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RESUMEN 

Se estudió la presencia de endófitos fúngicos en 
cinco tipos de semillas obtenidas de pastos forrajeros 
tk la :wna central y sur de Chile. Cuatro de ellos pre­
sentaron un alto fndice de infección pudiéndose ais­
lar dos tipos de Acremonium ( Acremonium sp A y 
Acremoniun sp B ), el primero no descrito en la lite­
ratura y el segundo en estudio. 

En la :wna sur la presencia de endófitos fúngicos 
fue detectada en los siguientes porcentajes: Festuca 
arundinacea var. K-31 79,30%, Lolium multlflo­
rum var. tama '86,50% y Dactylis glomerata 
18,51%; mientras que en la :wna central Lolium 
multlOorum presenta un 85% 

INTRODUCCION 

a) MUTUALISMO: Las interacciones ecológicas 
entre plantas y hongos en comunidades vegetales 
naturales, han sido mucho tiempo ignoradas por los 
biólogos. Recientemente los investigadores han 
comenzado a examinar el impacto de las 
"infecciones" fúngicas en plantas silvestres, 
especialmente gramíneas por su importancia en el 
incremento de forrajes para la ganadería. 

Una planta infe<;tada puede representar una 
situación ventajosa o no, si se compara con otra sin 
infección. La fuerza y dirección de esta asociación 
puede afectar las interacciones ecológicas planta­
huésped o de otros miembros de la comunidad, así 
como los cambios evolutivos y coevolutivos entre 
los asociados ( Clay 1987). 

SUMMARY 

[Fungal endophytes associations-Forage grasses in 
chi/ean soils. Preliminary Study l.] 

1ñe presence of fungal endophytes in five types 
of seeds obtained from forage grasses from the cen­
tral and south :rones of Chile were analysed. Four of 
them presented a high incidence of infection. We 
could isolated two strains of Acremonium ( Acremo· 
nium sp A and Acremonium sp B) the first is not 
described in literature and the second one is in study. 

1ñe presence of fungal endophytes in the south 
zone indicated the fol/owing percentages: Festuca 
arundinacea var. K-31 79.30%. Lolium multiOo· 
rum var tama 86,50% and Dactylis glomerata 
18,51%, whi/e in tlie central zone for Lolium 
multiflorum it was 85%. 

Un tema común en la evolución de las plantas 
superiores, ha sido la formación de asociaciones 
simbióticas con organismos heterótrofos, siendo 
uno de los mejores ejemplos las bacterias fijadoras 
de nitrógeno y los hongos micorrizales, los cuales 
exhiben un marcado aumento en la habilidad para 
adquirir nutrientes limitantes en el ecosistema u 
otorgar un mayor grado de tolerancia frente al 
"stress" físico (Lewis 1973). 

En la actualidad los biólogos exploran un nuevo 
mutualismo entre vegetales y hongos, cuyas evi­
dentes implicaciones se expresan en una rápida 
evolución de las defensas químicas que el hongo 
como endófito confiere en beneficio de su hos­
pedador (mutualismo defensivo), permitiendo una 
eficaz protección selectiva hacia la herbivoría e 
independiente del genoma vegetal, generalmente 
restringido por un tiempo de generación más largo 
(Cheplick y Clay, 1988). 
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b) ENDOFITOS DE PASTOS Y JUNCOS (GRA­
MINEAS): El término endófito se emplea para un 
organismo que crece dentro de un vegetal ya sea en 
forma parasítica o no (Snell ~ Dick, 1971). Al W!ar 
el término en un amplio sentido de la palabra, m­
cluye a todos los hongos que mayoritariamente 
poseen un ciclo de vida dentro de un pasto hos­
pedante. 

La literatura reciente ha demostrado que más 
de 80 géneros y varios cientos de especies de 
gramíneas silvestres o cultivadas hospedan endófi­
tos fClngicos que viven ya sea en ~os tallos, hoj~ o 
semillas (Clay, 1986-1988-1989; Dtehl, 1950; White, 
1987), los cuales infectan sistemática y principal­
mente a pastos inclufdos en 3 familias de gramíneas 
(Poac:eae, Cyperaceae y Juncac:eae). 

Los endófitos f6ngicos de pastos, se agrupan en 
la tribu Balanslae de las ClavJclpltaceae (Asco­
mycctes) (Luttrell y Bacon, 1977). Dentro de la 
tribu se encuentran los géneros Atldnsonella y 
Myrlanglospora (monoespeclficos), además deBa­
lansla, Balanslopsls y Eplcbllie (con más de una 
especie), siendo Balansla el más numeroso en éstas 
(Dichl. 1950). 

Además de los géneros mencionados (teleo­
morfos), existen un buen número de especies que 
sólo producen anamorfos y la taxonomía de este 
grupo se ha concentrado mayoritariamente en la 
sección albo-lanosa del género .Acremonlum 
(Morgan-Jones y Gams, 1982), la cual incluye a los 
endófitos comúnmente encontrados en pastos fo­
rrajeros como especies de Lolium y Festuca. El 
primer endófito clasificado en este género fue A. 
coenophlalum (Morgan-Jones y Gams, 1982), ~ro 
en la actualidad el número de nuevas especies 
aisladas es cercano a la decena, sin contar otros 
anamorfos endófitos semejantes a los géneros 
Gllocladium y Phlalopbora, también aislados de 
Lollum (L. perenne), como endófitos secundarios, 
por Sampson (1937), Latcb y col. 1984; White & 
Morgan.Jones, 1987a-1987b. 

Las especies de Acremonium, están estrecha­
mente relacionadas con el anamorfo de Eplchllie 
typhlna, las cuales no tienen la capacidad de 
esporular (sólo crecimiento vegetativo) en sus 
hospedadores, ni producir ningt1n sfntoma de iniec· 
ción. A pesar que generalmente se emplea el t~rmi· 
no enóófitos de pastos, varias especies pueden 
presentarse eomo epífitos con estromas visibles en 
los mer~temas, hojas jóvenes o en las inflores­
cencias de sus hospedacJores (Luttrel y Bacon, 
1977). Cua'ndo se presentan como endófitos, exhi­
ben solamente hifas intracelulares, las cuales se 
ubican en forma paralela al eje largo de las c~lulas 
del hospedador, ya sea en hojas, tallos o entremez­
clados con las capas de células de aleurona en el 
ovario. 
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Basándose en las características fisiológicas de 
estas asociaciones, White (1988) clasifica a los 
endófitos de pastos bajo 3 categorías: . 
npo l . Endófitos que forman. ~r?ma mayonta­
riamente en sus hospedadores, inhibtendo la repro­
ducción sexual de la planta (en varias familias de 
las Poaceae) 
npo 2. Endófitos que pocas veces forman estroma 
(1-10%) (sub-familia Festucoideae exclusivamen· 
te), con o sin inhibición de la reproducción sexual. 
npo 3. Endófitos que no forman nunca estroma 
(sub-familia Festucoideae exclusivamente), espe· 
cialmente en pastos del tipo Festuca anJndlnacea. 
F. versuta, Lollum perenne, L. temuleotum, L 
multJOorum, Stlpa emlnens y S. robusta, los cuales 
presentan una frecuencia de infección mayor del 
90% en los individuos por todo el rango de las es· 
pecies. Este último tipo de asociación no puede 
considerarse patógena, debido a que el hospedador 
no sufre ningún deterioro y las inflorescencias del 
vegetal son normales, lo que indica una asociación 
benéfica, asegurando además una descen~encia por 
transmisión maternal directa de generaaón en ge­
neración mediante la colonización por hifas del 
óvulo y la semilla . . Este particular. y ef~ctivo ~e­
canismo de disperstón que no e~lube nmg~ · llp~ 
de frutificación para el hongo (01 esporas ru com­
dios), representa c?o seguridad un cam~oo ev<?lu­
tivo que ha permitido al endófito redu~Ir su ~I~O 
de vida en favor de una gran dependenaa outnao­
nal y de diseminación de su hospedador (Clay, 
1988). . . 

Debido a que los eodófitos transmitidos por 
semillas no producen ninguna sintomatología en los 
pastos que los hospedan, ~tos sin duda ofrecen un 
gran potencial para su explotación como a~eote de 
biocontrol, sólo limitada por la dependencta de sus 
rangos de hospedadores, principalmente gramíneas 
de zonas frías o templadas, con vías fotosintéticas 
C3 y C4 (Ciay, 1986). 
e) INCIDENCIA: La sub-familia Balanslae infecta 
un amplio rango de pastos comunes en zonas 
tropicales (fotosíntesis C4), muchos _de éstos 
considerados como malezas o con ~ unportan· 
cia en agricultura (Diebl, 1950). Sm embargo E. 
typhina, se ha encontrado en pastos forrajeros y de 
césped, como en otros de menor importancia 
( Agrostis, Bromus, Calamagrostis, Dactylls, 
Elymus, Festuca, Lollum, Melica, Poa, Stipa, etc. 
(Clay, 1989). 

Los que tienen anamorfos en Acremonlum, 
semejantes a Acremonium, Gliocladium y Pbia­
lopbora, lo hacen principalmente ~o la sub-familia 
Pooldeae, de preferencia en espeCJes de Lollum y 
Festuca, pero también en Bromus, Poa, Stipa, 
Melica, Elymus, Clona, etc.). 
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La incidencia de endófitos en semillas de la 
cañuela (Fesfuca anmdlnac:ea, F. rubra y F. 
arizonica), como en ballica (Lolium temulentum, 
L. perenne, L remotum y L. multiOorum), se ha 
reportado en muchos países por su importancia 
ganadera, en especial en USA, Europa, Australia y 
Nueva Zelandia (Siegel y col., 1984-1987; Latch y 
col., 1984; White y col., 1985; Lewis y 
Clement,1986). Sin embargo en Sud-América, Afri­
ca y Asia, casi no existe información disponible 
(Clay, 1988). 

d) EFECI'OS SOBRE WS HERBIVOROS: En la 
actualidad es considerable el esfuerzo efectuado 
para dilucidar el rol de la infección fúngica en 
pastos y la herbivoría, en especial en cultivos de 
Festuca arundinacea y Lolium perenne 
considerados dentro de los más importantes para 
forrajes ganaderos en las áreas templadas en todo 
el mundo. Los endófitos de pastos y juncos, 
producen variados compuestos activos in vivo e in 
vitro, responsables de efectos tóxicos variables, ya 
sea en diferentes tipos de insectos rastreros o 
voladores, como en el ganado. 

Esta toxicidad para los herbívoros y predadores 
de semillas, se debe a la producción de metabolitos 
secundarios pertenecientes al grupo de los alcaloi­
des, cuyas actividades fisiológicas en los mamíferos 
son bien conocidas, en especial el envenenamiento 
por ergot (ergotismo), producido por las especies 
de Claviceps (Bowe, 1970). 

Se ha determinado que los alcaloides y sus deri­
vados producidos por los hongos de la tribu Balan· 
siae, pueden ser extremadamente tóxicos para los 
insectos (Johnson y col. 1985; Bacon y col. 1986). 
Los endófitos del centeno que no producen alca­
loides del tipo Ergot, elaboran peraminas y loli­
tremos u otros alcaloides con conocidas propieda­
des antiherbívoros (Rowan y col., 1986; J ohnson y 
col., 1985; Prestidge y Gallagher, 1985). 

La literatura es a veces contradictoria al afirmar 
por un lado que las plantas infectadas por virus y 
hongos, son más atractivas y palatables que las no 
infectadas (Lewis, 1984, entre otros), pero la mayo­
ría de los casos publicados afirman lo contrario 
(Cheplick y Clay, 1988). 

Para esta 6ltima situación, existen varias razo­
nes para suponer una reducción en la herbivorfa, 
tales como: baja de nutrientes, cambios físicos en 
los tejidos del vegetal y la producción de toxinas de 
efectos a veces dramáticos en los insectos y ani­
males de pastoreo, siendo mínimos o ausentes en el 
hospedador vegetal (Siegel y col., 1987; Clay, 
1987b). 

Los efectos negativos de lós endófitos de pastos 
sobre los insectos. se han observado en e!\o~r.iP.~ clP 
grillos (Acheta domesticus ), escarabajos de la 

harina (TriboUum castaneum), áfidos (Schlzapls 
graminum, Rhopalosiphum padl) y otros tales 
como Spodoptera frugiperda, S. eridania, etc. 
(Clay, 1989). Más aún, se ha demostrado que los 
endófitos presentes en la alta cañuela, limitan el 
número de nématodos, haciendo más resistente a 
la planta frente a las infecciones de patógenos 
fúngicos (White y Cole, 1986), situación ya cono­
cida en los endófitos de tallos y hojas de coníferas 
(Carroll, 1988). 

La toxicidad para el ganado, de algunos pastos 
forrajeros, es conocida desde varios siglos, y en la 
actualidad se ha determinado que ésta se debe a la 
presencia de un endófito. Los efectos tóxicos de la 
ballica anual (LoUumt temulentum)t están 
descritos en la biblia y por poetas del tiempo de los 
romanos entre otros. V arias especies de Stipa y 
Melica, conocidas bajo los nombres vulgares de 
pastos soporíferos, causan intoxicaciones y narcosis 
en equinos, bovinos y caprinos. Los alcaloides 
producidos por las especies endofitas del género 
Acremonium, producen síntomas diversos en 
estrecha relación con la cantidad ingerida y las 
estaciones del año. Las dietas bajas en estos 
alcaloides no producen síntomas (Jones y col., 
1983) y resulta difícil pensar para el ganadero, que 
no puede apreciar esta mutualismo invisible a ojos 
desnudos, que sus pastizales contengan hongos 
tóxicos. En los pastos llamados balllca perenne 
(Lolium perenne), los alcaloides conocidos como 
lolitremos, se relacionan directamente con el 
síntoma llamado bamboleo o modorra de la ballica 
("ryegrass stagger") en las ovejas (Gallagher y col., 
1981). 

Las evidencias actuales permiten sugerir que la 
infección de los pastos por hongos endófitos no 
sólo es benéfica para ellos contra la herbivoría o 
los predadores de semillas, sino que es ventajosa 
para el vigor de la planta, su crecimiento, mayor 
producción de semillas y mayor sobrevivencia, lo 
que les permite expandirse clonalmente a6n en 
poblaciones mixtas de otros pastos. Clay, 1988-89, 
en sus investigaciones, aporta una mayor informa­
ción referente a este mutualismo defensivo entre 
plantas y hongos. 

En este informe preliminar comentamos el ais­
lamiento de endófitos de pastos forrajeros chilenos 
mediante su búsqueda en algunas semillas de espe­
cies de Lolium, Festuca y DactyUs en dos locali­
dades de Chile, con el fm de obtener una infor­
mación preliminar de esta situación. 

MATERIAL Y METODO 

a) OBTENCION DE LAS MUESTRAS: Entre los 
meses de Noviembre 1988 y Marzo 1989 se cose-
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charon en 2 diferentes zonas del país 5 tipos de 
semillas de pastos forrajeros (predominantemente 
gramíneas). 
1) Semillas de cultivos comerciales de Lolium 
multiflorum var. tama, Festuca uurundinacea var. 
K 31, Dactylis glomerata y Trifolium pratense, 
desde terrenos agrícolas colindantes al lago 
Riñihue, (X Región). 
2) Semillas de Lolium multiflorum creciendo en 
forma silvestre en una comunidad mixta de gramí­
neas en zona densamente poblada en la V Región 
(Placilla de Peñuelas- Valparaíso). 

b) DETECCION DEL MICELIO EN LAS SEMI­
LLAS: De una cantidad aproximada de 250 gramos 
de semillas recogidas al azar en zonas de muestreo, 
por cada tipo de pasto estudiado (5 tipos diferen­
tes), se seleccionó al a:z.ar una cantidad aproximada 
de 3 gramos ( > 3000 semillas app.), las que se 
trataron según la técnica modificada de Latch. y 
col. (1987), dejándolas durante todo un día en una 
solución acuosa de NaOH al 5%, a temperatura 
ambiente. Posteriormente se lavaron con agua 
corriente para remover los remanentes del alcali, 
antes de ser colocada al azar (una muestra de las 
semillas de cada tipo de pasto) en 30 portaobjetos 
(una semilla por portaobjeto), disgregadas con un 
instrumento cortante y teñidas con lactofenol con 
azul de algodón. 

Antes de cubrir las preparaciones con cubre­
objetos, éstas se calentaron suavemente a la llama 
por 1 o 2 minutos, dejándose reposar por 12 horas 
para una mejor penetración del colorante. 
La observación de conglomerados de hifas entre las 
células de las semillas fue considerada como posi­
tiva de la presencia del endófito (no necesa­
riamente de su viabilidad). 

e) CULTIVO Y AISLAMIENTO DEL ENDOFITO 
DESDE LAS SEMILLAS: Del sct original de 5 
tipos d.e semillas de pastos, se pesó nuev~~nte al 
azar 3 gramos de éstas, las que se estenltzaron 
superficialmente con Ac. sulfúrico al 50% durante 
20 minutos. Luego se lavaron con agua estéril 
varias veces, siendo colocadas posteriormente en 
placas de petri de 100x15 mm con Agar Papa­
Dextrosa (PDA), adicionado con Cloranfenicol 
(0,25 g/ 1). 

Las semillas fueron depositadas en la superficie 
del agar en una disposición circular y equidistantes, 
en un númqo no inferior a 8 semillas por placa en 
triplicado. El período de incubación abarcó 3 a 4 
semanas a temperat' . .lfa ambiente ( J7-22'.l C). 

d) AISLAMIENTO DEL ENDOFITO: Las colonias 
sospechosas que presentaban un crecimiento rela­
tivamente rápido (visibles en el lapso de una 
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semana aproximadamente), de color blanco o 
crema, de aspecto lanoso, fueron repicadas en Agar 
Malta y PDA. La determinación de los subcultivos 
se basaron en los trabajos de Morgan-Jones y 
Gams, 1982; Latch y col., 1984 y White y Morgan­
Jones, 1987a, b, c. 

e) ESTIMACION DE LA PREVALENCIA DEL 
ENDOFITO FUNGICO: Se contó el número de 
aislamientos positivos en cada una de las muestras 
de 30 preparaciones teñidas (punto b.) y se dividió 
por 30, obteniendo de este modo una estimación de 
la prevalencia de cada endófito por cada tipo de 
semillas examinada. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

De los cinco tipos de semillas y pastos 
forrajeros analizados al azar, cuatro de éstos 
contenían un endófito. D e los obtenidos de la zona 
sur (X Región), provenientes de cultivos comer­
ciales de Loliun multinorum var. tama, Festuca K 
31, Dactylis y Trifolium encarnatum, solamente .el 
último estaba libre de infección (100% ). Las dos 
primeras presentaban alta prevalencia de infección, 
86,5% y 79,30%, correspondiendo a semillas intro­
ducidas desde Nueva Zelandia y USA. Dactylis glo­
merata, nativa de zonas altas cordilleranas y 
sembrada a orillas del lago Riñihue contenía una 
prevalencia significativamente menor (F <0,01) de 
endófitos (18,5%). Las semillas de Lolium mul­
tiflorum obtenido de la zona central (V Región) en 
localidad poblada creciendo junto a una comunidad 
mixta de gramíneas silvestres y en terrenos no 
agrícolas, mostrarOJ.'! una prevalencia muy alta de 
endófitos (85%) similar al de Lolium multiflorum 
var, tama en la zona sur. 

·Los intentos de cultivo del endófito fúngico 
desde los cinco tipos de semillas fueron exitosos 
sólo para tres de éstos: . Lolium multiOorum, 
Lolium multiflorum var. tama y Dactylis glome­
rata, De Fes tuca K 31, a pesar de su alto contenido 
de infección fúngica no se pudo obtener el endó­
lito, como tampoco en la leguminosa Trifolium 
pratense. 

El endófito aislado por cultivos de semillas de 
Lolium multiflurum var. tama y Dactylis glome­
rata fue idéntico en su patrón de crecimiento y 
morfología macro - microscópica, correspon­
diendo a una especie de Acremonium de la 
serie albo-lanosa el cual denominanos Acre­
monium sp. A , no coincide con ninguna de las 
especies descritas en esta serie. Creemos se trata 
de un<> especie nueva, opinión conflfmada por los 
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Drs. James White Jr. y Morgan-Jones (Auburn 
University at Montgomery USA) y su descripción 
será objeto de un ~terior trab~o. El endófito 
aislaclo de Lollum mwtlflonun en la zona central, 
presenta características similares tanto en 
aecimiento como en morfologfa a un Aa-emonium 
de la misma serie, Son necesarios nuevos estudios 
comparativos para su determinación específica, por 
lo cual lo hemos determinado provisoriamente 
como Acremoalum sp. B. 

La dlstrmuoon -y abundancia de endófitos 
fúngicos en gramíneas, solo es conocida en algunos 
. países y para algunas especies de pastos (Siegel, 
1984; Latch y col., 1984; White, 1987; Clay, 1988-
89), por ende su búsqueda debe ser motivo de 
investigación para conocer la real magnitud de esta 
situación. La capacidad de estos endófitos para 
proteger a los pastos frente al ataque de los insec­
tos, parece representar una de las mayores ventajas 
ecológicas, salvo que estas defensas químicas son 
también dañinas para el ganado, situación que 
preocupa a los países ganaderos (Gallagher y col., 
1981, Bacon, 1987, Siegel y col., 1987, Clay, 1987b). 
En Chile el problema no ha sido abordado, ni des­
de el punto de vista médico veterinario, ni agro­
nómico y al parecer es poco conocido en el ámbito 
de las praderas (Ruiz, 1988), pero su magni-

tud relacionada con la presencia de endófitos, 
parece ser más amplia que la que suponíamos en la 
V Región (datos no publicados), donde el porcen­
taje de "infección" solo para las especies intro­
ducidas de Lolium y Festuca, es similar a otros 
países (Siegel, 1984; Siegel y col., 1985) 

Nos parece de sumo mlere-8 Ja presenaa eJe un 
nuevo endófito fúngi<:o (F'tg. 1 a, b, e, d, e, f) en 
Dac:tylis atomerata y Lolium analtillorum var. 
tama, la primera tambiin introducida desde varios 
países en especial Francia, Inglaterra y Nueva 
Zelandia (Soto, 1986). En nuestro caso, obtenida 
de una siembra comercial y originaria de una zona 
cordillerana de la zona sur, creciendo vigor~a­
mente en forma nativa(?). Deducir el origen déla 
infección en Dactylis, resulta más complejo que en 
LoUum multiDOI'UIIl var. tama de la zona sur, que 
seguramente fue introducido al ~ con su endófi­
to, situación que solo puede aclararse analivmdo 
los pastizales andinos chilenos e indagando el 
origen de las cepas introducidas. 

nste interesante mutualismo fimglco permite 
nuevos antecedentes para las ya contrincadas inte­
racciones entre las comunidades naturales, en es­
pecial hacia la predación y competencia, resaltan­
do una vez más el importante rol de los microorga­
nismos en el ecosistema. 
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f 
Fig. 1: a, b, e, d, e, f, Acremoniun sp. A; a,b,c, Micelio septado del endófito en semillas de Dactylis glomerata (1000 x), 
teñidas con lactofenol y azul de algodón. d: 400 x. e: Rifas ramificadas del endófito en células del ovario, de Lolium 
multillorum, que presentan estrangulaciones y dilataciones (1000 x). e: Conidios y conidióforos en Papa Dextrosa Agar a 
los 14 días de incubación (1000 x). f: Colonia en el mismo medio de cultivo a las 3 semanas de incubación a temperatura 
ambiente. 
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