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Endofitos fungicos enJuncus imbrica-
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los patrones de colonizacion
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Resumen  Se describen los patrones de colonizacion de las especies endofiticas mas fre-
cuentes en hojas y tallos de Juncus imbricatus var chamissonis (perenne), utili-
zando microscopia optica, previa clarificacion y tincion del material vegetal. La
especie fungica mas frecuente fue Pleospora aff togwotiensis. Este endofito ini-
cialmente ocupa la camara subestomatica, extendiéndose luego entre las célu-
las del mesofilo. En un segundo patrén, la colonizacion se restringe a células
epidérmicas aisladas, con caracteristicas similares a las de otros endofitos fun-
gicos encontraron en Juncus effusus var pacificus, Pseudotsuga menziesiiy
Fagus sylvatica. Se describe un tercer patron de colonizacion donde el micelio
se restringe a la camara subestomatica.

Palabras clave  Endofitos, Juncus, Pleospora aff togwotiensis, Patrones de colonizacion

Fungal endophytes inJuncus imbricatusvar chamisso-
nis: identification of colonization patterns

Summary  Colonization patterns corresponding to individual endophytic species were
observed in asymptomatic leaves and culms of Juncus imbricatus var chamisso-
nis, a perennial plant. The presence of the fungi within the host was demonstra-
ted by light microscopy after the cleaning and staining of tissues. The main
endophytic species, Pleospora aff togwotiensis, was found colonizing the substo-
matal chamber and growing intercellularly between mesophyll cells. In a second
colonization pattern, an unknown fungus was restricted to a single host epider-
mal cell, showing similar characteristics to other fungal taxa observed on Juncus
effusus var pacificus, Pseudotsuga menziessii and Fagus sylvatica. A third colo-
nization pattern, where the mycelium is confined to the substomatal chamber,
was also described.
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El término enddfito define, en un sentido amplio, a vegetal y la posterior siembra en un medio de cultivo ade-
todos aquellos organismos que viven dentro de otroscuado [9,10]. Mediante este procedimiento es posible
organismos [1]. Sin embargo, se utiliza cominmente paraconocer la composicion de especies y su distribucion
aquéllos hongos que viven asintomaticamente dentro deentre los distintos 6rganos de la planta, pero es insuficien-
una planta hospedante [2,3] y establecen con ella una asote para caracterizar el tipo de relacion existente entre cada
ciacion de tipo mutualista, basada en la adquisicion, porendofito y su hospedante. Para ello son necesarios datos
parte de las plantas, de mecanismos quimicos de defensadicionales acerca de las caracteristicas ecoldgicas del
contra el ataque de herbivoros [4-7]. A cambio de ésto elhongo, la produccién de metabolitos toxicos, el desarrollo
hongo obtendria nutrientes y proteccion dentro de los teji- y grado de extension de las colonizaciones, asi como tam-
dos vegetales. bien de los mecanismos relacionados con la penetracion

Estas asociaciones mutualistas entre hongos yde los tejidos.
estructuras fotosintéticas fueron denominadas por Lewis El patron de colonizacion de los endofitos ha sido
[8] “micdfilas” como un equivalente del término “mico- estudiado en sistemas tipicos tales cdheoemonium-
rrizas”. Loliumy Acremonium-Festucl1,12], oRhabdocline

La técnica mas usual para evidenciar la presenciaparkeri Sherw.Pseudotsuga menziegivlirb) Franco
de endofitos es la esterilizacion superficial del tejido [13]. En 1993, Cabral y cols. [3] describieron los patrones

de colonizacion y la distribucion de los endofitos mas fre-
cuentemente hallados en especies del géhamousdel
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en el hospedante perendeimbricatusLaharpe varcha- ambiente [15]. Una parte de los segmentos clarificados
missonigKunth) Buch. fueronPleosporaaff. togwotien- fueron tefiidos con azul de Tripan en lactofenol 0,05%
sis Wehm., Alternaria spp, Coniochaetaspp vy durante 45 min en estufa a°@0[16], el resto se tifidé con

Stagonosporapp [14]. En el presente estudio se procedié fucsina acida verde de malaquita [17] y se flameéd o se
a localizar y caracterizar morfolégicamente los mecanis- dejé reposar 24 h. El exceso de colorante se eliminé
mos de penetracion y los patrones de colonizacion maspasando los segmentos teflidos por lactofenol. Este mate-
frecuentes en dicho hospedante. Se intentd asimismo asigrial fue montado en lactofenol para su observacion directa
nar taxondmicamente dichos patrones a algunas de lagn el microscopio 6ptico. Los endofitos fueron fotografia-

especies endofiticas mencionadas anteriormente. dos en un microscopio Nikon Microphot-FX (Japén).
i Segmentos del hospedante, que presentaban alta
MATERIALES Y METODOS proporcién de un tipo determinado de colonizacion, fue-

ron esterilizados superficialmente en una secuencia de
El muestreo se realizé tomando al azar 10 ejempla- alcohol 50% durante 1 min; NaOCI (80gRJrii,0O, 2:1
res deJuncus imbricatuyvar chamissonigle una pobla- de 3 a 5 min; alcohol 50% 1 min. Se incubaron en camara
cién ubicada en los alrededores del Pabellon Il de lahumeda a temperatura ambiente durante 15 dias con
Ciudad Universitaria de la UBA (Buenos Aires, observaciones diarias. Los micelios y/o estructuras de
Argentina), en agosto de 1986. Esta poblacién es lareproduccion obtenidos fueron identificadiositu.
misma que aquélla donde se realizé el muestreo para el

trabajo citado con anterioridad [14]. RESULTADOS
Para estudiar los diferentes patrones de coloniza-
cion se practicaron cortes superficiales a mano alzada en Se hallaron basicamente tres patrones de coloniza-

forma tangencial a hojas y tallos, utilizando una hoja de cion diferentes, dos intercelulares (A y C) y uno intracelu-
afeitar. Los segmentos de parénquima y epidermis obteni-lar (B).
dos, de aproximadamente 1 x 0,3 cm, se clarificaron por Denominamos A al patrén més frecuente. El endo-
ebullicion en lactofenol-etanol (1:2 v/v) durante 10 a 15 fito inicia su penetracion a partir de la germinacion de una
min y se dejaron en reposo toda la noche a temperaturaespora multicelular (Figura 1A). La hifa germinativa
crece en forma aparentemente erratica
hasta introducirse por el poro estoma-
tico y penetrar en la camara subesto-
mética. Varias esporas pueden
penetrar un mismo estoma (Figura
1B); todas las células de la espora
pueden germinar aunque no lo hacen
al mismo tiempo e incluso dos hifas
germinativas de una espora pueden
penetrar por un mismo estoma (Figura
1C). Una vez alli, la hifa se divide
para dar células globosas, redondea-
das, presentando el aspecto de un
collar (Figuras 1D y 1E) y con fre-
cuencia llenando toda la cdmara
subestomatica. Las células distales se
adelgazan y comienzan a crecer inter-
celularmente en el mesofilo (Figura
1F). Una vez completada la germina-
cion, la espora queda vacia.

Un segundo patrén de coloniza-
cion, al que denominamos de tipo B,
se presentd con una frecuencia menor
a la del tipo A. En este caso el endofi-
to es intracelular y se restringe al inte-
rior de una Unica célula epidérmica.
La penetracion se manifiestra por la
presencia, en la pared externa de las
células epidérmicas del hospedante,
de un poro y un canal de penetracion.
Este ultimo se conecta con una célula
fungica globosa o vesicular en el inte-
rior de la célula (Figuras 2A y 3A). A
partir de ésta se desarrolla una hifa
formada por células delgadas y cilin-
dricas (Figuras 2C y 3C). Estas estruc-
turas fangicas intracelulares toman
una coloracién azul de Tripan. En la
mayoria de los casos, las células epi-
dérmicas aparecen necréticas, con el

Figura 1. Patron de colonizacion A. A: inicio de la penetracion de un estoma por la hifa germinativa

de una ascospora. Hifa germinativa (a) atravesando el ostiolo; B y C: ascosporas germinando orificio de penetl’aCién rodeado de una
sobre un estoma. Las flechas sefialan hifas germinativas penetrando por el ostiolo; D: micelio de zona anular mas densa (papila), sin
cuatro células alojado en la cAmara subestomatica; E: micelio en forma de collar, constituido por que se observe desarrollo de hifas

cinco células globosas; F: micelio fingico creciendo intercelularmente en el parénquima (1000X).
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DISCUSION

Los resultados parecerian indi-
car que el patrén A de colonizacion
corresponde a la espedieospora
aff togwotiensisdado que primero se
observaron esporas germinando sobre
la superficie de la hoja que coinciden
morfolégicamente con las ascosporas
de la especie mencionada; segundo,
de los segmentos del hospedante cul-
tivados en camara himeda  desarro-
llaron ascomas correspondientes a
esta especie. Por otra parte, esta espe-
cie fue la méas frecuentemente aislada
de J. imbricatusvar chamissonis
[14].

No fue posible identificar con
precision la especie que coloniza
intracelularmente las células epidér-
micas del hospedante, cuyo patrén
denominamos B. Sin embargo, podri-
amos asociarlo con el género
Stagonosporaya que éste fue aislado
del mismo hospedante [14] y su
patron de colonizacion es similar al
hallado en J. effusus. var pacificus
Fern. & Wieg. (perenne), cuyo agente
causal esStagonospora innumerosa
Sacc. [3]. En ambos casos se observa
la presencia de papilas, orificios de
penetracion y colonizaciones aborta-
das y, cuando exitosas, confinadas a
una Unica célula epidérmica. Este
patrén de colonizacion es compartido
por endofitos de especies arbéreas
tales comoRhabdocline parkeri
sobrePseudotsuga menziegii3],

Figura 2. A-D, patrén de colonizacién B. A: célula epidérmica con dos orificios de penetracion; B: desa-
rrollo de micelio en el interior de una célula epidérmica. La pared celular se observa mas oscura con
respecto a las vecinas y el micelio no se ha tefiido; C: célula epidérmica colonizada; D: célula eidérmica
mostrando una colonizacién no exitosa. a: orificio de penetracion, b: papila. Obsérvese la tonalidad mas
oscura de esta célula y de la superior izquierda; E: patrén de colonizacién C, hifas en el interior de la

Discula umbrinella(Berk. et Broome
Sutton) enFagus sylvaticd.. [18] y

D. quercina(Westend.) Arx non
(Cooke) Sacc., hom. illeg. sobre hojas
de roble [19]. La similitud de los

camara subestomatica (a) (1000X).

patrones entre los endofitos que pro-

ducen colonizaciones intracelulares

localizadas permite suponer que

representan un grupo ecolégica y

fisiologicamente diferenciado de los
endofitos intercelulares sistémicos, caracteristicos de los
pastos. La presencia de halos en la pared de las células y
la formacion de papilas es una caracteristicas de coloniza-
ciones abortadas o0 no exitosas. Ride [20] observo dichas
estructuras cuando hongos no patogénicos penetran en las
células epidérmicas de hojas de trigo. Estas estructuras
formarian parte de una reaccion por parte de la planta des-
tinada a retardar la colonizacion del hospedante hasta la
senescencia de las hojas.

Finalmente, el patrén de colonizacion C podria
estar asociado cohlternaria spp dado que los segmentos
del hospedante, cultivados en camara himeda, desarrolla-
ron estructuras de este género y sus caracteristicas coinci-
den con la colonizacién d&lternaria alternata(Fr.: Fr)

c Keissl observada por O’Donnel y Dickinson [21] sobre
Phaseolusy por Cabralet al [3] sobred. effususvar
pacificus Segun estos ultimos, este patron de coloniza-
cion pareceria corresponder al de hongos saprofitos de
tipo oportunista, que suelen ser aislados con frecuencias
relativamente altas, dada la proteccion contra la esteriliza-

intracelulares (Figura 2D). No obstante, algunas células
con papilas presentaron micelio en su interior (Figura
3B), aunque éste no se tifié con azul de Tripan (Figura
2B).

Un tercer patrén de colonizacion, con una frecuen-
cia inferior a los anteriores, fue denominado patrén C
(Figura 2E). En este caso, el endofito presenta un desarro
llo restringido a la camara subestomatica. Las hifas son
delgadas, con células cilindricas, y se diferencian del tipo
A porque no llenan la camara subestomatica, no adquie-
ren forma de collar y su desarrollo no se extiende interce-
lularmente hacia el mesofilo.

Los segmentos de tallo y hoja con una alta propor-
cion de infecciones de tipo A, cultivados en camara
hameda, desarrollaron ascomasRleosporaaff togwo-
tiensis.Por otra parte, en los segmentos con el patréon
de colonizacién se observaron surgiendo de los ostiolos
de los estomas, conidiéforos y conidios caracteristicos del
génercAlternaria. Por Ultimo, en el material con el patrén
B de colonizacién no se registré crecimiento flingico
alguno.
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Figura 3. A, B y C: dibujos interpretativos de las figuras 2A, 2By 2C, res-
pectivamente. a: orificio de penetracion; b: papila; c: canal que atraviesa la
pared de la célula epidérmica; d: célula globosa o vesicular en el interior de
la célula epidérmica; e: célula epidérmica; f: micelio fingico en el interior

de la célula epidérmica.
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