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RESUMEN

Aunque los endofitos de las gramineas se conocen desde los afios 30, su importancia
econdémica no empezd a valorarse hasta que en los afios 70 se encontrara en Estados Unidos
una asociacion entre el hongo Acremonium coenophialum Morgan-Jones y Gams y un sin-
drome téxico en la festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.). El ganado vacuno y caballar
que consumian pastos de festuca alta infestados con el hongo tenian una disminucion de cre-
cimiento, produccién de leche, fertilidad y poca tolerancia al calor. Por otra parte, el ganado
ovino que consumia raigras inglés (Lolium perenne L.) infestado con el hongo Acremonium
lolii Latch, Christensen y Samuels en Nueva Zelanda también sufria un sindrome conocido
como “‘ryegrass staggers”, que produce trastornos neuromusculares y una disminucién en la
ganancia de peso. Esta simbiosis de los endofitos y las gramineas confiere una serie de bene-
ficios a las plantas hospedadoras como son una mayor resistencia a nematodos, tolerancia a
la sequia y una mayor capacidad de competencia con otras plantas. Los céspedes infectados
con endofitos tienen también una mayor resistencia a los estreses y un mayor crecimiento.
Por otra parte, la utilizacién de cultivares de gramineas sin endofitos en esos paises implica
unas mayores producciones animales pero conlleva la aparicién de plantas menos tolerantes
a las plagas, enfermedades, sequia y sobrepastoreo. En Europa, la infeccién en raigras y fes-
tuca alta estd muy extendida en praderas viejas, pero debido a que no ha habido una selec-
cién positiva para la infeccién con endofitos en la creacién de variedades, las variedades
europeas de raigras inglés tienen niveles de infecciéon muy bajos o nulos. Se estan realizan-
do estudios en la actualidad para evaluar la posibilidad de utilizar esta asociacién endofitos-
gramineas como medio de aumentar la tolerancia a estreses bidticos y abiéticos de las varie-
dades de raigras inglés y festuca alta en Europa.

Palabras clave: Gramineas pratenses, hongos endofitos, estreses bidticos, estreses
abidticos, mejora genética, Acremonium spp.
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INTRODUCCION

El raigras inglés (Lolium perenne) es la graminea pratense mas utilizada en
Europa, tanto por su produccién forrajera como por su uso en céspedes. Sin embargo,
presenta una mala adaptacién en zonas de Europa con frios extremos y sequias de vera-
no, es susceptible a ciertas plagas y enfermedades, y no compite bien con otras grami-
neas menos productivas en condiciones de baja fertilidad del suelo. En las zonas de
Europa donde las sequias de verano ocurren regularmente, es decir en el Sur de Europa,
la festuca alta (Festuca arundinacea) es la especie preferida debido a su mayor toleran-
cia a la sequia y a las altas temperaturas. La Politica Agraria Comunitaria actual pro-
mueve la extensificacién de las producciones forrajeras mediante variedades que sean
persistentes y que mantengan una cierta produccién en condiciones de baja fertilizacion.

Los hongos endofitos pertenecientes al género Acremonium viven como parasitos,
generalmente simbidticos, en el interior de diversas gramineas: Acremonium lolii en el
raigras inglés y Acremonium coenophialum en la festuca alta. En el raigrés inglés y la
festuca, los endofitos no provocan ningiin sintoma, pero disminuyen la apetencia de las
plantas y sobre todo son responsables de graves toxicosis en el ganado ovino y vacuno,
respectivamente, en Nueva Zelanda y Estados Unidos. La diseminacién de los endofi-
tos de la festuca y el raigras parece efectuarse exclusivamente por las semillas portado-
ras del micelio interno (Neil, 1941). Los hongos crecen entre las células de toda la plan-
ta excepto en las raices y en las laminas foliares. Durante la elongacién de los tallos, los
endofitos infectan el 6vulo de la semilla en desarrollo. Permanecen inactivos en la semi-
lla (Figura 1) hasta la germinacion, entonces infectan a la plantula (Figura 2). La viabi-
lidad de los endofitos en la semilla se mantiene con un contenido de humedad bajo en
la semilla y temperaturas bajas. A temperatura ambiente la viabilidad de los endofitos
baja al 0% en 12 meses en sacos de tela, pero se mantiene durante 3 anos en semilla
envasada con un contenido en humedad del 8.6% en bolsas de aluminio y polietileno.
La viabilidad de los endofitos se mantiene durante 7 afios a temperaturas entre 0°C y
5°C con un contenido en humedad de la semilla del 10% (Rolston ¢f al., 1993).

En los bancos de germoplasma se ha comprobado que la semilla almacenada
durante largo tiempo (incluso en poco tiempo si las condiciones de humedad y tem-
peratura son altas) pierde la viabilidad de los endofitos (Shelby y Dalrymple, 1987).
Springler y Kindler (1990) encontraron que 17 de 41 Festuca spp. contenian endofito
(E+) en plantulas crecidas a partir de semillas obtenidas de la coleccién del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos. Latch er al., (1987) identificando la
presencia de endofitos en semillas de muestras de raigrds inglés v festuca de la Estacion



PASTOS 1996

FIGURA 1.

Micelio de los hongos Acremonium entre los granos de aleurona de una semilla
de raigras inglés.
Mycelium of Acremonium fungis between aleurone cells in a seed of
perennial ryegrass.

Foto: Jesis Collar

FIGURA 2.

Micelio de los hongos Acremonium en los tejidos de una vaina foliar de
raigras inglés.
Mpycelium of Acremonium fungis in the intercellular space between plant cells in a
leaf sheath of perennial ryegrass .

Foto: Jesis Collar
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de Mejora de Plantas del Pais de Gales, encontraron que 53 de 64 muestras estaban
infectadas con endofitos mientras que sélo cuatro de 16 cultivares comerciales conteni-
an endofitos. Pfanmoller er al., (1994) sélo encontraron endofitos en 17 de 135 cultiva-
res comerciales europeos de varias especies de festuca examinados. El hecho de que la
mayoria de los cultivares europeos estudiados no contuvieran endofitos (E-) se puede
deber a que las nuevas técnicas de manejo de praderas, no permiten la resiembra de la
propia pradera. En cambio en las praderas viejas se ha constatado un alto porcentaje de
infeccion con endofitos en el caso de la festuca alta (Riccioni y Piano, 1994) y del rai-
gréds inglés (Lewis y Clements, 1990; Oldenburg, 1994; Ravel et al., 1994).

En Estados Unidos, las pérdidas en produccion de carne producidas por el consu-
mo de festucas altas infectadas por los Acrenmonium se evaluaron en 600 millones de
délares por afio (Hoveland, 1993). Las pérdidas en produccién de leche son también
considerables (Hoveland er al., 1983). En Nueva Zelanda, el raigras inglés es la especie
pratense mas importante. Las pérdidas debidas a los endofitos en la produccién gana-
dera de Nueva Zelanda se estimaron en mas de 40 millones de ddlares por afio
(Prestidge et al., 1991). Para hacer frente a este problema, en este momento se estan lle-
vando a cabo programas de investigacion en estos dos paises sobre los endofitos.

En Espafa, hasta ahora no se han senalado problemas sobre el ganado, probable-
mente debido al tipo de praderas utilizadas, a menudo mezclas de gramineas y legumi-
nosas y con un manejo intensivo que no permite la resiembra. Por otra parte el ganado
siempre recibe un complemento nutricional en invierno y en verano, lo que puede diluir
el posible efecto negativo de los alcaloides. Sin embargo estdn atin por determinar los
posibles efectos subclinicos del consumo de pequeias cantidades de alcaloides a largo
plazo en el ganado.

EFECTOS DE LOS ENDOFITOS SOBRE LOS ANIMALES

Los Acremonium sintetizan unos alcaloides toxicos para los animales en particu-
lar para los mamiferos. A. coenophialum sintetiza el alcaloide ergovalina que se encuen-
tra en las semillas, tallos, vainas y limbos de las hojas. El contenido en alcaloides
aumenta con la edad de las plantas y con la elevacién de la temperatura. El alcaloide
produce en el ganado una serie de problemas conocidos en Estados Unidos como *‘sum-
mer syndrome” en verano y “fescue foot” en invierno (Lyons ef al., 1986). Los princi-
pales sintomas son: una disminucién en la hormona prolactina, baja ingestién de forra-
je, temperatura corporal elevada, pelo dspero, jadeos y excesiva salivacion, permanen-
cia de los animales a la sombra y en zonas con agua (Figura 3). La festuca se utiliza
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FIGURA 3.

En varios experimentos en Estados Unidos se observa una disminucion de las ganan-
cias medias diarias en novillas de carne en pastoreo con el nivel de infestacion de
endofito en los pastos (parte alta del grafico). El ganado vacuno de carne pastando
pastos muy infestados muestra unas tasas de concepciéon mas bajas (parte media) y
la produccién de leche tanto en vacas de carne como de leche, alimentadas de festu-
ca (parte baja) se reduce mucho en presencia de la infeccion con endofitos.
Experiments in U.S.A. have measured the average daily weight gain of becef steers in
pastures that had low or high levels of endophyte infestation, and found that weight
gains were significantly depressed by endophyte infection. Results from an experiment
are shown in the top of the figure. Beef cows grazing highly infected pastures are
likely to have lower pregnancy rates (middle), and the daily milk production of both
beef and dairy cows fed on tall fescue (bottom) is greatly reduced in the presence of
endophyte infection.
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Fuente: Stuedemman y Hoveland, 1988; Gay et al., 1988

poco en Estados Unidos por los ganaderos de leche debido a que la presencia de los
endofitos reduce la produccién de leche (Hemken et al., 1979).

En el caso del raigras inglés, A. lolii produce los lolitrenos y en particular el loli-
treno B, alcaloide complejo de accién neurotéxica, ademas de las sustancias producidas
por A. coenophialum en la festuca.

Las ovejas que pastan praderas de raigras E+ sufren el sindrome denominado
“ryegrass staggers”, caracterizado por una funcién neuromuscular reducida, temblores
en el cuello y miembros, ganancias de peso reducidas y niveles de la hormona prolacti-
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na bajos (Fletcher y Harvey, 1981). Esto produce perjuicios para el desplazamiento de
los rebafios en zonas montafiosas, debido a las caidas a veces mortales de los animales.
Las gananéias, de pesb de las ovejas q\ie pastan raigrds inglés E+ se reducen mds en el
comienzo del verano.y menos durante el comienzo de la primavera o al final del vera-
no- (Fletcher y Barrell, 1984). La reducci6n de la productividad de los rebafios es pro-
porcional al porcentaje de infeccién de las gramineas.
El i'mpa‘c'tordel problema de los endofitos sobre los animales parece mucho menor
“en Nuev,a Zelanda, sobre los paéto.s de raigrds inglés, que en Estados Unidos, sobre la
festuca alta. El sindrome “ryegrass staggers” puede ser serio en pastos con dominancia
de raigras (Keogh, 1986). Los pastos de Nueva Zelanda contienen raigrds inglés y tré-
bol blanco (Daley, 1990). Por el contrario, la presencia de leguminosas es escasa en los
pastos de festuca alta de Estados Unidos, y la mayoria de los agricultores prefieren uti-
lizar praderas de gramineas solamente con abonado nitrogenado (Hoveland, 1989). De
esta rnanera el poder tamp6n de las leguminosas no puede contrarrestar el efecto del
endofito en los pastos de festuca alta de Estados Unidos (Figura 4).

FIGURA 4.

La siembra de tréboles con la festuca o el raigras puede reducir los efectos
toxicos de los endofitos.
Planting clovers with tall fescue or perennial ryegrass can reduce the toxic
effects of the endophytes.

5 R

Foto: José Alberto Oliveira
EFECTOS DE LOS ENDOFITOS EN EL CRECIMIENTO DE LAS GRAMINEAS

" La influencia de los Acremonium en el crecimiento de las gramineas comienza en
la germinacién. Pinkerton et al., (1990) observaron una germinacién significativamen-
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te mas alta en plantas E+ que en plantas E-, en 5 de 10 genotipos evaluados y una reduc-
cién significativa en la germinacién en sélo un genotipo debido a la presencia de los
endofitos.

Las dificultades de establecimiento debido a una germinacion baja de la semilla
E- pueden resultar en un incremento de la competencia por parte de malas hierbas y en
una mala cubierta vegetal (Joost, 1994).

Algunos autores han atribuido diferencias en la cobertura vegetal a un incremen-
to en el ahijamiento de las plantas E+ en relacién con plantas E-. Clay (1987) observé
un ahijamiento significativamente mayor en raigras inglés E+ durante las 10 primeras
semanas de crecimiento que en plantas E-, notando también una reduccion en el niime-
ro de tallos supervivientes en plantas E- durante las primeras 14 semanas de crecimien-
to con relacion a plantas E+.

El ahijamiento en las gramineas esta controlado por fitohormonas del tipo del
acido indolacético (IAA). DeBattista et al., (1990a) detectaron una produccién de IAA
en cultivos in vitro de dos genotipos de Acremonium aislados de la festuca alta. Las dife-
rencias en produccién de fitohormonas entre endofitos aislados pueden ser la causa de
las diferencias en el ahijamiento entre genotipos de gramineas E+.

Ademas del ahijamiento puede aumentar el crecimiento de los tallos por la pre-
sencia de los endofitos. La produccién de materia seca, biomasa radicular y produccion
de tallos por planta se aumentaron por la presencia de los endofitos comparado con
plantas E- en un estudio de invernadero en Georgia (DeBattista et al., 1990b).

Un mejor crecimiento y ahijamiento de plantulas E+ en relacién con plantulas E-
implica una mayor capacidad de competencia de las plantas E+. Esto puede traer como
consecuencia el paso de una situacién de poca infestacion a un predominio casi com-
pleto de plantas E+ en una pradera, ya que las plantas E- sucumbirian a los estreses
ambientales (Clay, 1993).

La mayor capacidad competitiva de las plantas E+ puede ser importante en el esta-
blecimiento de praderas mixtas con tréboles asi como en la competencia con malas hier-
bas. En Nueva Zelanda se ha observado que el raigras inglés E+ reduce la superviven-
cia del trébol blanco con relacién a praderas con raigras inglés E- (Sutherland y
Hoglund, 1990). Un estudio posterior en laboratorio mostré que la reduccion en la
supervivencia de los tréboles fue debida a la competencia por la luz, agua y nutrientes
y no a un efecto alelopatico de ciertos exudados del raigras sobre la germinacién o el
crecimiento (Prestidge et al., 1992).

La mayor capacidad de competencia de las plantas E+ puede resultar también de
una mayor capacidad de las plantas E+ a sobrevivir en condiciones ambientales adversas.
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La infeccién con endofitos parece mejorar la capacidad de la festuca a sobrevivir
a condiciones ambientales adversas. No hubo diferencias en la supervivencia de una
pradera entre plantas E+ y E- en una localidad templada del Norte de Georgia, mientras
en las partes Central y Sur sobre suelos arenosos con una capacidad de almacenamien-
to de agua baja, las plantas E+ mostraron una supervivencia de tallos un 80% mayor que
las plantas E- (Bouton ¢r al., 1993). Este mismo resultado se observé en Luisiana, en un
ensayo en que se evaluo el efecto de la presencia de los endofitos sobre la persistencia
de 5 cultivares de festuca alta (Joost, 1995).

Latch er al., (1985) en un ensayo indicaron un crecimiento mayor en raigrés inglés
E+ respecto al mismo raigras E-. Read y Camp (1986) también encontraron una mayor
produccién de forraje en pastos de festuca E+ respecto a los mismos pastos E-, sin
embargo Siegel et al. (1984) indicaron que los rendimientos en heno y semilla de la fes-
tuca alta son independientes de los niveles de infeccién de los endofitos.

TOLERANCIA A ESTRESES BIOTICOS

El descubrimiento de la destruccién preferencial de las praderas de raigrés sin
endofitos por el coledptero “Argentine stem weevil” (Listronotus bonariensis) en Nueva
Zelanda fue la primera referencia de una resistencia a una plaga inducida por los endo-
fitos (Prestidge ef al., 1982). Estudios posteriores indicaron que hay una relacién inver-
sa entre el nivel de infestacién en raigras y la supervivencia de las larvas del coleépte-
ro. Cuanta mayor sea la reduccién en el nimero de larvas en respuesta a la infestacién
por los endofitos, mayor es la supervivencia de los tallos en el raigras (Barker ef al.,
1986).

La tipula (Tipula oleracea) es una plaga importante de las praderas en el Norte de
Europa y en Espaa, necesitando en muchas ocasiones la utilizacién de insecticidas para
su control. De momento no se ha encontrado ninguna referencia bibliografica sobre el
efecto que pudieran tener los endofitos sobre las tipulas.

El aumento de la resistencia a las enfermedades mediante los endofitos es un
nuevo campo de investigacién. Los pulgones que atacan a la festuca son los vectores
primarios del virus del enanismo amarillo de la cebada (BYDV). Mahmood et al.,
(1993) demostraron que las plantas E+ tenian la mitad de probabilidades de ser infecta-
das por este virus transmitido por el pulgén Rhopalosiphum padi.

Entre las enfermedades foliares que afectan al raigrds inglés, la roya coronada
(Puccinia coronata) y el oidio (Erysiphe graminis) son dos de las mas importantes. Se

han hecho muchos esfuerzos para crear variedades resistentes a estas enfermedades con
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algun éxito, pero el desarrollo de nuevas razas de estos hongos por mutacién hace difi-
cil el incorporar una resistencia genética eficaz en los cultivares. Welty et al., (1991)
identificaron como resistentes una mayor proporcion de plantulas E+ del cultivar de fes-
tuca “Kentucky 317 inoculadas con la roya, que de plantas E-; sin embargo, se identifi-
caron como susceptibles un nimero similar de plantas con y sin endofitos. Esto condu-
ce a la conclusidn que los endofitos no afectan a la susceptibilidad de la planta a la roya.
Roberts et al., (1992) indicaron que el aumento de la resistencia a enfermedades por los
endofitos puede ser debido a proteinas del tipo quitinasas, que estan asociadas con reac-
ciones de defensa de las plantas a las enfermedades.

Pedersen et al., (1988) encontraron que plantas de festuca con endofitos mostra-
ron una mayor resistencia a los nematodos. Gwinn y Bernard (1993) creen que esto
puede ser debido a que los endofitos pueden estimular un engrosamiento de las paredes
celulares interiores de las raices de las plantas E+, resultando en una pérdida de la capa-
cidad de los nematodos jovenes para identificar los lugares donde empiezan su ataque.
El efecto de la infeccién por endofitos sobre los nematodos en raigras inglés varié con
las localidades en estudios realizados en Gran Bretana (Cook et al., 1991).

El pastoreo representa otro estrés bidtico que puede afectar a Ia persistencia de las
plantas. Asi por ejemplo, la ingestion de materia seca por ganado pastando festuca E+
fue de un 24 a un 44% menor que en ganado pastando festuca E- (Stuedemann et al.,
1989). Gran parte de estas diferencias se pueden deber a la reduccién de la actividad del
pastoreo durante el dia debido al efecto de la toxicidad de la festuca sobre la tolerancia
al calor en los animales pastando (Howard er al., 1992). Ademas de la reduccién en la
presion de pastoreo sobre las plantas E+, los cambios morfoldgicos en las plantas de fes-
tuca ocasionados por los endofitos pueden proteger las plantas E+ del sobrepastoreo.
Hill er al., (1990) notaron que las coronas de las plantas E+ en el invernadero estaban
enterradas en media unos 9 mm mas profundas en el suelo que en el caso de plantas sin
endofitos.

TOLERANCIA A ESTRESES ABIOTICOS

El calor y la sequia son condiciones que se dan en una gran superficie de Europa
y el estrés hidrico limita severamente la utilizacién de las gramineas. En trabajos reali-
zados por Ravel et al., (1995) se observé que existia una influencia positiva de ciertas
cepas de Acremonium lolii en la produccién de materia seca a medida que la pradera se
va haciendo mas vieja en ciertas zonas con estrés hidrico en Francia. Resultados simi-

lares se encontraron en Galicia (Oliveira et al., 1996). Trabajos realizados en Estados
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Unidos han mostrado que los endofitos mejoran la tolerancia a la sequia en festuca
(West, 1994). La tolerancia a la sequia causada por los endofitos parece deberse a la
combinacién de varios mecanismos fisiolégicos. Los endofitos Acremonium influyen
tanto en la tolerancia a la sequia como en el evitamiento de la sequia (Figura 5).

FIGURA 5

En invernadero, planta de festuca alta infectada con una cepa de endofito mues-
tra una buena tolerancia a la sequia (izquierda). La planta sin endofito (derecha)
tiene problemas para sobrevivir a la sequia.

Under greenhouse conditions, an endophyte-infected tall fescue plant
exhibiting good drought tolerance (left). An uninfected plant (right) has trouble
surviving the stress of drought.

Foto: José Alberto Oliveira

Cualquier cambio morfolégico que resulte en una reduccién de la pérdida de agua
debida a la evapotranspiracion puede aumentar la supervivencia de las plantas durante
el estrés hidrico. El cierre estomatico, el enrollamiento de las hojas, la fnodificacién del
crecimiento de las raices, la senescencia foliar, el engrosamiento de las hojas y de las
superficie foliar pueden reducir la pérdida de agua. Arechavaleta et al., (1989) observa-
ron mas enrollamiento de hojas en respuesta a la sequia y un engrosamiento de las hojas
en plantas E+ que en plantas E—. Belesky et al., (1989) también resefiaron una mayor
senescencia foliar y una reduccién en la tasa de expansion foliar en respuesta al estrés
hidrico en festucas E+. A

~ El cierre estomético es la respuesta mds comun de las plantas para conservar el
agua. El 4cido abscisico juega un papel regulador en la funcién estomadtica y se ha
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encontrado un incremento en concentracion cuando aumenta el estrés hidrico (Lachno
y Baker, 1986). Investigaciones recientes realizadas en invernadero muestran un incre-
mento en la concentraciéon de 4cido abscisico en hojas de festuca E+ en respuesta a la
sequia (Joost, 1995).

Belesky et al., (1987) demostraron en plantas de festuca E+ una mayor resisten-
cia al estrés hidrico, como resultado del cierre estomaético, con una disminucion en la
tasa fotosintética respecto a plantas E-. Otros autores han encontrado respuestas varia-
bles de la funcién estomatica a la sequia con relacién a la presencia o ausencia de endo-
fitos (Richardson et al., 1993).

Aunque la conservacion de la humedad a través de los mecanismos descritos per-
mite la supervivencia de las plantas a un estrés hidrico corto, para aumentar la supervi-
vencia en un estrés mas largo, se deben proteger los meristemos de la desecacion. El
mantenimiento de la turgencia de las células en las regiones meristematicas permite el
rebrote cuando vuelva la humedad después de un estrés hidrico. El ajustamiento osmé-
tico se refiere a una acumulacién de solutos resultando en una disminucién del poten-
cial osmético de los tejidos afectados. La reduccién del potencial osmético resulta en el
mantenimiento de la turgencia en los tejidos circundantes.

Elmi er al., (1989) indicaron que las plantas E+ exhibieron un mayor grado de
ajustamiento osmotico en las laminas foliares y las bases de los tallos que las plantas E-
de festuca en respuesta a la sequia. Posteriormente, West et al., (1990) indicaron que el
mayor nivel de ajustamiento osmético ocurre en el meristemo basal de la festuca E+.
Otros autores han encontrado varios productos del metabolismo de los endofitos, parti-
cularmente arabitol y manitol en vainas foliares de plantas de festuca E+ estresadas, que
podrian considerarse como potencialmente osmoéticos (Richardson et al., 1992)

Existen resultados que muestran que la presencia de los endofitos incrementa la
capacidad de competir de las gramineas en condiciones de bajo contenido en nitrégeno
en el suelo (Lyons et al., 1990). Sin embargo, como las limitaciones en nitrégeno coin-
ciden siempre con las limitaciones en agua, los beneficios generales de los endofitos en
condiciones de estrés son dificiles de imputar a un factor determinado. La acidez del
suelo es otro factor abidtico que puede influir en la respuesta de plantas E+ y E-.
Cheplick (1993) sefialé que plantas de festuca E+ tuvieron una productividad més baja
que plantas E-, en condiciones de suelos acidos. Tasas de crecimiento bajas pueden dar
a un organismo una ventaja competitiva en condiciones de bajo contenido en nutrientes
(Grime y Hunt, 1975). Las plantas que mantienen un crecimiento activo en condiciones
de nutrientes limitadas (como por ejemplo plantas E- en suelos dcidos) es probable que
sean mas pastadas que las plantas E+ que crecen menos.
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CONSIDERACIONES ACERCA DE LOS ENDOFITOS EN LA CREACION DE
VARIEDADES PRATENSES

" El primer paso, en todo programa de mejora genética es el acopio de recursos
genéticos. Una coleccién con una base genética amplia es lo més deseable si se quiere
obtener un progreso genético importante con la seleccion.

Una vez recopilado el material genético, es importante comprobar si existen endo-
fitos en la semilla. Para ello se utiliza un método de deteccién microscépico mediante
la coloracion con azul de anilina (Latch er al., 1987). De esta manera se obtiene el por-
centaje de infeccion de los hongos, pero no su viabilidad, pues los hongos pueden estar
presentes en la semilla, pero estar muertos. Si se quiere determinar la viabilidad de los
hongos es necesario realizar el andlisis microscépico en las vainas de las plantulas pro-
cedentes de semillas infectadas por los hongos (Latch et al., 1987). Una vez identifica-
dos se debe tomar la decision de eliminarlos o conservarlos. Los mejoradores de céspe-
des pueden querer desarrollar cultivares con endofitos para conferir una mayor toleran-
cia a ciertas plagas de insectos, mejor persistencia y resistencia a invasion de malas hier-
bas (Hurley ef al., 1984) y estreses ambientales (Funk ef al., 1985).

En el caso de la mejora genética forrajera, la situacién es diferente segin las zonas.
En Estados Unidos y Nueva Zelanda, la eliminacién de los endofitos permite a los mejo-
radores desarrollar programas de mejora que no tengan en cuenta los efectos téxicos de
los hongos en los animales. Los objetivos en sus programas de mejora incluyen el incre-
mento del rendimiento en materia seca y semilla, la digestibilidad, la tolerancia a estre-
ses y una mejor asimilacién de minerales y eficiencia fisiol6gica (Sleper, 1985).

En cambio en estas zonas se produce una disminucién en el valor agronémico de
los cultivares por la eliminacién de los hongos, debido a una mayor sensibilidad a enfer-
medades y plagas y pérdida de persistencia en pastoreo. Parece que estos efectos nega-
tivos son mas patentes en zonas marginales con estreses ambientales.

Los mejoradores que estén seleccionando para altos rendimientos o mejores
eficiencias fisioldgicas deben considerar que estos caracteres pueden estar influidos por
la presencia de los endofitos en algunas especies.

Existen, por tanto, dos posibilidades para la creacién de nuevas variedades, una de
ellas es la obtencion de variedades con endofitos para aprovechar sus efectos positivos
sobre las plantas, pero siempre que no tengan efectos negativos sobre los animales. En
este caso, debido a que los endofitos se mueren en la semilla conservada a temperatura
ambiente durante 7-10 meses. serfa necesario utilizar procedimientos complementarios
de conservacién como la utilizacién de camaras frigorificas. Otra posibilidad seria la
creacion de variedades sin endofitos sobre todo en zonas en las que no haya mucho
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estrés hidrico o de presencia de plagas y enfermedades. En este caso seria necesario rea-
lizar una mejora genética de los caracteres sobre los que influyen favorablemente los
endofitos, como son el mayor crecimiento, la persistencia en condiciones de pastoreo,
la tolerancia a estreses bidticos y abidticos etc. Esto tendra la ventaja de no preocupar-
se por la conservacion de los endofitos en la semilla comercial, ya que esto implicaria
costes de conservacion mediante la compra de cdmaras frigorificas que mantuvieran la
viabilidad de los hongos en la semilla. Ademas si se quiere exportar semtilla comercial
de variedades de festuca o de raigras inglés a Estados Unidos, Australia o Nueva
Zelanda puede ser obligatorio el indicar si esa semilla tiene o no endofitos y si los con-
tiene el porcentaje de endofitos viables o total (no especificando si estan vivos o no).

Una buena alternativa para eliminar los hongos de las semillas es mediante la con-
servacion a largo plazo y tratamientos cortos con calor. Siegel er al., (1984) demostraron
que los hongos dejas de ser viables tras 7 a 10 meses de conservacién a 21°C. También
los tratamientos con calor a 57°C durante 40 minutos o de 49°C durante 7 dias eliminan
los endofitos en festuca. Rolston et al., (1993) eliminaron los endofitos de la semilla del
raigras inglés tras 3 semanas de almacenamiento a 37°C y 70% de humedad relativa.

Si se desearan incorporar los endofitos a un material genético interesante habria
que cruzarlo con las plantas que contienen los endofitos, toméandolas como hembras y
recogiendo la semilla sobre las plantas E+ ya que los endofitos se transmiten por semi-
lla (Neil, 1941). También se pueden infectar artificialmente plantas de festuca y de rai-
gras con cepas de endofitos (Latch y Christensen, 1985).

PRIMEROS RESULTADOS EN GALICIA

Los efectos de los hongos endofitos en el raigrds inglés se evaluaron en plantas
aisladas y en microparcelas establecidas en dos localidades de Galicia: Mabegondo (La
Coruna) y Puebla de Brollén (Lugo). Puebla de Brollon es una localidad interior situa-
da a 400 m de altitud y que presenta un déficit hidrico acusado en el verano. Mabegondo
es una localidad costera a 100 m de altitud y con unas buenas condiciones para el cre-
cimiento del raigras. Se evaluaron 56 familias de raigrds inglés de espigado tardio
(fecha de espigado a finales de mayo), de las cuales 28 estaban infectadas con hongos
endofitos (E+). Cada familia procedia de una planta obtenida por cruzamiento entre
plantas de varios lugares de Galicia, después de haber seleccionado las mejores
(Oliveira y Charmet, 1988). En el campo de plantas aisladas, las familias se plantaron
a 50 cm en un disefio en bloques con dos repeticiones, conteniendo cada repeticion 10
plantas de cada familia a 50 cm de separacién. En cada planta se evalud la resistencia a
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las royas de otofio el segundo afo después del de la siembra y se clasificaron en una
escala de uno (tolerante) a nueve (susceptible). En las microparcelas (1 m?) se evalud la
produccién de materia seca de cada familia en un disefio en bloques con tres repeticio-
nes. En dos cortes de las mismas, uno en Junio del segundo afio y otro en Julio del ter-
cer afio se evalud la calidad nutritiva del forraje, es decir el contenido en proteina bruta,
la digestibilidad de la materia organica, el contenido en fibra acido detergente y los car-
bohidratos solubles. En el otofio del tercer afio se analizé el contenido en ergovalina en
una repeticiéon de Mabegondo. que se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (Rotthingaus et al., 1991). La persistencia de las plantas de cada familia se
evalud en las microparcelas con una escala de uno (poca persistencia) a nueve (muy per-
sistente) en la primavera del cuarto afio siguiente al de la siembra. Los hongos se detec-
taron extrayendo tiras epidérmicas de la superficie interior de las vainas foliares y tifién-
dolas con azul de anilina (Latch et al., 1984). Se examinaron cinco plantas por familia
y cuatro tallos por planta en cada localidad. Solamente se consideraron como no infec-
tadas (E-) las familias en las que nunca se detectd la presencia de hongos.

Como principales resultados se pueden destacar los siguientes: 1) no se encontra-
ron diferencias significativas entre las familias E+ y E- en el caso de la tolerancia a las
royas; 2) se detecté un efecto positivo de la presencia de los endofitos en el rendimien-
to del tercer afo de ensayo en Puebla de Brollén, pero no en la persistencia (Tabla 1); 3)
no se encontraron diferencias significativas en la calidad nutritiva entre las familias E+
y las familias E- en los dos cortes realizados. 4). Las concentraciones de ergovalina obte-
nidas en las 28 familias E+ estuvieron en el intervalo 0 a 551.70 microgramos * kg’
materia seca. En la mitad de las familias sélo aparecieron trazas (<100 microgramos
* kg' materia seca), mientras que el resto tuvieron valores superiores a 100 microgra-
mos * kg' materia seca.

La mayor produccion total de materia seca en Puebla de Brollén en el tercer afio
de ensayo podria deberse a una mayor tolerancia a la sequia de las familias con endofi-
to. Resultados similares se encontraron en Francia por Ravel er al., (1995) en un ensa-
yo con familias de raigrds inglés en varias localidades.

La presencia de los endofitos no parece tener efectos sobre la calidad nutritiva del
raigras inglés, como ocurre en otros estudios realizados en Estados Unidos sobre festu-
ca. El contenido medio de ergovalina observado en Galicia no es lo suficientemente alto
como para producir problemas en el ganado. si consideramos el nivel de 50 microgra-
mos * kg materia seca dado por Cornell et al., (1990) para signos de toxicosis en gana-
do estresado por el calor. Sin embargo, es necesario hacer notar que el contenido en
ergovalina es mayor a medida que la temperatura aumenta, con lo cual es probable que
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TABLA 1.

Efecto de la presencia de los endofitos (E- o E+) en la produccién de materia seca
anual (Total, t MS / ha), resistencia a enfermedades (Eo, 1 poca, 9 alta) y
persistencia (Per, 1 poca, 9 mucha) en 56 familias de raigras inglés.

Effects of endophyte infection (E- or E+) on herbage yields (Total, t DM | ha), autumn
crown rust susceptibility (Eo 1 low, 9 high) and persistence scores (Per 1 poor,

9 very good) in 56 families of perennial ryegrass.

Mabegondo Puebla de Broll6n
E- E+ E- E+
1993
Total 14,71 14,30 11,53 11,37
1994
Total 5,91 6,12 8,62 8,66
Eo 4,32 4,18 2,04 1,87
1995
Total 13,21 13,05 8,69 9,15*
1996
Per 52 5,6 49 49
* Diferencias significativas entre medias al nivel p <0.05.
* Significant ditferences between means at p < 0.05.
Fuente: Oliveira et al. (1996).
Source: Oliveira et al. (1996).

dicho contenido seria mayor si el muestreo se hubiese realizado al final de la primave-
ra o en el verano. A pesar de los valores altos de ergovalina en algunas de las familias
de raigras inglés, hasta ahora no se tiene constancia de efectos negativos de este alca-
loide en el ganado vacuno gallego, probablemente a causa del tipo de praderas utiliza-
das, a menudo mezclas de gramineas y leguminosas y con un manejo intensivo que no
permite la resiembra. Por otra parte, el ganado siempre recibe un complemento nutri-
cional en invierno y verano, lo que diluye el posible efecto negativo de los alcaloides.
Sin embargo estan atin por determinar los posibles efectos subclinicos del consumo de
pequeilas cantidades de ergovalina a largo plazo en el ganado vacuno.

Como se deduce de los resultados parece que puede haber una cierta influencia de
los endofitos en la produccién de materia seca a medida que la pradera va siendo mas
vieja y en condiciones de estrés hidrico. Seria necesario confirmarlo mediante estudios
posteriores con genotipos de raigrds E+ y E-. Como sugieren Lewis y Clements (1990),
algunas cepas de endofitos pueden aumentar la productividad de sus plantas hospeda-
doras mientras otras pueden ser perjudiciales. Quizas la seleccion de cepas de endofitos
pudiera mejorar la produccién y la persistencia del raigras inglés en zonas con estrés
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hidrico de Galicia, siempre teniendo en cuenta el efecto de su contenido en alcaloides
en las producciones ganaderas.

IMPLICACIONES

El descubrimiento de la asociacién endofitos-gramineas y sus relaciones con las
producciones animales ha provocado un gran trabajo de investigacion durante estos ulti-
mos afios en Estados Unidos y Nueva Zelanda. El descubrimiento de endofitos asocia-
dos al raigras inglés que no producen o producen muy poco lolitreno B por parte de
investigadores neozelandeses y que result6 en la obtencién de un nuevo endofito que se
comercializa desde 1992 en Nueva Zelanda con la marca “Endosafe”, es un resultado de
estos trabajos. Los efectos de estos endofitos en las gramineas, en las producciones
ganaderas, y sus implicaciones ecoldgicas son muy poco conocidas en Europa y en par-
ticular en Espafa. En el Sur de Europa las sequias de verano son frecuentes y suponen
una gran limitacién al crecimiento de los forrajes. La introduccién de nuevas variedades
con endofitos, con una mayor tolerancia a la sequia y sin causar problemas a los anima-
les, ayudaria a ampliar hacia el Sur el limite del cultivo del raigras inglés. Si se confir-
masen los efectos positivos de estos endofitos en Espafia, su explotacion en nuevas
variedades supondria una mejora en la eficiencia de la produccion forrajera, en particu-
lar en sistemas de bajos insumos, promovidos por la actual Politica Agraria Comunitaria.
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NEW TENDENCES IN GRASS BREEDING: THE ENDOPHYTES
SUMMARY

Although the endophytes of grasses have been known since the 1930s, their eco-
nomic importance was not recognized until an association was made in the late 1970s
between Acremonium coenophialum Morgan-Jones and Gams and a toxicity syndrome
in livestock consuming tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.). Cattle and horses
consuming endophyte-infected tall fescue have reduced growth, rate of conception,
milk production and tolerance to heat. Moreover, sheep consuming perennial ryegrass
(Lolium perenne L.) infected with the endophyte Acremonium lolii Latch, Christensen
and Samuels are afflicted with a staggers syndrome, resulting in reduced weight gain.
The mutualistic symbiosis of the endophyte and the grass confers a number of benefits
on the host plant such as insect and nematode resistance, drought tolerance, and impro-
ved competition with other plant species. Endophyte infection of turf grasses confers
improved growth and resistance to environmental stresses. In contrast, the use of
endophyte-free grass cultivars for improved animal performance results in plants less
tolerant of pests, drought and overgrazing. In Europe, the infection in perennial ryegrass
and tall fescue is very spread in old meadows, but since there has been no positive selec-
tion for endophyte presence in plant breeding, European cultivars of perennial ryegrass
have infection at low or zero levels. Research into the possibility of using this associa-
tion for improving the tolerance to biotic and abiotic stresses in European cultivars of
perennial ryegrass are currently underway.

Key words: Forage grasses, endophyte fungis, biotic stresses, abiotic stresses, plant
breeding, Acremonium spp.



