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country.

SUMMARY

The presence of the endophyte fungi Acremonium coenophialum in plants and seed of tall fescue
(Festuca arundinacea) was evaluated through microscopic analysis. Data collected from seeds
lots of the varieties K-31, Fawn and Manade, showed that only ‘K-31" had high infection levels (71-
90%). Furthemore, 15 swards located in the 1X Region of Chile (Curacautin, Victoria, Temuco and
Gorbea) were studied, founded out positive plants in 12 of them with an infestation level ranging
from 40 to 100%. Since 'K-31', has been the most sown variety for a long time, it is much probable
that the endophyte is present in the majority of tall fescue pastures in Chile.

Finally, the in vitro isolation confirmed that the tall fescue endophyte present in southern Chile is
Acremonium coenophialum Morgan-Jones and Gams, which represents the first report in this
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INTRODUCCION

El hongo enddfito Acremonium coenophialum
Morgan-Jones y Gams (Morgan-Jones y Gams,
1982), inicialmente descrito como Sphaciela
typhina (Pers.) Sac. (Telomorfo Epichloé& typhina
(Fr.) Tul.) y su asociacién con la Festuca (Fes-
tuca arundinacea Schreb.) fue sugerida (Bacon
ot al., 1977) y posteriormente demostrada como
la causa de intoxicaciones en animales que con-
sumen forraje infectado con este hongo, las que
se traducen en una menor ganancia de peso, junto
a la manifestaciéon de ciertos sintomas clinicos
(Hoveland et al., 1980 y 1983; Pedersen et al.,
1986; Read y Camp, 1986).

En esta asociacién, el hongo establece una re-
lacién biotréfica con la planta (Siegel, Latch y
Johnson, 1987) de mutuo beneficio, la cual ha
sido definida como una simbiosis de tipo mutua-
lista (Bacon y Siegel, 1988). Donde el hongo se
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nutre, protege, reproduce y disemina, en cambio,
la planta aumenta su crecimiento, soporta mejor
las condiciones de estrés ambiental y la herbivoria
de insectos y mamiferos (Siegel et al., 1985 y
1987).

En EE.UU. un alto porcentaje de las praderas de
festuca son portadoras del hongo endéfito (Siegel
et al., 1985). Al mismo tiempo se ha determinado
que la variedad K-31 presenta los mayores niveles
del hongo, a pesar que existen lotes de ésta y
otras variedades libres de infeccion (Shelby y
Dalrymple, 1987). En Chile, sélo a partir de 1989,
se menciona la existencia de micelio similar al de
Acremonium en el interior de la semilla de
festuca; y se logra aislar in vitro dos tipos de
Acremonium en otras forrajeras (Piontelli y Toro
1989). El presente trabajo permite confirmar la
presencia de Acremonium coenophialum, y esti-
mar su incidencia en festuca (Festuca arundina-
cea), en el sur de Chile.

MATERIALES Y METODOS
Procedimiento de muestreo

Praderas: Desde diciembre de 1989 hasta sep-
tiembre de 1990 se efectué un muestreo de
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plantas en 15 praderas de festuca ubicadas en
cuatro localidades (Curacautin, Victoria, Temuco
y Gorbea) de la IX Regién. Para cada sitio selec-
cionado se tomaron 20 tallos, cada uno de los
cuales representaba plantas distribuidas al azar
en el campo. Las muestras fueron almacenadas
en bolsas plasticas y refrigeradas a 5 °C. El total
de tallos muestreados por pradera fueron
analizados en laboratorio dentro de las 48 horas.

Semillas: Durante la temporada 1990 y 1991, se
colectaron muestras que representaban lotes o
partidas de semillas de las variedades K-31, Ma-
nade y Fawn, producidas por distintos semilleros
comerciales de la VIIl y IX regiones. Se analizé
un total de 100 semillas por muestra.

Deteccién del hongo

La presencia del hongo enddéfito se determiné a
partir de andlisis microscépicos, de acuerdo a la
técnica descrita por Clark (Clark, White y Patter-
son, 1983), usando como variante principal el em-
pleo de la tincién de rosa de bengala (Saha,
Jackson y Johnson-Cicalese, 1988). En plantas,
la muestra se preparé a partir de la zona basal
de la vaina de cada macollo, parz lo cual se cortd
longitudinalmente una seccidén de la vaina de unos
5 mm de ancho. Posteriormente, con un bisturi,
se elimino la epidermis interna y se colocé la sec-
cién de tejido en un portaobjeto, exponiendo la
epidermis externa hacia abajo. Inmediatamente
después se aplicd una gota de tincién (solucion
estandar de rosa de bengala 0,5% (p/v) disuelta
en solucién acuosa de alcohol etilico 5%), la que
se mantuvo a temperatura ambiente por 1 minuto
y se observé al microscopio.

En semillas, se sometié alrededor de 5 gramos
por muestra a digestion en NaOH (5%) por 16
horas, al cabo de lo cual se lavaron directamente
con agua para eliminar el excedente de NaOH.
Cada semilla, una vez desglumada, se colocé
sobre un portaobjeto y se deposité sobre ella una
gota de solucién acuosa de rosa de bengala
0,25% (p/v). Transcurrido alrededor de 1 minuto,
la semilla se presiond con un cubreobjeto y obser-
vé al microscopio.

Se consideraron positivas o portadoras del hongo,
aquellas plantas que presentaban en la vaina de
las hojas, hifas de crecimiento intercelular, rara-
mente ramificadas, septadas, de aspecto enros-
cado y que recorrian en forma paralela las células
del tejido parenquimatico. En la semilla, hifas de
similares caracteristicas morfolégicas, pero con
abundante micelio entrelazado asociado a las
células de la capa de aleurona (figuras 1y 2).
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FIGURA 1. Hifas del hongo endéfito Acremonium coenophialum
en la vaina de una hoja de festuca (400X). Muestra tefiida con rosa
de bengala.

FIGURE 1. Hyphae of Acremonium coenophialumin aleaf sheath
of tall fescue stained with rose bengal (400X).

FIGURA 2. Micelio de Acremonium coenophialum asociadoa las
células de la capa de aleurona de semilla de festuca (400X).

FIGURE 2. Mycelium of Acremonium coenophialum associated
1o aleurone cells layer of tall fescue seed (400X).

Aislamiento

Se utilizé semilla cosechada tres meses antes de
hacer el aislamiento, la cual de acuerdo a analisis
previos presentd altos niveles de infestacion por
el hongo. La semilla una vez desglumada fue
sometida a un tratamiento con &cido sulftirico
(50% v/v) durante 20 minutos, posteriormente fue
lavada con agua destilada estéril, enseguida se
sumergié en una solucion de hipoclorito de sodio
al 5% y nuevamente se lavé en agua estéril, para
finalmente ser transferida asépticamente a medio
agar papa-dextrosa (APD). La incubacién se reali-
26 bajo condiciones de oscuridad a 21 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo a la técnica de deteccién empleada,

de las 15 praderas examinadas, en 12 se detec-
taron plantas positivas o portadoras del hongo,
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con niveles de infestacién que fluctuaron entre 40
y 100% (Cuadro 1). Del analisis de la semilla sélo
la variedad K-31 fue portadora del hongo y en
niveles de infestacion que fluctuaron entre 71% vy
90%. ‘Fawn’' y ‘Manade’ no mostraron signos del
hongo (Cuadro 2).

CUADRO 1. Porcentaje de plantas infectadas
con endoéfito en 15 praderas examinadas
provenientes de cuatro localidades
de la IX Regién

TABLE 1. Percentage of endophyte-infected plants
in 15 pastures from four localities
of the IX Region, of Chile

Numero de Infestacion de enddéfito, %
muestras
Localidad examinadas' Promedio Rango
Curacautin 1 70,0 -
Victoria 10 73,5 0-100
Temuco 2 65,0 40 - 90
Gorbea 2 25,0 0- 50

'En 20 plantas analizadas por pradera examinada.
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Los altos niveles de incidencia del endéfito en
praderas son consecuentes con la informacién
obtenida en semillas, porque al menos hasta
1990, la variedad K-31 seguia siendo la mas
empleada en el pais. Ademas, los resultados
concuerdan con lo indicado por Aguila (1979),
quien sefiala que probablemente la festuca llegé
a Chile desde EE.UU. En ese pals, se ha estimado
que sobre el 90% de las praderas contienen
festuca con el hongo endéfito y con promedios de
infestacién en plantas y semilla de 58 y 54%,
respectivamente (Siegel et al., 1985). Al mismo
tiempo se ha determinado que la variedad con
mayores niveles de hongo correspondia a K-31
(Shelby y Dalrymple, 1987). En contraste con lo
anterior, Latch, Porter y Tyler (1987), indican que
las variedades o lineas comerciales de origen
europeo, en su mayoria, estan libres de infeccién,
a pesar de que se ha sugerido a Europa como
lugar de origen del endéfito (Siegel ef al., 1985).

Caracteristicas del aislamiento: colonia blanca,
compacta, de aspecto aterciopelado, de lento
crecimiento (9 mm/20 dias), micelio aéreo ausen-
te a escaso. Conidias hialinas, no septadas, elip-
soides de 4 a 6 p de largo, producidas en fialides
simples de 13,6 a 18 p de largo, caracteristicas
similares a lo descrito por Morgan-Jones y Gams
(1982). La identificacién de A. coenophialum fue
confirmada por el CMI, siendo registrada con el
N°® 346.965, lo cual representa el primer antece-
dente de esta especie en Festuca arundinacea
en Chile.

CUADRO 2. Porcentaje de semillas infectadas con endéfito en diferentes lotes de variedades
comerciales de Festuca arundinacea

TABLE 2. Percentage of endophyte-infected seeds from commercial lots of Festuca arundinacea

Enddfito*, %

Pais de Procedencia Lotes
Variedad origen (Regidn) Ao examinados Promedio Rango
K-31 EE.UU. vill 1990 1 82,0 -
Vil 1991 ) 75,4 71 -80
IX 1991 1 90,0 -
Manade Francia VIt 1990 2 0,0 -
Vit 1991 2 0,0 -
Fawn EE.UU. Vil 1990 2 0,0 -
vili 1991 2 0,0 -

'Promedio de 100 semillas analizadas por lote.

CONCLUSIONES
- De acuerdo a la técnica empleada en la
deteccién del hongo enddéfito, los resultados
permiten establecer que la mayoria de las

praderas de festuca en la IX Regién estéan
infectadas.

- La semilla de la variedad K-31 fue la Unica
portadora del hongo. Considerando que de las
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variedades evaluadas ha sido, por muchos
afios, la mas difundida en el pals, se presume
que el endoéfito estaria diseminado en la
mayoria de las praderas que contengan
festuca en Chile.
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- El aislamiento y cultivo in vitro permitié
confirmar que el hongo endéfito corresponde
a Acremonium coenophialum, representando
el primer antecedente de esta especie para
festuca en Chile.

RESUMEN

A través de exdmenes microscéopicos, se evalud
la presencia del hongo enddfito Acremonium
coenophialum, en semillas y plantas de festuca
(Festuca arundinacea). Los resultados en semi-
llas indicaron, al evaluar diferentes lotes de las
variedades K-31, Fawn y Manade (Vill y IX
Regién), que sélo ‘K-31' es portadora del hongo
y en altos niveles (71-90%). Al examimar plantas
provenientes de 15 praderas localizadas en la IX
Regién, en 12 de ellas se detectaron plantas posi-
tivas y con porcentajes de infestaciéon que fluc-
tuaron entre 40 y 100%.

Dado que la variedad K-31 presentd altos niveles
de infestacién en la semilla, y ha sido por muchos
afos la mas difundida en el pais, se presume que
este hongo enddfito estaria presente en la
mayoria de las praderas que contengan festuca
en Chile.

Finalmente, este estudio, a partir del aislamiento
y cultivo in vitro del hongo, permite confirmar que
el hongo enddfito corresponde a Acremonium
coenophialum.

Palabras claves: hongo endéfito, Acremonium
coenophialum, festuca.
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