, Cuadro 5.1). Estos compuestos alelopáticos tendrían un efecto directo sobre T. 

repens (Cuadro 5.1). Si bien los análisis químicos sugieren que los fenólicos y flavonoides 

podrían ser los responsables de estos efectos, se necesitan más estudios para poder 

confirmarlo e identificar cuál es el compuesto que genera esta reducción. Por otro lado, 

el efecto negativo que la broza subterránea producida por la simbiosis gramínea-endófito 

tiene sobre T. repens se anula en presencia de la broza aérea. Como se ha discutido en los 

Capítulos 3 y 4, es probable que la broza aérea actué a través de vías físicas, ya que no 

se observó un efecto de los lixiviados de este tipo de broza sobre la germinación de T. 

repens (Cuadro 5.1). Los efectos físicos de la broza aérea han sido ampliamente 

estudiados (Donath y Eckstein 2008, Eckstein y Donath 2005, Facelli y Pickett 1991a, 

1991b, Ruprecht y Szabó 2012). De hecho, en trabajos previos se ha determinado que los 

efectos físicos pueden ser más fuertes que los químicos o los biológicos (Grime 2001, 

Hovstad y Ohlson 2008). Sin embargo, debido a que los lixiviados producidos por la 

combinación de la broza aérea y subterránea de plantas con alto nivel de infección 

endofítica (E+) tuvieron un efecto positivo sobre la germinación, no se puede descartar 

que la combinación de ambos tipos de broza afecta a otras plantas tanto a través de las 

vías físicas como químicas (Cuadro 5.1).  
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A diferencia del legado que dejan las plantas vivas, la acumulación de la broza tanto 

aérea como subterránea tendría efectos directos sobre el establecimiento de la 

leguminosa. En esta tesis no se observó ningún patrón que demuestre que la presencia de 

los distintos tipos de broza y sus lixiviados afectan el establecimiento de T. repens a través 

de cambios en la nodulación y la micorrización. Sin embargo, no se puede descartar la 

posibilidad de que la descomposición de la broza haya influido la micorrización y 

nodulación, ya que en esta tesis no fue evaluado este proceso. En el Capítulo 4, los 

simbiontes fueron expuestos a los lixiviados de la broza, en donde solo se extrajeron los 

compuestos que eran solubles en agua. En cambio, en el Capítulo 3, las plantas y sus 

simbiontes estuvieron expuestos durante mucho más tiempo a la broza, donde los 

procesos de descomposición pueden haberse llevado a cabo. Si bien los fenólicos y 

flavonoides son compuestos que intervienen en la interacción de la leguminosa con sus 

simbiontes de raíz (Bagga y Straney 2000, Scervinio et al. 2005, Sundaravarathn y 

Kannaiyan 2002) y al ser compuestos polares es probable que sean liberados durante la 

lixiviación, mientras que otros pueden hacerlo durante la descomposición (Bruckert et al. 

1971). Para poder determinar el rol que cumplen estos compuestos y los efectos que 

podrían ejercer sobre el establecimiento de T. repens, es necesario realizar más 

experimentos e identificar qué tipo de compuestos son liberados en los procesos de 

descomposición y lixiviación.   

5.2. CONTRIBUCIONES A LA ECOLOGÍA DE LAS COMUNIDADES  

 
Este estudio representa una contribución novedosa a la comprensión actual de cómo 

puede darse la retroalimentación PS. Los endófitos afectan los procesos de 

retroalimentación PS al modificar el legado que deja su gramínea hospedante (Casas et 

al. 2011, Cripps et al. 2013, García-Parisi et al. 2017, García-Parisi y Omacini 2017, Guo 
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et al. 2015, Matthews y Clay 2001, Rudgers y Orr 2009). Particularmente, en estos 

estudios se analizaron los efectos que esta simbiosis genera sobre otras plantas a través 

de cambios en el ambiente abiótico del suelo y/o en las comunidades bióticas de la 

rizósfera (por ejemplo, patógenos y simbiontes). Sin embargo, estos estudios no separaron 

si los cambios en el suelo analizados (efectos de legado) fueron generados a partir de los 

exudados liberados por las plantas vivas o por la acumulación de la broza (principalmente 

la subterránea). En esta tesis, se demostró que la presencia de hongos endófitos modula 

de manera diferente el legado que las plantas vivas y muertas dejan en el suelo. Al estudiar 

estos mecanismos por separado, se determinaron las vías por las cuales la simbiosis 

gramínea-endófito promueve o inhibe el establecimiento de otra planta. Estos resultados, 

no solo resaltan la importancia de analizar los mecanismos por los que suceden los 

procesos de retroalimentación PS, sino que también representa una forma novedosa de 

estudiar estos procesos (Figura 5.1). 

 

Figura 5.1. Mecanismos para analizar el proceso de retroalimentación planta-suelo (PS). Las 

plantas pueden dejar un legado en el suelo durante su crecimiento a través de la liberación de 
exudados, o al morir a través de la acumulación de la broza (BA: broza aérea, BS: broza 

subterránea, BA+BS: combinación de ambos tipos de broza). Ambos mecanismos, pueden darse 

por vías químicas (líneas celestes) que pueden tener efectos directos (líneas llenas) o indirectos 

(líneas punteadas) sobre el establecimiento de las plantas. La broza aérea también puede afectar 
a otras plantas a través de vías físicas (línea violeta) que pueden afectar directamente a las plantas 

a través de la formación de una barrera. Los simbiontes (llaves grises) pueden modular los efectos 
de retroalimentación a través de modificar la calidad y cantidad de los tejidos vivos y muertos.   
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En segundo lugar, esta tesis presenta un nuevo mecanismo por el cual los hongos 

endófitos modifican la estructura de las comunidades y el funcionamiento de los 

ecosistemas (Figura 5.2; Clay et al. 2005, Clay y Holah 1999, Kothamasi et al. 2010, 

Omacini et al. 2001, Omacini et al. 2014, Stanton 2003, van der Heijden et al. 2008). 

Estos mecanismos están relacionados con cambios en los procesos de retroalimentación 

PS. Teniendo en cuenta lo analizado en esta tesis, pudimos determinar que el legado que 

deja la simbiosis gramínea-endófito en ausencia de broza, promueve el establecimiento 

de una leguminosa indirectamente a través de los HMA. Si bien en esta tesis solo se 

analizó el porcentaje de raíces colonizadas por estos simbiontes, es posible que los efectos 

observados en este capítulo se deben a cambios en la germinación de esporas de HMA 

(Antunes et al. 2008) y/o la identidad de las especies de HMA (García-Parisi et al. 2017, 

García-Parisi y Omacini 2017). Estos resultados aportan datos al entendimiento de cómo 

los endófitos pueden tener impactos sobre la estructura de una comunidad y la 

funcionalidad de los ecosistemas modificando la comunidad biótica del suelo (Figura 5.2; 

García-Parisi et al. 2015, 2017, García-Parisi y Omacini 2017, Novas et al. 2005, 2009, 

Omacini et al. 2014, Slaughter et al. 2016 y 2019, Vignale et al. 2016, 2020, Zhou et al. 

2018).  

Como bien se ha discutido, pocos trabajos han analizado la interacción que se da 

entre los endófitos, los HMA y los rizobios. El Capítulo 2 aporta nueva información 

acerca de cómo estos tres simbiontes interaccionan entre sí a través de procesos de 

retroalimentación PS. También ayudan a entender el rol que los HMA cumplen mediando 

las interacciones que se dan entre la simbiosis que forman las gramíneas con endófitos y 

las leguminosas con rizobios.  
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Figura 5.2. Esquema de como los endófitos influyen en los procesos ecosistémicos a través de 

los cambios en el legado de su hospedante. Estos efectos de legado pueden tener repercusiones a 

distintas escalas teniendo impactos sobre los pastizales y pasturas dedicados a la cría del ganado 
(adaptado de Rillig et al. 2004).  

 

La broza ha tenido un rol principal en los procesos de retroalimentación PS (Bennett 

y Klironomos 2019, Ehrenfeld et al. 2005, Veen et al. 2019, Wardle et al. 2004) debido 

al impacto que tiene sobre el funcionamiento del suelo, el establecimiento y el 

crecimiento de las plantas (Ehrenfeld et al. 2005, van der Putten et al. 2013, Veen et al. 

2019). Sin embargo, la mayoría de estos estudios solo analizan el impacto de la broza 

aérea y no separan las vías por las cuales estos pueden darse. En esta tesis se demostró 

que los hongos endófitos inducen cambios en los tejidos vivos de su hospedante y así 

modifican el legado generado por la broza aérea y subterránea depositada al final de la 

etapa de crecimiento. Estos resultados, en primer lugar, muestran cómo los simbiontes a 

través de cambios inducidos en los tejidos de su hospedante, promueven la exclusión o 

coexistencia de las especies teniendo impactos sobre la estructura y funcionamiento de 

los ecosistemas (Figura 5.2; Minás et al. 2021, Omacini et al. 2009, Omacini et al. 2014). 

En segundo lugar, en este trabajo se separaron los efectos generados por la broza aérea y 

subterránea producida por las plantas con endófitos demostrando que difieren entre sí. 

Esto muestra la importancia de analizar los efectos generados por los distintos tipos de 

broza en los procesos de retroalimentación PS (Figura 5.1). Particularmente, porque la 
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broza subterránea está incluida en la matriz del suelo y suele no ser considerada en estos 

estudios. Pero, esta investigación muestra que los tejidos subterráneos tienen un rol 

importante en la retroalimentación PS y debe ser considerado en futuras investigaciones 

(Minás et al. 2021).  

5.3. IMPLICANCIAS PARA EL MANEJO DE LOS 

AGROECOSISTEMAS 

 

Los resultados que emanan de estas tesis son importantes para los pastizales y 

pasturas dedicados a la cría de ganado. En estos sistemas, el sobrepastoreo, las cargas 

excesivas, o los tiempos de descanso cortos impiden la acumulación de los tejidos aéreos 

en la superficie, dejando a los subterráneos enterrados en el suelo. Si esa broza 

subterránea es producida por la simbiosis gramínea-endófito esto podría tener 

consecuencias para la prevalencia de las leguminosas en las comunidades de pastizales 

(Figura 5.2). La pérdida de las leguminosas en estos sistemas tiene grandes implicancias 

sobre la funcionalidad y los servicios ecosistémicos (Rani et al. 2022), ya que aumentan 

la calidad del forraje y la productividad tanto primaria como secundaria (Andrews et al. 

2011, Haynes 1980, Li et al. 2015). Teniendo en cuenta esto y la información generada 

en esta tesis, quisiera proponer que, si se manejan presiones de pastoreo más bajas y 

tiempos de descanso más largos, se podría evitar que los tejidos aéreos sean removidos 

en su totalidad, promoviendo el establecimiento posterior de la leguminosa.  

Por otro lado, en los agroecosistemas, el uso extendido de agroquímicos como el 

glifosato reduce la abundancia de HMA en los suelos (Druille et al. 2016). Teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos en el Capítulo 2 y que los HMA promueven el 

establecimiento de las plántulas (van der Heijden 2004) seria interesante generar prácticas 
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que permitan mantener y promover a estos hongos en los procesos de retroalimentación 

PS mediados por las plantas vivas.   

5.4. PERSPECTIVAS  

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis surgen varios interrogantes. El 

primero comprende la microbiota presente en el suelo. En esta tesis se observó que los 

efectos de legado generados por las plantas con endófitos afectan indirectamente a la 

leguminosa a través de modificar a los HMA y los rizobios. Sin embargo, estos procesos 

no solo podrían ser modificados por la presencia de estos simbiontes, sino también por la 

presencia de patógenos, insectos y hongos descomponedores (Wardle 2002, van der 

Putten et al. 2016). Teniendo en cuenta esto, sería interesante incluir a alguno de estos 

organismos en los procesos de retroalimentación PS mediados por las plantas con 

endófitos. Por ejemplo, se ha visto que la presencia de patógenos puede generar 

retroalimentaciones PS negativas (reducción en el rendimiento y/o establecimiento de una 

planta; ver Capítulo 2, Figura 2.3). Sin embargo, dado que los endófitos les confieren 

protección a sus plantas hospedantes (Bush et al. 1997, Clay y Scharld 2002, Pérez et al. 

2016) y a las plantas vecinas (García-Parisi et al. 2014, García-Parisi et al. 2021, Pérez et 

al. 2016), la presencia simultánea de endófitos y patógenos podría originar efectos de 

retroalimentación PS nulos o incluso positivos.  

El segundo interrogante hace referencia a los compuestos fenólicos y flavonoides 

presentes en la broza. Los análisis químicos realizados sugieren que estos compuestos 

podrían ser los responsables de los efectos observados en los Capítulos 3 y 4, aunque se 

necesitan más estudios para poder confirmarlo. Resultaría interesante llevar a cabo la 

cuantificación e identificación de estos compuestos en los extractos obtenidos de ambos 

tipos de broza. De esta manera, se podría corroborar la posible explicación planteada en 
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el Capítulo 4, la cual sugiere que el endófito produce diferentes compuestos en la broza 

aérea y subterránea de su hospedante que pueden interactuar entre sí generan efectos 

positivos sobre la germinación de T. repens.  

 El último interrogante está relacionado con la descomposición de la broza. Se ha 

visto que la broza aérea producida por las plantas con endófitos se descompone más 

lentamente que la producida por plantas libres de endófitos (Omacini et al. 2004,) y esto 

puede tener implicancias sobre las vías físicas y químicas. En el Capítulo 3 tanto las 

plantas como sus simbiontes pueden haber estado expuestos a los productos de 

descomposición, pero en esta tesis no se aislaron ni estudiaron los efectos generados por 

este proceso. Las diferencias encontradas entre los efectos que la broza y sus lixiviados 

tuvieron sobre la micorrización y la nodulación de T. repens tiene que ver con los 

compuestos liberados durante este proceso. Para corroborarlo sería necesario utilizar la 

broza en un estado de mayor descomposición. Además, teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos en esta tesis, resultaría interesante analizar el establecimiento de T. repens en 

presencia del legado generado por las plantas vivas, junto con los productos de la 

lixiviación y descomposición de la broza subterránea.   
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5.5. CONCLUSIONES GENERALES 

 Los hongos endófitos, simbiontes foliares restringidos a los tejidos aéreos, afectan 

los procesos de retroalimentación PS a través de modificar el legado químico que sus 

plantas hospedantes dejan en el suelo.  

 Los tejidos vivos de la simbiosis gramínea-endófito dejan un legado químico en 

el suelo que afectan indirectamente a T. repens a través de modificar su interacción con 

rizobios y HMA.   

 A través de los procesos de lixiviación, la broza producida por la simbiosis 

gramínea-endófito deja un legado químico en el suelo que afecta directamente el 

establecimiento de T. repens. Mientras que la broza subterránea genera efectos negativos, 

la broza aérea sola o acompañada de la subterránea genera efectos positivos.  

 Los análisis químicos realizados sugieren que los fenoles y los flavonoides 

podrían ser los responsables de los efectos producidos por los distintos tipos de broza, 

pero se necesita más investigación para poder identificarlos.  
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