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El objetivo del trabajo fue evaluar el porcentaje de infeccién del enddfito Neotyphodium coenophialum en semillas
comerciales de festuca alta en la region Pampeana Argentina durante la campafia 2007-2008. Se analizaron 45
muestras de semillas comerciales de festuca. De cada muestra, al menos 100 semillas fueron analizadas
individualmente por coloracién directa y observacion microscopica para detectar el endéfito. El porcentaje de muestras
con infeccion inferior o igual al 5% fue de 87%, significativamente superior al valor reportado en afio 2000 de 68%
(p=0,001). Se aporté un dato mas a favor de la tendencia de comercializar semillas de festuca alta que cumplan con la
reglamentacion vigente.
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The aim was to assess the percentage of Neotyphodium coenophialum infection of commercial seeds of tall fescue in the
Argentinean Pampas during 2007/08. Forty-five samples of fescue seeds were analyzed. Of each sample, unless 100
seeds/sample were both stained and observed by microscope to detect the endophyte. The value of 87% of seed
samples, which the infection did not exceed the 5%, was significantly higher than the reported value in 2000 of 68%
(p=0,001). Data in favor of the trend of tall fescue seed market in line with current regulations was provided.
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Delgado et al (2013)
INTRODUCCION

La asociacion del hongo enddfito presente en las
pasturas de festuca alta, Festuca arundinacea Schreb.,
(=Schedonorus  arundinaceus (Schreb.) Dumort),
responsable de la toxicidad para el ganado en pastoreo,
ha significado un cambio drastico en la produccion
agricola-ganadera mundial (Bacon et al., 1977; Fletcher
& Harvey, 1981). Desde su descubrimiento se ha
incrementado el interés por conocer la relacion
endofito-pasto, que ha sido registrada en mas de 200
especies de gramineas, centrandose el estudio en los
pastos de valor forrajero (White, 1987; Bacon & De
Battista, 1991; De Battista et al., 1997; Colabelli &
Torres, 2008). Los enddfitos del género Neotyphodium
Glenn, Bacon & Hanlin (Glenn et al., 1996), que se
identifican por presentar hifas conspicuas que rara vez
se ramifican (Siegel et al.,, 1987), son los mas
estudiados debido a que infectan forrajeras de
importancia econdémica como festuca alta, raigras
perenne (Lolium perenne L.) y raigras anual (Lolium
multifforum Lam.). La festuca alta mantiene una
asociacion simbidtica mutualista con el hongo
Neotyphodium coenophialum (Morgan-Jones & Gams)
Glenn, Bacon & Hanlin. De igual manera, el raigras
perenne es colonizado por N. lolii (Latch, Samuels &
Christensen) Glenn, Bacon & Hanlin y el raigras anual
por N. occultans Moon, Scott & Christensen.

La infeccibn de enddfitos de este género es
asintomatica, se desarrolla intercelularmente en
vastagos, en inflorescencias y en semillas de la planta
huésped y solo se propaga via semillas infectadas
(Clay & Schardl, 2002). La planta infectada tiene
ventajas competitivas sobre la planta no infectada, bajo
condiciones edaficas limitantes (Malinowski & Belesky,
2000). También se ha observado mayor macollaje y
produccién de semillas (Rice et al., 1990; De Battista et
al., 2006) y tolerancia a estrés bidtico y abidtico en las
plantas infectadas respecto a las no infectadas, lo que
favorece la persistencia de ellas (Cheplick & Clay,
1988; Malinowski et al., 1998; Schmid & Christensen,
1999; Vila Aiub et al., 2005; Assuero et al., 2006). A
pesar de esos rasgos positivos de la asociacion, las
diferentes especies de enddfito sintetizan alcaloides en
diferentes niveles y combinaciones. En plantas de
festuca alta infectadas se acumulan, en mayor nivel
lolinas, luego ergoalcaloides, y peramina. En plantas de
raigras perenne se acumulan en mayor medida
peramina en relacién con ergoalcaloides y lolitremos
(Bush et al., 1997). TePaske et al.,, (1993) han
detectado la presencia de lolinas en plantas de raigras
anual infectadas con enddfito. Los ergoalcaloides, como
la ergovalina que se asocia con la "festucosis", son los
responsables de la toxicidad en el ganado produciendo
pérdidas en la ganancia de peso, elevacion de la
temperatura corporal, vasoconstricciones, pérdidas
reproductivas y en produccion de leche. Los lolitremos
acumulados en raigras perenne son los causantes del
"temblequeo del raigras" en el ganado. Tanto la
peramina como las lolinas tienen su mayor efecto en la
defensa de la planta contra los insectos (Bush et al.,
1997). Se ha demostrado que N. coenophialum inicia la
sintesis de alcaloides ante sefales quimicas que emite
la festuca luego de un dafio, aun cuando éste sea muy
pequefio como ser una picadura de pulgon. La
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estrategia de la planta estaria asociada a destinar
compuestos nitrogenados al enddfito no solo para la
defensa de ambos individuos sino también para
mantener un bajo porcentaje de nitrégeno en hojas lo
que las haria menos palatable para el ganado (Sullivan
et al., 2007).

La importancia agro-econémica de la infeccion de
endofitos del género Neotyphodium
esta relacionada con la distribucidon y el uso de los
pastos de alto valor forrajero que se cultivan en
Argentina. Se han realizado estudios sobre la calidad
comercial de las semillas de festuca alta ofrecidas en el
mercado y uno de sus enfoques ha sido la incidencia de
enddfito. Entre los afios 1986 y 1988, para la zona del
norte de Buenos Aires, mas del 60 % de los lotes de
semillas estaban fuera de condicién para ser
comercializados y la principal limitante era la infeccion
con enddfito (Bazzigalupi et al., 1993). A causa del
efecto perjudicial de las pasturas de festuca alta
infectadas con enddfito sobre la produccién ganadera,
el Instituto Nacional de Semillas (INASE), en su
Resolucion 067/95 ha establecido niveles de tolerancia
del hongo en semillas de festuca ofrecidas en el
mercado; sélo se aceptan porcentajes de infeccién
inferiores al 5%, y dicha informacién debe acompanar
los rétulos de los lotes comercializados (INASE, 1995).
De Battista et al., (1995) estudiaron la incidencia de N.
coenophialum en la oferta de semilla de festuca alta en
Argentina durante el periodo 1987-1994. Ellos
observaron que en ese periodo hubo una importante
disminucion de muestras de semillas con elevado nivel
de infeccién y a una tasa anual de 4,18 %. El 62% del
total de las muestras analizadas tenian un nivel de
infeccion bajo como para ser usado en la implantacién
de pasturas y que se encontraban por debajo del
umbral de seguridad establecido por INASE para la
comercializacion de festuca alta. Estudios posteriores
mostraron que el porcentaje de muestras con endofito
inferior al 5% de infeccion incrementé a 68% para el
periodo 1995-2000, a una tasa de disminucién de 4,7 %
anual de muestras con altos valores de infeccion (De
Battista et al., 2001). Para el &rea templada humeda, se
desconocen los valores actuales de incidencia de N.
coenophialum en los lotes de semilla comercial de
festuca alta disponibles para la implantacion de
pasturas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
incidencia de N. coenophialum en semillas comerciales
de festuca alta, disponibles en la region Pampeana
durante la campafia agricola 2007-2008.

METODOLOGIA

En el Laboratorio de Analisis de Semillas de la Unidad
Integrada Balcarce (Facultad de Ciencias Agrarias-
UNMdP / EEA INTA Balcarce) fueron analizadas 45
muestras de semillas de 31 cultivares de festuca alta
identificados y 7 cultivares no identificados. Las
muestras fueron proporcionadas por diferentes
entidades publicas y privadas (Tabla 1).

Previo al diagnostico del hongo enddfito, se realizé el
analisis de pureza fisico-botanica; para ello se pesaron
5 g de semillas/muestra, se las pas6 por un soplador y
posteriormente se analizé cada fraccion utilizando un
microscopio estereoscopico (lupa) con aumento 40x.
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Tabla 1. Datos de referencia de los cultivares de festuca alta analizados. Referencias: NZ= Nueva Zelanda; USA=
Estados Unidos; FRA= Francia; SWE= Suecia; ARG=Argentina; s/d= sin dato.

Ne Cultivar Obtentor del cultivar Origen Ne Cultivar Obtentor del cultivar Origen
muestra en INASE muestra en INASE
1 Belfine Semilleria Guasch S.R.L. SWE 24 GFM 10 Gentos S.A. s/d
2 Brava INTA a INTA ARG 25 Grassland Advance a Gentos S.A. Nz
3 Brava INTA b INTA ARG 26 Grassland Advance b Gentos S.A. Nz
4 Carona Semillas Biscayart S.A ARG 27 Grassland Advance ¢ Gentos S.A. Nz
5 Don Armando Romat Armando M. ARG 28 KWS Keops a KWS Argentina S.A. ARG
6 Enforcer KWS Argentina S.A. USA 29 KWS Keops b KWS Argentina S.A. ARG
7 Forager Criadero SPS S.A. USA 30 Martin Il Semillas Biscayart S.A. USA
8 Fawn Criadero SPS S.A. USA 31 Maximize Turf Seed, INC USA
9 Festival Fer Cooperative USA 32 Mylena Societe RAGT FRA
10 Sin identificar s/d s/d 33 Palenque Plus INTA EEA Pergamino ARG
11 Sin identificar s/d s/d 34 Quantum Wrihgtson Seeds LTD. Nz
12 Sin identificar s/d s/d 35 Reina a Enrique O. Ducos e Hijos ARG
13 Sin identificar s/d s/d 36 Reina b Enrique O. Ducos e Hijos ARG
14 Sin identificar s/d s/d 37 Royal Q 100 a Gentos S.A. ARG
15 Sin identificar s/d s/d 38 Royal Q 100 b Gentos S.A. ARG
16 Sin identificar s/d s/d 39 Savory s/d s/d
17 Flecha a Gentos S.A. ARG 40 SJ Pampera Semilleria Jauregui S.R.L. ARG
18 Flecha b Gentos S.A. ARG 41 Taita Gentos S.A. ARG
19 Flexible FCAR  Facultad Cs. As. Rosario ARG 42 Tar hell Turf Seed, INC USA
20 G-501-03 Gentos S.A. s/d 43 Vaquera s/d s/d
21 GDF 23 Gentos S.A. s/d 44 Vegas Semilleria Guasch S.R.L. USA
22 GFAL 40 Gentos S.A. s/d 45 Vulcan Wrihgtson Seeds LTD. NZ
23 GFM 04 Gentos S.A. s/d

Para un confiable diagnéstico de infeccion de enddfito
en cuanto al nimero de semillas a analizar, se
considerd lo propuesto por Peretti (1994) y se tomaron
al menos 100 semillas de cada fraccion de semilla pura
para ser analizadas individualmente a fin de detectar la
presencia del enddfito. El diagnéstico del hongo se
realizd6 mediante el protocolo de Saha et al. (1988), que
consisti6 en sumergir las 100 semillas de festuca
seleccionadas en hidroxido de sodio (Na (OH) al 5%) a
temperatura ambiente por 12 horas; luego se
enjuagaron con agua, se colocaron, cada una, en un
portaobjetos, se separaron las glumelas de cada
antecio maduro y se las tifid (coloracion directa) con
una gota de colorante rosa de bengala durante unos
minutos. Posteriormente se colocé un cubreobjetos y
cada una de las semillas fue observada al microscopio
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Optico con un aumento de 10x, 40x y 400x. Se registré
la presencia o ausencia de hifas del hongo tefidas
entre las células de la capa de aleurona de la cubierta
seminal. Las semillas que contenian el enddfito fueron
diagnosticadas como positivas (E+) y las no infectadas
como negativas (E-).

A través de la metodologia de prueba de hipotesis
sobre la proporcién de una distribucion binomial basada
en la distribucion exacta (Infante Gil & Zarate de Lara,
1990), se probd que la proporcion de muestras con
porcentaje de E+ menor o igual al 5% supera el 68%,
referenciado por De Battista et al. (2001). Se utilizé un
nivel de significancia de 0,05 (a= 0,05). El analisis
estadistico se realizé con el programa R 2.15.1. (R
Core Team, 2012).
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RESULTADOS y DISCUSION

Del andlisis fisico-botanico surgid que 18 muestras
(40%) estaban libres de semillas de otras especies
(Tabla 2). De las 27 muestras que presentaron semillas
extrafias (60%), solamente en 6 de ellas se encontraron
semillas de Lolium spp., aunque en porcentajes bajos
(de 0,2 2 1,3%).

Se detectd a través del microscopio la presencia del
hongo Neotyphodium coenophialum entre las células
con aleurona de las semillas, con hifas de aspecto
sinuoso y ausencia de ramificaciones, como puede

Neotyphodium coenophialum en semillas comerciales de festuca alta

observarse en la Figura 1 en semillas del cultivar
Vaquera.

En base a los rangos de infeccion establecidos por De
Battista et al. (2001), los porcentajes de infeccion con el
enddfito que presentaban las muestras se ubicaron en
los siguientes cinco rangos: 0; 0,1-5; 5,1-20; 20,1-40 y
> 40 % de infeccidon y se establecié la frecuencia de
cada uno de ellos (Figura 2). El porcentaje de muestras
de cultivares de festuca con semillas con infecciéon no
mayor al 5% provenientes de la region pampeana
aumento, pasando de 68% a 87%, siendo este ultimo
registro significativamente superior (p=0,001) al valor
reportado por De Battista et al. (2001).

Tabla 2. Resultado de los analisis de pureza fisico-botanica en las muestras de semillas de festuca alta y diagnéstico de
N. coenophialum en las mismas. Referencias: s/d: sin dato debido a que la muestra de semilla provenia curada lo cual

dificulté la identificacion.

Cultivar Infe(g/:)i(’)n Pureza (%) Mater(i;))lnerte Semilla(so/(()e)xtraﬁas Especies de semillas extrafias
Belfine 1 96 3,1 0,4 Echinochloa crus-galli
Brava INTA 0 04 15 38 Rumex crispus L.; Silybum marianum (L.)
Gaertn.
Brava INTA 0 98 0,5 0,5 Silybum marianum (L.) Gaertn.
Carona 0 95 4.4 0
S T T
Enforcer 0 97 2,5 0,2 Cirsium vulgare (Savi) Airy-Shaw
Forager 0 98 1,4 0,3 Cynara cardunculus L.
Fawn 0 97 1,9 0,5 Silybum marianum (L.) Gaertn.
Festival 0 99 0,9 0
Sin identificar 0 97 2 1 Eragrostis virescens
Sin identificar 0 99 1 0
Sin identificar 0 99 1 0
Sin identificar 0 98 1 1 Eragrostis virescens
Sin identificar 0 97 2 0
Sin identificar 69 08 13 04 Cynara cardu‘nculus L.; Eragrostis
virescens
Sin identificar 2 98 1,6 0
Flecha 0 99 0,9 0
Flecha 0 99 0,4 0,2 s/d
Flexible FCAR 0 93 59 0,3 Cynara Ca"(’ggst‘)'“A?r'gjsﬁgji“m vulgare
G-501-03 0 97 2,3 0,1 s/d
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Tabla 2. Continuacion

Cultivar Infe(((;;:)ién Pureza (%) Mater(i;))lnerte Semilla(s(ygxtraﬁas Especies de semillas extrafias
GDF 23 0 99 0,9 0
GFAL 40 0 97 06 1.9 Cynara cardunc(tjﬂjsé_é;ii:]ybum marianum
GFM 04 1 99 0,5 0
GFM 10 0 98 0.8 07 Eragrostis viresceg;;p-Setaria sp.; Lolium
Grassland Advance 0 98 0,6 0,7 Cynara cardunculus L.
s paanca 1468 o 1 e e Lol s Poriece
Grassland Advance 1 98 1,1 0,3 Silybum magﬁq”&;nxi(é‘éhgafm; Lamium
KWS Keops 0 97 2,9 0
KWS Keops 0 96 3,2 0,2 Tagetes minuta L.
Martin I 0 95 0.9 36 Cynara cardu_nculus L.; Eragrostis
virescens
Maximize 0 98 1,5 0
Mylena 0 98 1,3 0
Palenque Plus 0 97 2,1 0
Quantum 0 98 1,4 0,3 Lolium spp.
Reina 0 98 1,5 0,5 Eragrostis virescens
Reina 0 93 6,1 0,3 Lolium spp.
Royal Q 100 0 99 0,9 0
Royal Q 100 0 99 0,8 0
Savory 0 98 0,4 1,3 Lolium spp.
SJ Pampera 0 97 2,8 0 -
Taita 0 98 1 0
Tar hell 56 99 1 0
Vaquera 38 99 0,3 0,3 Cynara cardunculus L.
Vegas 16 98 1,7 0,2 Lolium spp.

Vulcan 6 98 0,9 0,9 Brassica campestris L.
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Figura 1. A: Hifas del hongo endéfito Neotyphodium
coenophialum. B: Células con aleurona. La foto
corresponde a una semilla del cultivar Vaquera.
Aumento: 400 x.

0,9+

B0
%0,1-5
m5,1-20
820,140

Proporcién de las muestras

>40

=

Nivel de infeccion

Figura 2. Histograma de frecuencia para el nivel de
infeccion (%) con el hongo enddfito Neotyphodium
coenophialum en muestras de festuca alta.

Si se analiza la procedencia de los cultivares, puede
observarse que los de Argentina presentaron nula
infeccion con Neotyphodium coenophialum (Tablas 1y
2). En cambio, no ocurrié lo mismo entre los cultivares
extranjeros y los no identificados.

Desde el punto de vista de la produccidon ganadera,
esto significaria que actualmente se comercializa una
mayor proporcién de semillas libres del hongo, lo que
haria disminuir el potencial nimero de casos de
toxicidad para el ganado en pastoreo. La nula infecciéon
detectada en cultivares argentinos y de origen conocido
probablemente se deba a la Resolucion vigente desde
el afio 1995 sancionada por el INASE, en la cual se
expresa claramente que el porcentaje maximo de
tolerancia de infeccion para semillas de categoria
identificada es del 5%. De lo anterior cabe mencionar
que aquellos lotes de semillas, ya sean argentinas o
extranjeras, que superen dicho valor también pueden
ser comercializados pero con la correspondiente
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aclaracion en el rétulo que indique que estan fuera de
tolerancia.

Las muestras de cultivares de origen extranjero fueron
las que mostraron valores de porcentaje de infeccion
muy variables, aun dentro del mismo cultivar, como por
ejemplo el cultivar Grassland Advance, de origen
neozelandés, del cual se analizaron tres muestras de
diferente procedencia, las que variaron entre 0 y 14%
de infeccion (Tabla 2). Las diferencias entre muestras
del mismo genotipo podrian deberse a que se
multiplicaron en ambientes diferentes. El uso de festuca
infectada con endodfito salvaje (toxico) es muy
recomendable y muy utilizado en Estados Unidos para
situaciones donde el destino de la semilla es el césped.
Es posible que algunos de los cultivares evaluados
sean destinados a céspedes como por ejemplo el
cultivar Tar Hell (56% de infeccion, Tabla 2).

Los siete cultivares sin identificar analizados
presentaron niveles variables de infeccion del endofito
(0-69%). Estos cultivares son parte de la produccion de
semillas no fiscalizadas reportadas por la Camara de
Semiilleristas de la Bolsa de Cereales, que en el 2009
han representado un 20% de la oferta total de semillas
en el mercado (CSBC, 2009).

El problema de toxicidad potencial en una pastura de
festuca alta puede ser evitado con el uso de semilla no
infectada (De Battista, 2005). Las semillas que
presentan altos niveles de infeccion pueden ser usadas
para la siembra de la pastura siempre y cuando se
tomen algunos recaudos para disminuir la viabilidad del
hongo por debajo del umbral establecido. Para ello
existen métodos biolégicos y quimicos. El
almacenamiento de la semilla es un factor muy
importante a tener en cuenta. Para disminuir
significativamente la viabilidad del hongo, sin reducir la
viabilidad de las semillas o hacerlo solo en muy baja
proporcion, se recomienda el almacenamiento por no
mas de un afo, en condiciones de temperatura de 20
°C y alta humedad relativa (75%), o temperatura de 40
°C y 43 % de humedad relativa (Gundel et al., 2009).
Por otra parte, una mala condicién de almacenamiento
como ser la alta temperatura y humedad, la presencia
de enddfitos afecta la calidad de la semilla tanto en su
tasa de germinacién como en el envejecimiento de la
misma (Gundel et al., 2012). Como método quimico de
control, Costa & De Battista (1988) descubrieron que el
uso de un fungicida sistémico (Triadimenol) baja la
viabilidad de las hifas del hongo en las semillas; este
método es eficiente siempre y cuando el nivel de
infeccion sea menor al 70%.

El relevamiento de los niveles de infeccién del hongo
enddfito en semillas para la comercializacion es un
valioso indicador de la calidad de las semillas de esa
especie que se ofrecen al mercado de forrajeras. Por lo
tanto, dicho monitoreo debe seguir haciéndose en el
futuro, no solo en cultivares de festuca alta sino
también en otras especies susceptibles de infeccién
con enddfitos causantes de toxicidad al ganado, como
raigras perenne. En tales estudios seria importante
poder determinar la zona de origen o de multiplicacion
de la semilla que se va a comercializar, a fin de recabar
informacién sobre una posible incidencia diferencial de
los endofitos por region o zona de procedencia. Se
reconoce como importante que los datos de los niveles
de infecciéon deben acoplarse con informacion de lotes,
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procedencia y viabilidad del hongo para poder tomar,
tanto los productores como los profesionales,
decisiones que ayuden a mejorar la eficiencia de
produccion en los sistemas ganaderos.

Si bien el nivel de infeccidon con enddfito, tanto en
incidencia como en viabilidad, es un dato muy
importante como parametro de calidad, no es el Unico
que se debe tener en cuenta cuando se decide comprar
una semilla. Bazzigalupi et al. (2009) mostraron que el
66 % de las semillas de festuca alta ofrecidas en el
mercado para el norte de provincia de Buenos Aires, no
eran aptas para ser comercializadas porque no
cumplian con las normas de calidad establecidas por el
Servicio Nacional de Semillas (SENASE, 1988) de
SENASE. Estos autores mostraron que las semillas de
festuca deben ser analizadas por su poder germinativo,
pureza y nivel de enddfito en el periodo comprendido
entre la compra y el momento previo a la siembra.

CONCLUSIONES

El porcentaje de muestras de festuca alta de la region
Pampeana Argentina, con semillas infectadas con no
mas del cinco por ciento del endéfito, aumento,
pasando en los Ultimos 7 afios de 68% a 87%.

Todos los cultivares de origen argentino conocido
presentaron un nivel de infeccién con enddfito en sus
semillas de 0%, mientras que los cultivares de origen
extranjero o desconocido, mostraron una gran variacion
en el porcentaje de infeccion (0-56%)

Este trabajo aporté como dato relevante que los
controles planteados por el estado a fin de reducir la
comercializacion de simiente infectada con enddfito en
alta proporcién, han sido efectivos, aumentando la
proporcion de lotes comercializables que cumplen con
los requisitos establecidos.
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