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Resumen

RESUMEN

Se caracterizaron morfoldgica e isoenzimdticamente los endofitos de
21 cepas de gramineas no téxicas de Argentina, con el objeto de
compararlos con resultados previos donde se analizaron cepas aisladas
de tres gramineas toxicas establecidas como un dnico taxén:
Neotyphodium tembladerae Cabral et White (Cabral et al., 1999) y con
endofitos de hospedantes del hemisferio norte. Los aislamientos
corresponden a Festuca magellanica, Poa rigidifolia, Phleum
commutatum, Melica stuckertii y Bromus setifolius.

Como en el caso de las gramineas téxicas, todos los endofitos aislados
se ubicaron por sus caracteristicas macro y micromorfoldgicas en el
género anamdrfico Neotyphodium. Las escasas diferencias impiden
ubicarlos en una especie en particular.

El estudio macro y micromorfolégico revelé escasas diferencias entre
las cepas, con excepcion de cuatro de las aisladas de M.stuckertiiy dos
de B.setifolius.

Para el andlisis se utilizé electroforesis en gel de poliacrilamida de 6
sistemas enzimdticos: esterasas (EST), malato deshidrogenasa (MDH),
isocitrato deshidrogenasa (IDH), superdxido dismutasa (SOD), leucil
amino peptidasa (LAP) y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (66PDH).

El fenograma de los electromorfos muestra que los endofitos
asexuales de plantas nativas, conforman un grupo con similitudes
mayores al 67 %. La excepcién la conforman 4 de las 5 cepas estudiadas

de Melica stuckertil, que se separan en un grupo independiente.
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Resumen

El dnico endofito del hemisferio norte que tiene una similitud
superior al 50 % con el grupo es Epichloé amarillans (anamorfo
N.tiphynum).

Se registran diferencias poblacionales entre los endofitos de Bromus
setifolius de las poblaciones de Mendoza y Santa Cruz.

Los resultados apoyan la hipétesis de que:

1. Los endofitos que colonizan gramineas nativas son entidades

diferentes a las estudiadas en el hemisferio norte.

2. Los endofitos de diferentes hospedantes son muy similares entre
si, lo que presupone una colonizacién por una o pocas formas

sexuales o asexuales provenientes del hemisferio norte.

Se desestima la hipdtesis de que:

3. Los endofitos de plantas no téxicas son diferentes a los de las
plantas téxicas. Forman un grupo con un 67% de similitud. Algunos
de los endofitos podrian ser considerados dentro de la
variabilidad de la nueva especie N.tembladerae de plantas téxicas.

Se especula sobre la posible colonizacion de M. stuckertii por mds de

un tipo de endofito.
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1-INTRODUCCION

1.1) Generalidades:

Se conoce como endofitos flngicos a aquellos hongos relacionados
intimamente con los tejidos aéreos de las plantas. Se encuentran
presentes en casi todo el espectro de plantas superiores, algas y
briofitas. Un grupo particular es el de los endofitos de pastos donde el
crecimiento es usualmente sistémico, lento, pero produciendo una
biomasa considerable de micelio. Estos endofitos invaden los évulos del
hospedante y son transmitidos por la semilla (White, 1987). La relacién
entre el hospedante y el hongo se conoce como mutualismo constitutivo
(Carroll, 1988).

Estas asociaciones gramineas-endofitos son las mds conocidas y
estudiadas en la actualidad (White, 1987. White, 1994). Esto es
consecuencia de su capacidad de influir sobre la interaccién planta-
herbivoro. Se ha demostrado que los endofitos de los pastos pueden
conferir propiedades antiherbivoro (mamiferos e insectos) y
posiblemente antipatdgenos a sus hospedantes (Christensen & Latch,
1985; Clay, 1991). Sin embargo, esto trae como consecuencia que muchos
pastos con endofitos sean téxicos para el ganado.

También se los ha podido relacionar con el incremento del tamatio de
la planta, peso seco y fotosintesis como asi también con una mayor
resistencia a nematodes y sequias (Clay, 1988; Cheplick & Clay, 1988).

Las plantas de Festuca arundinacea Schreb infectadas con el hongo

endofitico Neotyphodium coenophialum Glenn, Bacon & Hanlin
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(=Acremonium coenophialum Morgan-Jones et Gams) tienen altas tasas
de supervivencia y producen mds biomasa que aquellas no infectadas. Se
demostré que los cariopses con endofitos germinan mds rdpido y en
mayor proporcidn, y como contienen altas concentraciones de alcaloides
son menos seleccionados por vertebrados e invertebrados que se
alimentan de ellos (Clay, 1990).

Los alcaloides producidos por los endofitos dentro del tejido de la
planta son en parte los responsables del envenenamiento de los
herbivoros y de la resistencia por parte de la planta a insectos. Los
pastos infectados contienen una variedad de alcaloides que no presentan
sus coespecificos no infectados, entre ellos los alcaloides del ergot,
lolinas, lolitrems y peraminas (Clay, 1990). Los primeros causan diversos
sintomas en el ganado: fiebre, falta de apetito, necrosis de tejidos
grasos, vasoconstriccién, gangrena y finalmente la muerte. Los
temblores caracteristicos de los animales que pastorearon
Neotyphodium lolii Latch, Christensen et Samuels (endofito de Lo/ium
perenne L.) son producidos por los lolitrems (Schardl, 1996).

Dentro de la subdivision Ascomycotina, orden Clavicipitales, familia
Ciavicipitaceae se diferencian tres tribus: Ciavicipeae, Balansieae y
Cordycipeae. Los dltimos incluyen patégenos de insectos y hongos,
mientras que los de la primera tribu involucran solamente especies del
género Claviceps, que son pardsitos especializados de las flores del
hospedante, en donde reemplazan los évulos del huésped con esclerocios
fungicos (Schardl et al., 1991).

En cambio, dentro de la tribu Balansieae se reconocen dos grupos de
endofitos en las gramineas, aquellos con ciclo completo (sexual y
asexual) que se ubican taxonémicamente en diferentes géneros, y los de

ciclo incompleto (asexual) que se incluyen en el género-forma
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Neotyphodium Glenn, Bacon et Hanlin de los Deuteromycetes. Las fases
asexuales de los organismos con ciclo completo tienen caracteristicas
morfoldgicas que permiten ubicarlos también como pertenecientes al
género Neotyphodium. E| primer grupo forma un estroma que determina
una infeccidn tipicamente patogénica, conocida como " choke disease”.
En el segundo grupo, la planta no muestra ningiin sintoma externo de
infeccién durante su ciclo de vida, pero los cariopses producidos se
encuentran infectados con micelio.

Se considera que los endofitos con ciclo de vida incompleto son
estados anamorficos de la forma perfecta Epichloé (Fr) Tul que
perdieron la capacidad de reproducirse sexualmente. Estudios
moleculares de ADN ribosomal, demuestran una alta afinidad entre las
formas sexuales y los anamorfos, sugiriendo que podrian haber derivado
de las formas que presentan estroma (White, 1994).

Los primeros trabajos sobre la biologia de estos hongos datan de los
afios ‘30 y '40 (Sampson, 1933; Neill, 1940; 1941). Hacia final de la
década del ‘70 vuelven a recibir atencion cuando son relacionados con
enfermedades del ganado de gran importancia econdémica, como la
festucosis y el temblequeo del lolium (Bacon et al.,, 1977; Fletcher &
Harvey, 1981). Bacon y colaboradores en 1977 estudiaron el hongo
endofitico N.coenophialum en cultivos de F.arundinacea téxica para el
ganado. La aparente relacion entre la frecuencia del endofito en la
planta y la toxicidad del pasto, sugirieron la posibilidad de involucrar al
hongo con esa afeccion hacia el ganado.

Estas asociaciones (Festuca arundinacea- endofito y Lolium perenne-
endofito) se han estudiado con profundidad y se los ha considerado

modelos de simbiosis mutualista. Una vez que la asociacién se ha
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establecido, el hongo y el pasto no se vuelven a separar, por ello se los
describe como mutualistas obligados (Bacon & Hill, 1996).

Las hifas de estos hongos no producen alteraciones en las células
vegetales, ya que las mismas penetran solo en el apoplasto del
hospedante. Aparentemente no generan una respuesta defensiva en la
planta. No se ha registrado penetracién en las paredes celulares (Koga
et al, 1993). Se asume que el hongo se nutre de las macro vy
micromoléculas que circulan en la matriz intercelular, aunque podria
haber mecanismos desconocidos que aporten nutrientes al apoplasto de
manera mads activa (Lindstrom, 1994).

Como podemos observar, estos hongos mantienen diferentes grados
de interaccién con sus hospedantes, desde el "antagonismo" al
mutualismo. En el primer caso se podria pensar que se trata de hongos
oportunistas o patégenos en estado latente, que reducen la aptitud
relativa del hospedante, como el caso de miembros de la tribu
Balansieae del orden Clavicipitales, que suprimen la produccion de
semillas (Clay, 1990). Sin embargo, ain en estos casos se ha podido
comprobar una interaccion mutualista. La pérdida de la reproduccion
sexuai en las plantas derivaria la energia hacia el aumento del
crecimiento, el tamafio y la supervivencia de los hospedantes. De esta
manera, los endofitos de pastos abarcan un amplio rango de
interacciones, pero donde siempre parece haber un componente
altamente beneficioso para la planta. Por lo tanto pueden ser
considerados mutualistas en sentido amplio (Clay, 1990).

Las investigaciones de esta interaccién graminea-endofito se orientan
en la actualidad hacia la prevencion de la toxicosis que pueden producir
la infeccién de las plantas al ganado que las consume, o hacia el manejo

de estas interacciones para obtfener, por métodos biotecnoldgicos,
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pasturas de mejor calidad y resistencia a factores biéticos y abiéticos
(Leuchtmann & Clay, 1990; Bacon & White, 1994).

Con este fin se han intentado inoculaciones de cepas de endofitos no
téxicos en pasturas comerciales y naturales (Latch & Christensen, 1985;
Johnson et al., 1986). Las propiedades de resistencia a herviboria, junto
con la tolerancia a sequias que aportan los endofitos a los pastos
inoculados, son altamente deseadas para aquellos utilizados con fines no

pastoriles (pastos para canchas de tenis y golf, pistas de turf, etc).

1.2) Ciclo de vida:

Las infecciones de los endofitos de ciclo completo como las del
género Epichloé son de larga duracién y sistémicas. Persisten durante
todo el ciclo de vida de la planta. Este cuenta con una fase sexual y otra
asexual (Fig 1).

En el ciclo sexual el hongo se desarrolla intercelularmente de manera
asinftomdtica y emerge en forma de estroma que rodea a la
inflorescencia inmadura, interrumpiendo la reproduccién sexual de la
planta. Sobre el estroma se desarrollan espermacios y al ser organismos
haploides, heterotdlicos bipolares, la fertilizacion se produce por la
transferencia de éstos sobre la cepa compatible. Esto se realiza
mediante la mosca Phorbia phrenione Seguy (Kohlmeyer & Kohimeyer,
1974). El resultado final es la formacién de peritecios en el estroma
donde se producen ascosporas filiformes que se expulsan al medio
ambiente para infectar nuevas plantas. Se cree que las mismas germinan
produciendo ciclos de conidiacién y estos conidios infectarian las
inflorescencias en desarrollo y posteriormente los cariopses (Tsai et al.,

1994).
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Durante el ciclo asexual las hifas también crecen intercelularmente
en el parénquima del hospedante e invaden los meristemas florales para
colonizar por dltimo el cariopse. De esta manera el hongo tiene
asegurada su transferencia a la siguiente generacién. En este ciclo de
vida reducido el hongo es estrictamente endofitico, su transmisién es
vertical y se transmite exclusivamente a través del hospedante. Este
sistema es muy eficiente, encontrdndose hasta un 100 % de las semillas
de la planta infectadas (Siegel et al., 1984). El hospedante sostiene el
gasto energético de su reproduccion como asi también la del hongo

asociado.
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Figura 1: esquema del ciclo de vida completo de Epichloé festucae.
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Clasificacidn y sistemdtica:

Morgan-Jones & Gams (1982) describen las especies de endofitos
anamdérficos utilizando la morfologia de las colonias, de los conidios y de
las células conididgenas, creando la nueva seccién Albo-lanosa Morgan-
Jones & Gams para ubicarlos en el género Acremonium Link. Reconocen
7 especies: Acremonium chisosum White et Morgan-Jones, A.
huerfanum White, Cole et Morgan-Jones, A. starri White et Morgan-
Jones, A. typhinum White et Morgan-Jones, A. uncinatum Gams, Petrini
et Schmidt, A. /lolii Latch, Christensen et Samuels y A. coenophialum
Morgan-Jones et Gams.

Recientemente, Glenn et al, 1996, transfirieron estas especies
anamoérficas al nuevo género Neotyphodium Glenn, Bacon & Hanlin,
basdndose en andlisis cladistico de secuencias de ADN ribosomal 18s.

En un estudio realizado por Morgan-Jones et al. en 1990 reconocen
que todas las especies de Neotyphodium descriptas hasta el momento,
excepto N. uncinatum, presentan conidios pequetios, que van desde la
forma elipsoide a alantoide y cuyos tamahos se superponen,
demostrando que en algunos casos es imposible observar diferencias
morfoldgicas. Estos autores sugieren que la macromorfologia de la
colonia es también un cardcter inconsistente pues la apariencia y la tasa
de crecimiento varian con las condiciones de cultivo.

En los dltimos afios, los avances en las técnicas moleculares y
bioquimicas han permitido estudios de cardcter evolutivo y sistemdtico.
La posibilidad de estudiar las proteinas y el ADN aumenta la cantidad de
caracteres disponibles a evaluar y permite realizar estudios

poblacionales y establecer relaciones filogenéticas con mayor precisidn.
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Leutchmann (1994) utilizando andlisis de isoenzimas identifica seis
grupos de endofitos aislados de 12 especies de Festuca Tres de los
grupos correspondieron a especies descriptas previamente.

Schardl & Leutchmann (1999) establecen tres nuevas especies de
Epichloé simbidticas con pastos de Norteamérica, basdndose en

estudios de interfertilidad y secuenciacién del gen de la B-tubulina.

1.3 ) Antecedentes en Argentina:

El conocimiento de la existencia de gramineas téxicas para el ganado
data de mucho tiempo atrds, pero la relacién de la misma con un hongo
se puso en evidencia recién a principios de este siglo. En un boletin de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de La Plata se publicé un trabajo
referente a las posibles causas de una enfermedad del ganado,
producida por la ingesta de Festuca hieronymi Hackel, conocida como
tembladera (Rivas y Zanolli, 1909).

Esta es una enfermedad téxica de los herbivoros, caracterizada por
manifestaciones nerviosas particulares que constituyen los primeros
sintomas. Los autores identificaron de manera errénea al endofito
presente en esta planta, denomindndolo Endoconidium tembladerae. Sin
embargo fueron los primeros en el mundo en relacionar este tipo de
enfermedades con un endofito flngico. Este descubrimiento permanecié
en el olvido hasta que Bacon et al. en 1977 llegan a la misma conclusién
en relacién a la festucosis producida por la ingestién de F. arundinacea
por el ganado.

Durante los dltimos diez afios se estudian en el laboratorio de

Micologia del Depto de Cs. Bioldgicas de la FCEyN y PRHIDEB-CONICET
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los endofitos de gramineas autéctonas. Se lleva a cabo el
reconocimiento e identificacion de estas interacciones y de los
organismos que las forman (Bertoni et al., 1993). Hasta el presente se
han reconocido 33 pastos autdctonos asociados a endofitos fingicos
(Lugo et al., 1998; Cabral et al., 1999)

Esto dio como resultado el aislamiento de cepas de diferentes
gramineas téxicas (Festuca argentina (Speg.) Parodi, F. hieronymi Hack.
y Poa huecu Parodi) (Cabral & Bertoni, 1991 Cabral & Lugo, 1993) y de
otras de las que no se tiene registro de toxicidad como Poa rigidifolia
Steud., Festuca magellanica Lam. y Melica stuckertii Hack. entre otras
(Cabral & Lugo, 1994; White et al, 1996). Todos los organismos aislados
hasta el presente muestran las caracteristicas micromorfolégicas y de
cultivo que permiten incluirlos en el género Neotyphodium. En ningin
caso se registré la presencia de formas teleomérficas tanto en especies
nativas como introducidas.

Como en el caso de los endofitos del hemisferio norte, las
caracteristicas macro y micromorfoldgicas resultaron escasas y dudosas
para decidir si se trataba de especies ya descriptas. Para resolver este
problema realizaron un estudio preliminar aplicando técnicas
isoenzimdticas y moleculares a los endofitos de las tres gramineas
toxicas, compardndolos con endofitos del hemisferio norte. Los
resultados indicaron que los tres estaban alejados filogenéticamente de
los de las gramineas del hemisferio norte y que eran muy similares entre
si. Concluyen considerando que todos los aislamientos corresponden a
una nueva especie, que denominaron Neotyphodium tembladerae Cabral
et White (Cabral et al., 1999).

Paralelamente se realizd un estudio quimico del endofito de Poa

huecu, donde se identificé al compuesto letal como de naturaleza
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glicopeptidica (Acher, 1995). Esto coincidié con estudios previos
realizados en el Departamento de Quimica Orgdnica de la FCEyN de la
UBA, realizados directamente sobre la planta (Pomilio et al., 1989).
Estos resultados apoyan la hipdtesis de que los endofitos de las
gramineas toxicas son entidades diferentes a las del hemisferio norte.

En el laboratorio de Micologia se cuenta con una coleccion de mds de
70 aislamientos de endofitos pertenecientes al género Neotyphodium,
que en su mayoria fueron aislados de pastos sin registro de toxicidad
para el ganado. Muchos son componentes importantes de pasturas
naturales y de la dieta del ganado patagénico.

La mayoria de los endofitos del género Neotyphodium no forman
estroma y no se los conoce como productores de ningin otro tipo de
estructuras reproductivas en los pastos. Por esta razén se ha creido que
la transmisién vertical es la Unica forma de diseminacién de estos
endofitos asintomdticos. Pero, en un estudio realizado por White et al.,
en 1996 informan la ocurrencia de micelio con células conidiégenas y
conidios en la superficie de las hojas en dos especies diferentes de
gramineas; una del hemisferio norte (Agrostis hiemalis) y otra
sudamericana (Poa rigidifolia). Esta evidencia podria indicar que la
transmisién de estos hongos no se produce solamente por la
transferencia a través de las semillas, sino que podria ocurrir una

transmisién de tipo horizontal.

1.4 ) Electroforesis de isoenzimas:

La identificacién de especies flngicas estd generalmente basada en

diferencias morfolégicas observables, pero especies y poblaciones
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pueden ser genéticamente diferentes aunque no puedan ser
diferenciadas de manera morfoldgica. Técnicas bioquimicas y genéticas,
como el andlisis isoenzimdtico, han sido de utilidad para diferenciar
taxas que tienen morfologia similar en cultivo (Bonde et al., 1993).

El andlisis de isoenzimas por medio de las técnicas de electroforesis
horizontal en poliacrilamida ha sido utilizado para estudios de
diferenciacion y de variabilidad genética dentro y entre las especies
fungicas (Micales et al., 1992). Ademds ha sido efectivo en revelar la
extensa variaciéon en diversas poblaciones de hongos de numerosos
hospedantes (Leuchtmann & Clay, 1990).

Existen trabajos recientes donde se aplican métodos isoenzimdticos
como herramienta para la identificacion de endofitos del hemisferio
norte, que permiten una mas clara separacion de las entidades
(Leuchtmann & Clay, 1990; Christensen et al., 1993; Leuchtmann, 1994;
Naffaa et al., 1998). Las mismas técnicas, junto a estudios moleculares,
de formas teleomoérficas y anamérficas, han permitido obtener datos
sobre el origen, evolucién y dispersién de las mismas. Se ha mantenido
un especial énfasis en los anamorfos, cuyos teleomorfos son
desconocidos, que forman los sistemas mutualistas de mayor interés
econdémico, especialmente en pasturas comerciales.

La técnica de electroforesis permite separar proteinas por peso y
carga eléctrica cuando son sometidas en un campo eléctrico. Puede ser
llevada a cabo en diversos soportes, como geles de almidén o
poliacrilamida. Esta dltima ofrece un alto grado de resolucién y
flexibilidad en el espectro de pesos moleculares a separar, ya que se
puede regular el tamafio del poro del gel alterando el porcentaje de
acrilamida. Para detectar su actividad especifica in situ se realiza una

tincién histoquimica especifica.
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Las isoenzimas (Markert & Muller, 1959) son distintas formas
moleculares de una misma enzima que catalizan una misma reaccion
(codificadas por diferentes loci), aunque pueden diferir en sus
propiedades cinéticas. También se establecié el término alozima en
referencia a las variantes proteicas producidas por diferentes formas
alélicas del mismo locus. Las distintas bandas que aparecen sobre el gel
luego de la tincidn histoquimica se denomina Zimograma. El patrén de
bandas resultante para cada individuo es el fenotipo electroforético.

El papel biolégico de las isoenzimas seria mediar reacciones en
diferentes compartimentos celulares o tejidos, o bajo distintas
condiciones metabdlicas u ontogenéticas.

Para lograr una muestra aleatoria y representativa del genoma deben
elegirse sistemas isoenzimdticos que cubran todo el espectro
metabdlico, desde las enzimas involucradas en el metabolismo
energético, usualmente menos variables, hasta las enzimas no
especificas del metabolismo periférico, en donde la ocurrencia de

variacion es un fenomeno frecuente.

Agustina Gentile



OBJETIVOS



Objetivos -14 -

2- OBJETIVOS

Analizar las caracteristicas morfoldgicas de los endofitos aislados
de gramineas autéctonas no téxicas de Argentina.

Caracterizar los mismos endofitos por el método de
electroforesis de isoenzimas.

Comparar los resultados morfoldgicos e isoenzimdticos con los de
los endofitos de hospedantes del hemisferio norte y con aquellos
aislados y caracterizados previamente a partir de gramineas
téxicas.

Reconocer las posibles variaciones morfoldgicas e isoenzimdticas
entre especies y entre algunas poblaciones de endofitos aislados

de diferentes hospedantes.
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3-HIPOTESIS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente (Cabral et
al., 1999),
= os endofitos asociados con pastos nativos no téxicos de Argentina
representan entidades diferentes a los estudiados en otras partes
del mundo, y en particular a las conocidas en el hemisferio norte.
= También mostrardn diferencias con N. fembladerae estudiado

previamente en tres gramineas téxicas nativas.

La ausencia de formas teleomodrficas en Argentina y posiblemente en
Sudamérica, podria tener dos explicaciones: El género teleomérfico
Epichloé evoluciond en el hemisferio norte y Sudamérica fue colonizada
por una o pocas cepas de endofitos anamérficos, transmitidos por
semillas, que no tenian la capacidad de formar estromas. Esta hipdtesis
presupone cierta dificultad en la colonizacién, que quizds ocurrié cuando
Norteamérica y Sudamérica se encontraban separadas.

®Bajo estas condiciones todos los endofitos en Sudamérica habrdn
desarrollado de una o muy pocas cepas ancestrales y se espera que
tengan menor diferenciacién que las del hemisferio norte, ya que el

tiempo de divergencia es menor.

Una hipétesis alternativa, es que diferentes especies de Epichloé
alguna vez existieron en Sudamérica, pero se extinguieron debido a
condiciones climdticas adversas u otros factores.

®wBajo estas condiciones los endofitos anamérficos del género
Neotyphodium en Sudamérica mostrardn diferencias, que indicarian su

evolucion de diferentes especies teleomérficas.
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4- MATERIALES Y METODOS

4.1) Cepas utilizadas en el estudio.

Se analizaron un total de 37 cepas de endofitos flingicos de
gramineas. De ellas, 21 corresponden a cinco gramineas autéctonas no
toxicas: Festuca magellanica Lam., Poa rigidifolia Steud., Phleum
commutatum Gaudin, Melica stuckertii Hacky Bromus setifolius Presl.
En todos los casos las caracteristicas macro y micromorfoldgicas
permiten ubicarlos en el género Neotyphodium sp.

Cuatro cepas provienen del hemisferio norte, tres corresponden a
formas teleomdrficas y una a la forma anamérfica Neotyphodium
coenophialum.

Se reanalizaron 12 cepas de tres gramineas téxicas autéctonas
estudiadas previamente, descriptas como N.fembladerae (Cabral et al.,
1999). Los datos de cada cepa se muestran en la Tabla 1 y la
distribucion de las especies y poblaciones de las gramineas estudiadas
asociadas con endofitos en territorio argentino, en la Figura 2.

Las cepas del hemisferio norte fueron proporcionadas por los Dres. J.
F. White (Jr. Rutgers University, New Jersey, Estados Unidos) y A.
Leutchmann (Geobotanisches Institut, Zurich, Suiza).

La casi totalidad de las cepas de gramineas autdctonas habian sido
aisladas con anterioridad y se encontraban depositadas en la coleccion
BAFC cult.

Se colaboré en el aislamiento e identificacién del endofito de Bromus

setifolius Pres| segun se detalla a continuacion.
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4.2) Relevamiento y coleccidn de gramineas colonizadas.

Durante el mes de Febrero de 1996 se realizé un relevamiento en la
Provincia de Mendoza con el objeto de identificar poblaciones de pastos
autdctonos asociados a endofitos flngicos y coleccionar ejemplares
vivos. Con el mismo objeto, del 10 al 22 de Diciembre del mismo afio, se
realizé una campafia al extremo sur de la Provincia de Santa Cruz.

Se relevaron pastos de invierno miembros de la subfamilias Poideae y
Meliaceae, donde se registra el mayor nimero de asociaciones con
endofitos.

Las plantas de cada poblacion se inspeccionaron visualmente, con el
objeto de detectar la presencia de estromas sexuales y/o estructuras
anamdérficas.

Se recolectaron 2-3 plantas enteras de cada poblacion seleccionada,
desenraizdndolas con una pala, y conservdndolas en una bolsa de pldstico.

Se realizé una inspeccidon microscdpica de cada planta, tomdndose
muestras de tallos y vainas, de las que se extrajo tejido parenquimdtico
con ayuda de un bisturi. El material se tifié con una gota de solucidn
acuosa de azul de anilina 0,1 % y se observé bajo microscopio éptico la
presencia de hifas de endofitos (White et al. , 1995).

Posteriormente se llevé a cabo el muestreo definitivo de aquellas
poblaciones en las cuales se habia registrado la presencia de endofitos y
se tomaron muestras de las plantas vivas. Se coleccionaron entre 5-10
ejemplares de cada poblacién. Se mantuvieron en bolsas pldsticas para

su traslado al vivero de la F.CE.y N.
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Aislamiento e identificacion

Los tallos y vainas de cada planta se lavaron cuidadosamente en agua
corriente, y se cortaron trozos de aproximadamente 2 cm. Se los
esterilizo superficialmente sumergiéndolos sucesivamente en una
soluciéon de etanol 50 % durante 1 minuto, y en una solucién de
hipoclorito de sodio 50 % (lavandina comercial y agua corriente 1:1)
durante 10 minutos. Luego se enjuagaron en etanol 70 % durante 1
minuto.

Una vez esterilizados, los fragmentos se sembraron en cajas de Petri
con medio Agar-Papa-Glucosa (APG) (extracto de papa 300 g/l, agar 20
g/l, glucosa 10 g/1).

Las cajas se sellaron con papel parafinado y se colocaron en cdmara
de cultivo, en oscuridad, a 23° C hasta que se observaron hifas que
emergieron de los extremos de los trozos sembrados.

De cada planta se selecciond una sola cepa y, luego de ser repicadas a
tubos en pico de flauta con medio APG, se dejaron desarrollar y se
incorporaron a la coleccién BAFC cult.

Para la identificacién se sembré cada cepa en placa con medio APG
agarizado y se utilizaron como criterios los caracteres
micromorfolégicos y de cultivo. Para analizar el primer tipo de
caracteres se estudid cada cepa bajo microscopio dptico de
fluorescencia (Zeiss, Axioskope) con tincion de calcofluor white. Se
analizé el tamafio de los conidios, el largo de las fidlides, la intensidad de
fluorescencia y la morfologia de las hifas. Para el caso de las diferencias

de cultivo se hizo una inspeccién a ojo desnudo de su morfologia, de su

Agustina Gentile



Materiales y métodos - 19 -

tasa de crecimiento y se observé la difusién o no de pigmentos en el

medio.

Comparacion de caracteres morfolégicos

Tomando en cuenta los datos preexistentes, junto con los obtenidos
de Bromus setifolius, se realizé una tabla comparativa de las
caracteristicas macro y microscépicas de todas las cepas aisladas a
partir de gramineas autéctonas. Se volcaron los datos de la tasa de
crecimiento, el color del reverso de la colonia y la difusién de pigmentos
al medio de cultivo entre las macroscépicas. Entre las microscépicas la
longitud y el ancho (en pm) y la intensidad de la fluorescencia de los
conidios, bajo luz UV y tincién con calcofluor white.

También fueron incluidos en el andlisis cepas de los endofitos
provenientes de hospedantes del hemisferio norte, para detectar
posibles diferencias de cardcter micromorfoldgico y de cultivo, con los

aislados a partir de pastos autéctonos.
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Hospedante Provincia Poblacién BAFC Endof. aislado
T. del Fuego | Cabo Domingo (p1) 654
Phleum conmutatum | T. del Fuego |Lago Escondido (p2)| 680
T. del Fuego | Cabo Domingo (p1) | 682
T.del Fuego. 64l
T. del Fuego | Paso Garibaldi (p3) | 700
T. del Fuego 668
Poa rigidifolia T. del Fuego | Lago Yehuin (p4) 673
T. del Fuego 642
T.del Fuego | Ea Los Flamencos 687
(p5)
Santa Cruz | Cabo Virgenes (p6) | 650
Festuca magellanica | Santa Cruz 659
T. del Fuego | Cabo Domingo (p7) 630 :
Cérdoba Capilla del Monte 803 INeoTypleodiven.p
(p8)
Melica stuckertii Cérdoba Ea El Rosario (p9) 1204
Cérdoba Copinas (p10) 1206
Cérdoba Capiila del Monte 1205
(p8)
Cérdoba Ea. El Rosario (p9) | 1202
Santa Cruz Lago Roca (pl1) 816
Bromus setifolius | Santa Cruz Ea Alice (p12) 893
Mendoza | Ruta222 (pI3) | 896
Mendoza 861
_ Neuquén 2184
_ Neuquén 2180
_Neuquén |  ElHuecd (p14) | 2181
Poahuecu | Neuquén 2175
Neuquén 2176
Neuquén |Cajén Almanza (p15)| 1209 | M. rembladerae
Neuquén 1210
F. hieronymi ~ Tucumdn | Tafidel Valle (p16) | 65 |
Tucumdn 76
_Neuquén Aluminé (p17) | 1351
F. argentina Neuquén 1031
Rio Negro Bariloche (p18) 53
Dactylis glomerata 2301 Suiza 2142 Epichloé typhina
F. rubra 2390 EEVUU (N.J.) 797 E. festucae
Agrostis hiemalis 2275 EEUU 2470 E. amarillans
F. arundinacea 2299 Suiza 2167 N. coenophialum

Tabla N° 1: hospedante, provincia y poblacién, N° de BAFC cult. e identificacidn del

endofito aislado.
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Figura N° 2: Distribucién de las especies y poblaciones de gramineas asociadas con
endofitos en territorio argentino. Abreviaturas: M.s: Melica stuckertii;
B.s:  Bromus setifolius; P.c: Phleum conmutatum; F.m: Festuca
magellanica; P.r: Poa rigidifolia.
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4 3) Electroforesis de isoenzimas.

4 3 1- Preparacion de las muestras.

Se hicieron crecer las cepas en medio liquido V-8: jugo comercial V-8
centrifugado 100 ml, glucosa 10 g, monohidrato de L-asparragina 2 g,
fosfato de potasio monobdsico 1 g, sulfato de magnesio 0.5 g, cloruro de
potasio 0.25 g, cloruro férrico anhidro 0.01 g, agua destilada hasta
completar 1 litro y con ajuste a pH 6 (Leutchmann, 1994).

Los cultivos se mantuvieron en agitacién a 120 r.p.m en oscuridad a 23
°C durante 15-21 dias que fue el intervalo de tiempo en donde se habia

detectado crecimiento mdximo (Cafaro, 1997).

Método de extraccion de isoenzimas.

Luego del filtrado al vacio del micelio, se realizaron distintos
tratamientos:

. Enfriado en bafio de hielo a 0° C y utilizado inmediatamente en

la extraccidn.

" Congelado a -70° C durante 72 hs. , liofilizado y triturado a

temperatura ambiente en mortero de cerdmica, y almacenado
hasta su utilizacién a -20° C .

La extraccién resulté mds eficiente cuando el micelio se congeld a
-70° C durante 72 hs. A continuacion se lo liofilizé y se lo trituré en el
mortero. Luego de la resuspensién en el buffer de extraccién, fue
conveniente congelar el homogenato a -20° C, para completar la
liberacion de enzimas. Este segundo proceso de congelamiento optimizé

la ruptura de las hifas. La evaluacién de los resultados fue cualitativa, y
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se obtuvo por comparacion de las mismas cepas bajo los diferentes
tratamientos.

Se colocaron 40 mg de micelio en un tubo Ependorff y se agregaron
aproximadamente 2 ml de buffer de extraccién (Tris- HCl 0.1 M pH 7.1;
PVP 40000 -4 a 20 p/v. 0.01 M MgClz. 6 H20: 0.01 M KCI; 0.001 M
EDTA. 0.1% v/v B- mercaptoetanol). Este proceso se realizé en
recipientes a 0°C enfriados con hielo y se trituré cada muestra con una
varilla de vidrio. Se absorbié cada homogenato en papel Wattman 3 MM

de 2 mm de ancho por 4 mm de largo.

4 3 2- Preparacion de los geles.

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 7 % cuya preparacién es la

siguiente:
Buffer 100 ml
Acrilamida 700g¢
Bis- acrilamida 01l6g

TEMED (diamina de N,N N N'-Tetrametiletileno) 0.10 ml

Persulfato de Amonio punta de espdtula.

Los buffers difieren segin el sistema isoenzimatico analizado (Tabla
N° 2).

Una vez finalizada su preparacidn, la solucién se virtié en una cubeta
de vidrio de 17cm de largo x 15cm de ancho x 2mm de espesor. La
polimerizacién se produjo en ausencia de aire, lo que se logré cubriendo
la cubeta con una placa de vidrio evitando la formacion de burbujas. Se

dejo polimerizar a temperatura ambiente entre 3 y 14 hs.
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4 3 3- Siembra y corrida electroforética.

La electroforesis horizontal se realizé en geles de poliacrilamida. Se
practicaron orificios en el gel con un peine de acero inoxidable con 20
dientes de 4 mm de ancho x 2 cm de espesor espaciados regularmente.
En cada orificio se inserté papel de filtro Wattman embebido en el
homogenato. Por tratarse de bandas de migracién anddicas, las muestras
se sembraron aproximadamente a 4 cm del extremo del cdtodo. Se
utilizaron unas gotas de solucion de azul de bromofenol como marcador
de frente a fin de estimar la posicién de las enzimas y como referencia
para estimar la velocidad de migracidn relativa (Rf).

Para calcular la velocidad de migracidn relativa se utilizé la siguiente

férmula:

Rf. = (d/a) * 100

donde a representa la distancia que migré el colorante con respecto al
lugar de siembra, y d es la distancia de migraciéon de la banda con
respecto al mismo punto.

Los geles con los papeles de filtro Wattman embebidos en los
homogenatos fueron colocados en las cubas electroforéticas que
contenian los buffers correspondientes a cada sistema enzimdtico
(Tabla N° 2). Los geles fueron puestos en contacto con la solucién
buffer mediante pafios esponja de 16 x 10 cm.

Se los cubrié con papel autoadherente para evitar la evaporacién y se
los tapé con vidrios. Luego se sometieron a un campo eléctrico a voltaje

constante (120 V) y a amperaje variable, tratando de no superar los 35
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mA, dentro de una cdmara a 5° C a fin de evitar el calentamiento y
consecuente desnaturalizacién de las proteinas. La corrida
electroforética se detuvo cuando el frente migré 10-12 cm desde el
punto de siembra. La velocidad de migracién depende de las soluciones
buffer utilizadas en los geles y cubas electroforéticas, por lo cual el
tiempo de corrida fue variable de acuerdo al sistema utilizado. Una vez
finalizada la corrida electroforética, se realizé el revelado de los
distintos sistemas enzimdticos por medio de tinciones histoquimicas

especificas.

Tabla N°® 2. Caracteristicas de los buffers utilizados en las corridas electroforéticas.

| Buffer Composicidn Autor

0.223 M Tris, 0.069 M dcido citrico,
II Soltis et al. , 1983.
ajustea pH 7.2

0.135 M Tris, 0.032 M dcido citrico,
III Soltis et al. , 1983.
ajuste a pH 8.

Solucién A: 0.03 M LiOH,
0.2 M dcido bdrico, ajuste a pH 8.2 .
R Modificado por
Solucién B: 0.05 M Tris,
Ridgway et al., 1970

0.0083 M dcido Citrico, ajuste a pH 8.2.

Selander et al., 1969.

4 3 4- Revelado, fijacion y preservacion de geles.

Los buffers y protocolos de tincion se realizaron segin Wendel &
Weeden (1989), Soltis et al. (1983) y Shaw & Prasad (1970). Se
seleccionaron 6 sistemas cuyos procedimientos de tincion y buffers se

detallan en 4.35.
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Todos los geles se fijaron en una solucién agua, metanol y dcido
acético (5:5:1), se fotografiaron aquellos que presentaban la mejor
resolucién y se envolvieron en bolsas de pldstico con la medida
necesaria, selladas por calor para su preservacion. Se rotularon y se

almacenaron en cajas de cierre hermético a temperatura ambiente.

4 3 5- Caracteristicas y condiciones experimentales de los sistemas

enzimaticos.

Las abreviaturas de esta seccién se encuentran en la pdgina 31.

1- Esterasas

Buffer de corrida: III

Buffer gel: ITI dilucién 67 ml/I.

Tincidn: acetato de o-naftilo (aNA) 003g
acetato de B-naftilo (BNA) 003g
Fast blue RR Salt (FBRRs) 005g
Acetona 2 ml
Buffer Tris-Hcl 0.1M pH 6 50 ml

Las esterasas son consideradas hidrolasas ya que participan de la
hidrélisis de las uniones ésteres. Pertenecen a un grupo complejo y
heterogéneo de enzimas de amplia especificidad por sustratos
artificiales.

Se revelaron los geles con dos sustratos diferentes: por un lado con
el aNA y por el otro con el PNA. Esto se realizé a fin de mejorar el

revelado de las bandas, ya que se logré mayor nitidez y resolucién. Se

Agustina Gentile



Materiales y métodos - 27 -

disolvié por separado el acetato de naftilo con acetona, y el colorante
(FBRRs) con el buffer de tincién. Luego esta solucién se filtré y se
vertié sobre el gel, que se incubé a 40°C en oscuridad hasta que
aparecieron bandas de color marrén oscuro en el caso de esterasas o y

bandas de color rojo en el caso de esterasas .

2- Glucosa 6 fosfato deshidrogenas

Buffer de corrida: i

Buffer gel: IT dilucién 35 ml/I.

Tincidn: Glucosa 6 fosfato. Nas 003g
NADP 001lg
NBT 001g
PMS 0.003 g

Buffer Tris-HCl 0.1M pH 8.5 50 ml

Se incubé a 37°C en oscuridad hasta que aparecieron bandas de color

azul en el gel.

3- Isocitrato deshidrogenasa

Buffer de corrida: IIT

Buffer gel: IIT dilucién 67 ml/I.

Tincién: Acido isocitrico 005¢g
MgClz 002g
NADP 0.005 g
MTT 001g
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PMS 0.0025 g
Bufer Tris-HCI 0.IM pH 8 50 ml

Esta enzima es una oxidoreductasa que requiere magnesio para
catalizar la reaccion. En presencia de PMS y NADPH, el NBT se
convierte en formazdn, compuesto que precipita y da lugar a la
formacién de bandas color azul.

Se disolvieron los reactivos en el buffer indicado y se volcé la
solucién sobre el gel. Este se dejé incubando a 37°C en oscuridad hasta

que se observaron las bandas de color.

4- Leucil aminopeptidasa

Buffer de corrida: IIT

Buffer gel: IIT dilucion 67 ml/I.

Tincidn: Clorhidrato de B-naftilamida de L-leucina 0.02¢g
Black K salt 005¢
N, N dimetilformamida 5ml
Buffer fosfato pH 6 50 ml

Se disolvié por separado el Clorhidrato de p-naftilamida de L-leucina
en la N, N dimetilformamida y el colorante con el buffer. Se incubé a
temperatura ambiente en oscuridad hasta que aparecieron bandas de

color violeta oscuro en el gel.

5- Malato deshidrogenasa
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Buffer de corrida: III

Buffer gel: ITI dilucién 67 ml/I.

Tincién: Acido mdlico 2M pH 10 5 ml
NAD 001g
MTT 001g
PMS 0.0025 g
Buffer Tris-HCl 0.1M pH 8.5 50 ml

Es una oxidoreductasa capaz de interconvertir el oxalacetato en
malato, cualquiera sea su localizacién. En presencia de PMS y NADH, el
MTT se convierte en formazdn, compuesto que precipita y da lugar a la
formacion de bandas color azul.

Se incubé a 37°C en oscuridad hasta que aparecieron bandas de color

en el gel.

6- Superdxido dismutasa

Buffer de corrida: RSc A

Buffer gel: R(1:9)Sc Ay ScB

Tincion: EDTA 015¢
NADH 001g
NBT 001g
MTT 001g
PMS 0.003 g

Bufer Tris-HClI 0.05M pH 85 50 ml
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Estas enzimas se hallan presentes en gran nimero de individuos
aerdbicos y parecen desempefiar un papel esencial en la defensa contra
la toxicidad del oxigeno molecular. Son metaloproteinas que catalizan la
reaccion en la que dos radicales superdxido producen perdxido de
hidrégeno y oxigeno.

En presencia de luz y PMS, el MTT se convierte en formazdn
originando un precipitado azul y produciendo oxigeno. Las zonas donde
se produce la reaccién se observan como bandas claras sobre un fondo
azul.

Se disolvieron los reactivos en el buffer de tincién y se colocé el gel
en una bolsa pldstica con la solucién y se incubé bajo una lémpara de 100

W hasta que el gel se coloreé de azul y aparecieron bandas blancas.
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4 4) Andlisis de datos.

Las bandas obtenidas se ingresaron como caracteres binarios de
presencia/ausencia en una matriz fenética, asigndndoles 1 6 O
respectivamente. Las columnas de la matriz representan las unidades
taxondmicas operativas (OTU), en este caso los aislamientos, y las filas
son los caracteres considerados, N° de bandas (Tabla 5). Los datos no
fueron analizados como frecuencias alélicas, debido a que se trata de
formas anamérficas y no es posible realizar cruzamientos controlados
para asignar alelos.

Se construyé un fenograma representativo de las similitudes entre
las cepas analizadas, utilizando el método de agrupamiento pareado por
medias no ponderadas (UPGMA) y se probaron diferentes coeficientes
de similitud: Nei & Li (Nei & Li, 1979), Jaccard, Simple Matching y
Sorensen (Crisci & L. Armengol, 1983). El andlisis se realizé con el

programa MultiVariate Statistical Package (MVSP) (Kovack, 1993).

Abreviaturas:

EDTA dcido etilen diamino tetra acético.

MTT bromuro de dimetiltiazol-2-il difeniltetrazolio.
NAD Nicotinamida-adenina-dinucledtido (oxidado).
NADH Nicotinamida-adenina-dinucleétido (reducido).
NADP Nicotinamida-adenina-dinucledtido fosfato.
NBT Nitro Blue tetrazolio.

PMS Metasulfato de fanazina.
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5-RESULTADOS

5.1) Deteccidn, aislamiento e identificacién de los endofitos.

Tanto /n situ como en el laboratorio no se registraron formas
teleomérficas en las estructuras aéreas de las plantas examinadas.

El endofito de Bromus setifolius se observé como delgadas hifas poco
ramificadas que crecen de manera intercelular a lo largo del parénquima
del hospedante y que puede ser visualizado mediante la tincién con azul
de anilina.

Durante el aislamiento, el micelio tardé aproximadamente un mes en
emerger de las cafias sembradas en medio agarizado.

Se aislaron 14 cepas de 6 poblaciones de la provincia de Mendoza y 11
de 5 poblaciones de la provincia. de Santa Cruz.

Los resultados de la identificacion de las dos poblaciones de
B.setifolius demostraron que la de Santa Cruz es estéril no presentando
ni fidlides ni conidios, mientras que las cepas estudiadas provenientes
de Mendoza presentan fidlides con conidios que varian entre 6-9 tm de
longitud, semejantes a los demds aislamientos de gramineas autéctonas
(Fig 4b, c). Ademds se observé que el reverso de las colonia es diferente
para cada poblacion, siendo de color castafio amarillento para las cepas
de Santa Cruz y castafio grisdceo en el caso de los aislamientos de
Mendoza. Las cepas de las diferentes poblaciones también se
diferencian en la tasa de crecimiento en medio agarizado. La colonia de
los aislamientos de Santa Cruz es de color blanco-amarillenta con
micelio aéreo liso, chato y afelpado y con una tasa de crecimiento de 40

mm en 30 dias. Las colonias de las cepas de Mendoza son de color

Agustina Gentile



Resultados - 33 -

blanco, con borde liso, con aspecto ligeramente cerebroide y con
reverso de color castafo-grisdceo claro (Fig. 3). La tasa de crecimiento
es menor que la de la otra poblacién alcanzando 16 mm en 30 dias.

El examen micro y macromorfolégico de los cultivos permitié ubicar
las cepas aisladas de la poblacién de Mendoza como pertenecientes al
género Neotyphodium. Las caracteristicas macroscépicas de los cultivos
de la poblacién de Santa Cruz indicarian que también se trata del mismo

género.

Comparacién de las caracteristicas morfoldgicas

Los resultados del andlisis comparativo de los caracteres
morfoldgicos se muestran en la Tabla 3. Se evidencian diferencias en el
tamatio de los conidios entre las cepas de los endofitos de Melica
stuckertii (excepto la cepa 803) con respecto a los demds aislamientos
de gramineas autéctonas y también con los del hemisferio norte. Su
longitud es menor y fluorescen débilmente bajo la luz UV con clacofluor
(Fig. 4a). Estas diferencias micromorfolégicas también tienen su
contrapartida en las diferencias observadas en cultivo, donde el
endofito de Melica stuckertii tiene una tasa de crecimiento mayor que
los demds aislamientos de gramineas autdctonas, similar al de las
especies de Epichlo€. Por otra parte, resulté ser la (nica que presenta
difusion de pigmentos castafios al medio de cultivo y reverso de la
colonia de color castafio rojizo oscuro (Fig. 3). Es de destacar que estas
diferencias se evidenciaron en 4 de las 5 cepas encontradas en
M.stuckertii. En tanto que la quinta (803) mostré caracteristicas

similares al resto de los endofitos provenientes de otros hospedantes.
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También se observan diferencias en los cultivos de Bromus setifolius
de las dos poblaciones estudiadas (Mendoza y Santa Cruz). Estas se
especificaron en la seccion anterior donde se hizo referencia a la
identificacion.

Las caracteristicas morfoldgicas mostraron diferencias con respecto
a los endofitos del hemisferio norte, tanto en la longitud de los conidios
como en la tasa de crecimiento.

De las 12 cepas de endofitos de gramineas autéctonas téxicas que se
reanalizaron, se observé que concuerdan con lo previamente descripto
(los datos no se incluyen en la tabla). No mostraron diferencias macro ni
micromorfoldgicas marcadas con los endofitos de Poa rigidifolia,
Festuca magellanica ni con la poblacion de Mendoza de B. setifolius. La
dnica diferencia observable es la tasa de crecimiento de Phleum
conmutatum y la de la poblacién de B.setifolius de Santa Cruz, que
resultaron superiores a la de los demds aislamientos de gramineas

autdctonas.
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B D

Figura N° 3: fotografias de los cultivos en medio agarizado de Bromus
setifolius (A: frente, B: reverso) y Melica stuckertii (C.frente,
D:reverso).
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C

Figura 4: a- Conidios de Melica stuckertii; b y c- Fidlides y conidios de

Bromus setifolius de la poblacién de Mendoza.
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5.2) Patrones electroforéticos.

Para este estudio se analizaron 21 cepas de endofitos de gramineas
autdctonas no toxicas. El trabajo se inicié con un mayor nimero de
cepas, sin embargo, algunas de ellas se descartaron, ya que en ciertos
sistemas los patrones electroforéticos no eran constantes.

Se encontraron un total de 33 electromorfos diferentes, con
sistemas que van desde 4 como en LAP hasta algunos sistemas como EST
con 8 patrones distintos de bandas. En la mayor parte de los
aislamientos los sistemas LAP y G-6PDH mostraron una sola bandag,
excepto para Melica stuckertii que presenté 2 bandas en ambos
sistemas, una de ellas, caracteristica o diagndstica.

Se denomina banda caracteristica o diagndstica a aquella que permite
la diferenciacién de una cepa en particular, ya que no es compartida por

ningtin otro aislamiento.

ESTERASAS

Se observaron 8 diferentes patrones isoenzimdticos, designados
como A, B, C, D E F, 6y H (Fig. 5). Los patrones C, D, 6 y H
correspondieron a cepas de endofitos del hemisferio norte (Hn) y las
restantes, A, B, E y F al hemisferio sur (Hs). Las primeras sélo
compartieron algunas bandas con los endofitos aislados del Hs.

El electromorfo D corresponde a la cepa de £ #yphina (Hn) que
presenté 5 bandas, de las cuales 3 son caracteristicas de ésta, dos de
movilidad rdpida (Rf.70 y 67) y una de movilidad intermedia (Rf.32). La

banda de Rf.26 es compartida con las cepas aisladas de las gramineas
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autéctonas (A, E y F) y con la C perteneciente a Neotyphodium
coenophialum (Hn), mientras que la banda restante (Rf.21) es
compartida con el electromorfo 6 de E. festucae (Hn). El electromorfo
H es el correspondiente al aislamiento de £ amarillans (Hn) que tiene 4
bandas, una diagnéstica (Rf.13) y las 3 restantes compartidas por la
mayoria de las cepas aisladas de gramineas nativas (Rf.48, 40 y 36).

Los electromorfos A, B, E y F representan las cepas aisladas de las
gramineas autdctonas. El electromorfo A corresponde a los aislamientos
de Poa rigidifolia, Festuca argentina, F. hieronymi, P.huecu y
F.magellanica, mientras que el electromorfo B corresponde a los
endofitos de Phleum conmutatum. Ambos electromorfos constan de 5
bandas y comparten sélo dos (Rf.48 y 42). El A tiene una banda
caracteristica (Rf.10) y el B la de Rf.52. El resto de las bandas son
compartidas con algunos de los otros aislamientos. El electromorfo E
corresponde al aislamiento de Melica stuckertii y el F al de Bromus
setifolius. Estos Ultimos comparten 3 bandas de Rf.48, 42 y 26 y no
presentan bandas diagndsticas.

Este sistema permitié diferenciar las cepas autdctonas de aquellas
aisladas de gramineas del Hn; ademds se observaron en los
electromorfos A y B bandas diagndsticas que las diferencian del resto

de los endofitos analizados.
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Figura N° 5: Esquema y fotografia del gel de EST.
A-H: electromorfos de las distintas cepas.

Hn: hemisferio norte; Hs: hemisferio sur
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LEUCIL AMINOPEPTIDASA

En este sistema sélo se presentaron 4 electromorfos, 3 de una sola
banda (A, B y C) y el restante de dos (D) (Fig. 6). Los patrones se
nombraron en forma creciente: A (Rf.37), B (Rf.40), C (Rf42) y D
(Rf.40y 45).

El electromorfo A se presenté en los endofitos de £ typhina (Hn) y
Bromus setifolius (Santa Cruz) (Hs), mientras que el C lo comparten A.
coenphialum (Hn) y Phleum conmutatum (Hs). El electromorfo D se
presenta sélo en Melica stuckertii, con dos bandas de Rf.40 y 45, El
patrén B es compartido por todas las restantes cepas estudiadas.

Este sistema no permite reconocer las cepas del Hn con respecto a
las del Hs, ni tampoco las del hemisferio sur entre si, a excepcién de M.
stuckertii que se diferencia claramente del resto por tener un patrén

caracteristico.
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LAP
45
42—
40— 40—
37—
A B C D

Hs + Hn Hs+ Hn Hs + Hn Hs

Figura N° 6: esquema y fotografia del gel de LAP.
A-D: electromorfos de las distintas cepas

Hn: hemisferio norte; Hs: hemisferio sur
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SUPEROXIDO DISMUTASA

Se reconocieron 5 electromorfos (A-E) (Fig. 7). El A com(n a todas
las cepas de endofitos aislados de gramineas autéctonas tanto téxicas
como no tdxicas, excepto a las cuatro cepas del endofito de Melica
stuckertii que se encuentra representado por el patrén D. Estas cepas
tienen las bandas Rf.50 y Rf.45 que le son caracteristicas. Las bandas
de Rf.31, Rf.18 y Rf .4 son compartidas con el A.

Los restantes electromorfos corresponden a cepas del hemisferio
norte; el B a £ typhina (Rf.31,4), el C a N. coenophialumy E. festucae
(Rf.31,25) y por dltimo el E que corresponde a £. amarillans (Rf.31,25 y
4). El electromorfo de los endofitos de gramineas autdctonas (A) consta
de 5 bandas, de las cuales 4 son compartidas con diferentes endofitos
de gramineas del hemisferio norte pero consta de una banda (Rf.12) que
le es caracteristica. La banda de movilidad rdpida (Rf.31) es compartida
con los electromorfos B, C, D y E. La banda de Rf.25 es compartida con
Cy conE. La banda de Rf.18 la comparte con el D.

Este sistema también permitié reconocer diferencias entre los
aislamientos del Hn y del Hs; ademds de separar nuevamente a

M.stuckertii del resto.
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Figura N° 7: esquema y fotografia del gel de SOD.

A-E: electromorfos de las distintas cepas

Hn: hemisferio norte: Hs: hemisferio sur
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MALATO DESHIDROGENASA

Se reconocieron 5 patrones isoenzimdticos diferentes (Fig. 8). El A
es compartido por todas las cepas aisladas de las gramineas autéctonas,
con excepcidn del aislamiento de F. magellanica que se representa por el
electromorfo D. El patrén A consta de tres bandas, una de Rf 52, otra
de Rf.40 y una (ltima de menor movilidad de Rf.22. En cambio el patrén
D, correspondiente a Festuca magellanica, presenta dos bandas
(Rf.36,28). Los demds corresponden a aislamientos del hemisferio norte
(Hn).

El electromorfo B correponde a N. coenophialumy presenta 2 bandas,
una compartida con el A (Rf.40) y la otra (Rf.36) compartida con los
patrones C, Dy E.

El electromorfo € corresponde a £. amarillans . Este tiene en comin
una banda (Rf.22) con el patrén A.

Por (ltimo el patrén E que pertenece a £ festucae, posee una Unica
banda (Rf.36) compartida con los aislamientos provenientes del Hn (B,
C) y con los del Hs (D).

Este sistema permite reconocer y diferenciar las entidades
pertenecientes al Hn con respecto a aquellas del Hs. Diferencia a las
cepas de plantas autéctonas del resto por la banda diagnéstica de Rf.52.
Sin embargo, salvo F.magellanica, las demds del Hs no se diferencian

entre si.
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Figura N° 8: esquema y fotografia del gel de MDH.

A-E: electromorfos de las distintas cepas

Hn: hemisferio norte; Hs: hemisferio sur
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GLUCOSA 6 P-DESHIDROGENASA

Se encontraron 5 electromorfos, A, B, C, Dy E (Fig. 9). Los A,By C
presentan solamente una banda, mientras que los D y E presentan dos.
El patrén A corresponde a N. coenophialum (Hn) y presenta una banda
(Rf.20). El electromorfo D corresponde al endofito aislado de Melica
stuckertii, que presenta dos bandas de Rf.16 y 20, esta dltima
compartida por el patrén A.

El electromorfo E corresponde a £ amarillansy presenta dos bandas
una de Rf.4 y otra de Rf.25. Los electromorfos B y C, Rf.22 y Rf.25
respectivamente, son compartidos tanto por cepas aisladas de plantas
autdctonas como por las cepas de E. typhina y E. festucae provenientes
de aislamientos del Hn.

Este sistema no permite separar las entidades provenientes del Hs
con respecto a aquellas aisladas a partir de hospedantes del Hn.

Solamente se pudo utilizar para diferenciar a M.stuckertii del resto.



Resultados - 48 -

G-6PDH
23 25 mamm
22 ommm
20 . 20 NN
16
4 -
A B C D =

Hn Hs Hs Hs Hn
Hn Hn

s LXT]

P T e el o

-

Figura N® 9: esquema y fotografia del gel de G-6PDH.
A-E: electromorfos de las distintas cepas

Hn: hemisferio norte; Hs: hemisferio sur
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ISOCITRATO DESHIDROGENASA

Se presentaron 6 patrones isoenzimdticos diferentes (Fig. 10). El
patrén A corresponde U(nicamente a la cepa de £ ftyphina (Hn) y
presenta dos bandas que no comparte con ningln otro aislamiento, Rf 64
y Rf.20. El electromorfo B fue asignado tanto a N. coenophialum (Hn)
como a B. setifolius de Santa Cruz, que presentan dos bandas con
movilidad electroforética muy cercana de Rf.23 y 25. La primera es
compartida por C, D y F, siendo la de Rf.25 caracteristica de este
grupo. El C, que se encontré en los demds aislamientos de plantas
autéctonas no téxicas como F. magellanica, P. conmutatum, P. rigidifolia
y B. setifolius de Mendoza, presenta ademds otra banda mds rdpida de
Rf.26. El electromorfo D fue encontrado en los aislamientos de
E.festucae (Hn). El F, correspondiente a £ amarillans, comparte la
Rf.26 con C, teniendo ademds una banda diagnéstica de Rf.6. El patrén
E sélo fue asignado a Melica stuckertii, que presenta dos bandas
diferentes y no compartidas con ningln otro aislamiento: Rf.30 y 33.

Nuevamente el endofito aislado de M.stuckertii se distingue con un
patrén muy caracteristico; sin embargo no es posible separar aquellas
provenientes del Hn del Hs en todos los casos, ya que una cepa del Hs

presenta un patrén semejante a N.coenophialum.
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Figura N° 10: esquema y fotografia del gel de IDH.

A-F: electromorfos de las distintas cepas

Hn: hemisferio norte; Hs: hemisferio sur



Resultados - 51 -

FENOTIPOS

Se consideran diferentes fenotipos isoenzimdticos a las
combinaciones de los electromorfos de todos los sistemas analizados.
Se observaron 12 en un total de 21 cepas autdctonas no téxicas y 4 del
hemisferio norte (Tabla N° 4).

Los fenotipos 1-4 son Unicos para las cepas representantes del
hemisferio norte, y los restantes pertenecen a las cepas aisladas de
gramineas autdctonas. Los fenotipos 5 y 6 se distribuyen entre
distintos aislamientos de Poa rigidifolia; mientras que en Phleum
conmutatum siempre se presenté en fenotipo 7 en todas las cepas
estudiadas.

Se observé que las dos poblaciones de Bromus setifolius presentan
diferentes fenotipos electroforéticos, demostrando que existen
diferencias consistentes entre ambas poblaciones. Cabe destacar que el
endofito de Melica stuckertii difiere notoriamente del resto de
endofitos de gramineas autéctonas.

Los resultados obtenidos demuestran que, en los endofitos
autéctonos, existen electromorfos muy similares, en especial para los
sistemas SOD, MDH e IDH. aunque en algunas cepas se observan
diferencias como en el caso de Melica stuckertii y en la poblacién de
Bromus setifolius de Santa Cruz.

Si observamos a las cepas del hemisferio norte, vemos que difieren
considerablemente, en su conjunto, de los endofitos de Argentina, ya
que se observan fenotipos diferenciales. Ademds es importante
destacar que existen diferencias entre todos ellos.

Es de mencionar que ninglin fenotipo fue compartido por cepas

aisladas de diferentes hospedantes.
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Tabla N° 4: Electromorfos de cada sistema enzimdtico y N° de fenotipo
correspondiente.
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Abreviaturas: P.r: Poa rigidifolia; P.c: Phleum conmutatum; F.m: Festuca magellanica,
B.s: Bromus setifolius, M.s: Melica stuckertii, E.t: Epichloé typhina; N.c: Neotyphodium

coenophialum; €.a: E. amarillans; E.f: E.festucae.
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5.3) Andlisis estadisticos.

Se construyé una matriz fenética, basdndose en un cardcter binario
(presencia/ausencia) de bandas. Consta de 37 columnas que
corresponden a las cepas de endofitos, y 57 filas que corresponden a las
bandas de todos los sistemas analizados (Tabla N° 5). El andlisis
estadistico se realizé utilizando el coeficiente de similitud de Nei & Li.

Este indice tiene la forma:

Sxyt 2y / (nx + 1)

donde ny, es el nimero de bandas compartidas, y nc y n, son los nimeros
de bandas en los fenotipos electroforéticos x e y, respectivamente. Se
probaron otros indices como el de Jaccard, que modificaban los
porcentajes de similitud, pero el elegido fue el de Nei & Li.

El fenograma de la Fig. 11 muestra que todas las cepas analizadas se
pueden dividir en dos grandes grupos a bajo nivel de similitud; uno
correspondiente a los endofitos de gramineas del hemisferio norte, con
excepcion de E.amarillans, con un porcentaje de similitud menor al 35 %,
y otro grupo correspondiente a los aislamientos de gramineas
autdctonas con un porcentaje de similitud que oscila entre 50-90 %. Con
excepcion de 4 de las 5 cepas estudiadas de M.sfuckertii, los endofitos
asexuales estudiados conforman un grupo con mds del 67 % de similitud.

En ese grupo pueden distinguirse dos subgrupos. Uno, con similitudes
mayores al 80 %, que contiene a los endofitos de F.hieronymiy P.huecu
(N.tembladerae), dos de las plantas tdéxicas estudiadas previamente

(Cabral et al., 1999), y a los endofitos de plantas no téxicas de:
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P.rigidifolia, B.setifolius de las poblaciones de Mendoza, y a la cepa 803
de M.stuckertii.

El segundo subgrupo, presenta una disposicién escalonada de las cepas
de endofitos correspondientes a cada hospedante, que se agrupan en
nicleos de 2-4 cepas con altas similitudes (97% y 100%). Esta formado
en grado decreciente de similitud por los endofitos de F.argentina,
F.magellanica, B setifolius poblacién de Santa Cruz, Phleum conmutatum,
E.amarillans'y M.stuckertii. Las cepas mds similares al subgrupo anterior
son las que corresponden a F.argentina, la tercera planta téxica incluida
por Cabral et al. (1999) como un nuevo taxén.

En el interior de este Ultimo subgrupo podemos diferenciar dos
conjuntos, uno formado por las cuatro cepas de M.stuckertii que forman
un nicleo de igual similitud y la cepa de E.amarillans, y otro conjunto

formado por el resto de los endofitos del subgrupo (Crisci, 1983).
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2142 E.tiphyna
2167 N.coenophialum
797 E.festucae

641(p3)  P.rigidifolia

2184(pl4)

) P.huecu

2180(pl4)

673(p4)

Z00(p3) =

J P.rigidifolia

684(ph)

687(ph)

7 | P.huecu

"7 | e rigidifolia

DRIE) | F hieronymi
P.huecu
M _stuckertii
B.setifolius
F.argentina
F.magellanica
B._setifolius
P.commutatum
E.amarillans
M .stuckertii

17

i £ I 1
0.42 0.62 0.21 1.00
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6-DISCUSION

En grupos taxonémicamente dificiles, los estudios isoenzimdticos
pueden resultar muy (Gtiles en el momento de definir una especie,
variedad o raza, en especial en aquellos individuos cuya clasificacién
se ve imposibilitada sobre la base de diferencias morfolégicas.

La electroforesis de isoenzimas ha aportado datos muy
importantes para la comprension de interrogantes tanto sistemdticos
como evolutivos. La técnica es relativamente sencilla, de rdpida
aplicacién, y la identificacién de nuevas entidades taxonémicas se
procesa en poco tiempo.

Los endofitos de pastos han sido ampliamente estudiados en el
hemisferio norte (White, 1988: Christensen et al, 1993;
Leutchmann, 1994; Tsai et al., 1994; Naffaa et al., 1998). Los datos
para Sudamérica son escasos (Morgan-Jones et al., 1990; Bertoni et
al., 1993; White et al., 1996; Cabral et al., 1999).

Desde hace 10 afios, en el lab. de micologia, F.C.EN, se lleva a cabo
el relevamiento, aislamiento y caracterizacion de endofitos de
gramineas autdctonas téxicas y no toxicas de Argentina. En todos los
casos se registraron endofitos anamérficos que se incluyen dentro
del género-forma Neotyphodium, no encontrdndose formas
teleomodrficas hasta el presente.

Los endofitos de las tres gramineas téxicas estudiadas
previamente (Cabral et al, 1999), no presentan diferencias muy
marcadas de los de las gramineas no téxicas analizadas en este
estudio. Algunos de ellos, como el de APrigidifolia, una cepa de

M.stuckertii y las cepas de las poblaciones de Mendoza de
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B.setifolius, se relacionan con similitudes mayores al 83 % con los
endofitos de Phuecuy F.hieronymi, considerados por Cabral et al.
(1999), como una Unica especie N.tembladerae. Estos datos deberian
contrastarse con estudios moleculares, sin embargo, teniendo en
cuenta la gran correlacion existente entre los estudios moleculares e
isoenzimdticos (Cabral et al., 1999), estos endofitos podrian formar
parte de la especie N.tembladerae.

Las dnicas que difieren en forma mds marcada (48%) del resto de
las cepas de gramineas nativas, son cuatro de las cinco aisladas de
M.stuckertii. Esto se correlaciona con las diferencias observadas en
las caracteristicas macro y microscopicas de cultivo. Resultados
similares obtuvieron Naffaa et al. (1998) con el endofito de M.ciliata
al que consideraron como una entidad diferente al resto de los
endofitos estudiados por datos moleculares e isoenzimdticos, aunque
no establecieron un nuevo taxon. La cepa 803 de M.stuckertii que se
diferencia morfoldgica e isoenzimdticamente de las otras cuatro,
corresponde a la misma poblacién que la cepa 1205. Es decir, las
diferencias no son a nivel poblacional sino entre individuos de la
misma poblaciéon de M.stuckertii. A pesar de que es necesario
analizar un mayor nimero de muestras, esto indicaria que un mismo
hospedante puede estar colonizado por diferentes endofitos.

Los estudios de variacion isoenzimdtica realizados por Leutchmann
& Clay en 1990 en endofitos del hemisferio norte, demostraron que
existe mayor variabilidad electroforética en pastos naturales que en
pasturas comerciales (N. lo//i de L. perenne y N. coenophialum de F.
arundinacea). En este trabajo no parece ocurrir algo similar, es decir,
con excepcién de M.stuckertii, la mayor parte de los endofitos

analizados de gramineas no téxicas de Argentina no muestran
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variabilidad inter ni intrapoblacional. Sélo se observan pequefias
variaciones entre las poblaciones de Mendoza y Santa Cruz de
Bromus setifolius, que se encuentran muy alejadas.

Nuestros resultados contradicen lo expresado por Leutchmann
(1994) y Christensen et al. (1993) de que los endofitos estrictamente
asexuales, de transmision exclusivamente por semilla, estarian
confinados a un Unico hospedante, formando clones de evolucion
independiente que producirian lineas de endofito-hospedante
especificas.

Esto podria ser consecuencia de un tiempo de divergencia menor
de los hospedantes y endofitos sudamericanos, 6 de que existe o
existié la posibilidad de transmisién horizontal que permitiera la
colonizacién de diferentes hospedantes por el mismo endofito. Esta
dltima posibilidad estaria apoyada por las observaciones de White et
al. (1996) que demuestran la produccion de células conidiégenas y
conidios en el filoplano de A.hiemalis del hemisferio norte vy
P.rigidifolia de Tierra del Fuego, indicando que, al menos algunos
endofitos, no estarian limitados a la transferencia vertical. Cabral
(com. pers) también observé la produccién de conidios en el interior
de las cafias secas de B.setifolius.

La posibilidad de que el endofito de una planta pueda ser
transmitido por conidios a otra planta del mismo o diferente
hospedante, también permitiria que mds de un endofito colonizara
una misma planta. Esto explicaria los resultados obtenidos en
M.stuckertil.

En este estudio, en el que se analizaron 21 endofitos aislados de
plantas no téxicas nativas de Argentina, se confirman los resultados

obtenidos previamente en el estudio de tres endofitos de plantas
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téxicas. Los endofitos de gramineas nativas conforman entidades
diferentes a la mayor parte de las formas sexuales y asexuales del
hemisferio norte. Es significativo que la mayor diferencia se
establece con E.typhina (N.typhinum), la forma sexual que ha sido
considerada el origen de las formas asexuales del hemisferio norte
(Schard| et al., 1991; Schardl, 1996). En cambio, la mayor similitud se
establece con Eamarillans. Sin embargo la forma asexual de esta
especie también es MN.fyphinum. Deberia confrontarse con
marcadores moleculares si este es el probable antecesor comin de
las formas asexuales de nuestras gramineas nativas.

Los resultados del andlisis morfoldgico, isoenzimdtico y la ausencia
de formas sexuales en gramineas de la Argentina, nos permiten
especular sobre el origen de estos hongos. Podriamos suponer que el
género Epichloé evoluciond en el hemisferio norte y que sdlo
representantes que no podian formar estroma y que se transmitian
de manera vertical, colonizaron Sudamérica. Con esta hipotesis,
todos los endofitos de Sudamérica se habrian desarroilado de una o
de algunas pocas cepas ancestrales y tienen por lo tanto muy poca

variacién entre todas ellos.
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7-CONCLUSIONES

. Los resultados apoyan la hipétesis de que los endofitos que
colonizan gramineas nativas son entidades diferentes a las

estudiadas en el hemisferio norte.

. En la mayor parte de las cepas se observan escasas diferencias
entre endofitos de plantas téxicas y no téxicas. Los endofitos
asexuales de plantas nativas conforman un grupo con similitudes
mayores al 67 %. Se desestima la hipétesis de que constituirian

entidades diferentes.

. El endofito de Poa rigidifolia, el de una cepa (803) de M.stuckertii
y el de las cepas de Mendoza de Bsetifolius podrian ser
considerados como parte de la especie Neotyphodium tembladerae

Cabral et White.

. Cuatro de las 5 cepas analizadas del endofito de Melica stuckertii
es el que presenta las mayores diferencias con los aislados a
partir de hospedantes tdxicos y no téxicos, como asi también de
los aislamientos provenientes del hemisferio norte. Podria ser

considerado una entidad taxondmica diferente.

. Los endofitos de diferentes poblaciones de Bromus setifolius

presentan caracteristicas diferenciales.
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6. Seglin los datos analizados, algunos endofitos no estarian
limitados a la transferencia vertical. Se postula una posible
colonizacion de tipo horizontal de endofitos al mismo o diferente

hospedante.
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