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EVOLUCION Y DIVERSIDAD DE ENDOFITOS EPICHLOE
DE LA FORRAJERA NATIVA BROMUS AULETICUS

RESUMEN

Bromus auleticus Trin. es una graminea forrajera nativa que establece asociaciones simbioticas con
al menos dos especies de hongos endofitos del género Epichloé Tul. & C. Tul (E. tembladerae y E.
pampeana). Por ser especies asexuales, se considera que se transmiten exclusivamente en forma
vertical a la siguiente generacion del hospedante. Estos hongos pueden conferir ventajas adaptativas a
sus hospedantes, como resistencia a stress y a herbivoria debido a la produccidn de alcaloides toxicos
para insectos, como las lolinas y peraminas, o para el ganado, como el indol-diterpeno lolitrem By
alcaloides del ergot.

Esta tesis se centra en el estudio de 3 aspectos principales de esta asociacién: i) la diversidad de
endofitos abordada mediante analisis morfoldgicos v filogenéticos de secuencias de genes nucleares,
complementados con la caracterizacion del perfil toxicogénico potencial mediante la deteccion por PCR
de genes involucrados en la sintesis de alcaloides, ii) la distribucién geografica de los linajes
identificados y iii) la posible existencia de eventos de transmision horizontal a través de una
aproximacion filogenética asi como mediante la implementacién de técnicas de inoculacion de
endofitos en ejemplares libres de ellos.

Se aislaron y caracterizaron los endofitos de B. auleticus y otros hospedantes simpatricos de méas
de 50 localidades, abarcando el area de distribucion de B. auleticus. Los caracteres morfologicos y las
reconstrucciones filogenéticas de los genes calM (calmodulina) e idtG (lolitrem B) permitieron identificar
al menos 5 linajes de endofitos presentes en B. auleticus. La genatipificacion del perfil potencial de
alcaloides de los distintos endofitos apoy6 la existencia de estos linajes.

El andlisis de la distribucion de los linajes endofiticos, basado en su relacién con variables
bioclimaticas, permitio establecer las areas geograficas donde cada uno es preponderante. Estas
zonas resultaron mayormente disyuntas e influenciadas principalmente por variables relacionadas con
las precipitaciones.

Para poner a prueba la hipétesis de transmision horizontal de endofitos entre diferentes plantas
hospedantes de la misma y distintas especies, se evaluaron tres técnicas de inoculacién de endofitos
de B. auleticus y Poa lanigera (hospedantes simpatricos) en plantas de B. auleticus. Sélo se obtuvieron
resultados positivos al inocular con E. tembladerae en meristema de plantulas. Ademas, los analisis de
los endofitos aislados de hospedantes simpatricos apoyarian también la existencia de transmisién
horizontal en Epichloé tembladerae ya que no pudieron diferenciarse mediante las filogenias ni otros
marcadores utilizados. Sin embargo, aun deberian evaluarse mecanismos de dispersion alternativos en
condiciones naturales.

Los resultados obtenidos indican la existencia de una gran diversidad de endofitos con diferentes
capacidades toxicogénicas potenciales, que deben ser considerados como una herramienta
determinante en el mejoramiento agronémico de Bromus auleticus.

PALABRAS CLAVES: endofitos, Neotyphodium, Epichloé, hospedantes nativos, transmision, distribucion
geografica



EVOLUTION AND DIVERSITY OF EPICHLOE ENDOPHYTES
FROM THE NATIVE FORAGE GRASS BROMUS AULETICUS

ABSTRACT

Bromus auleticus Trin. is a native forage grass that establishes symbiotic associations with at least two
species of endophytic fungi of the genus Epichloé Tul. & C. Tul (E. tembladerae and E. pampeana). As
asexual species, they are considered to be solely vertically transmitted to the next generation of the
host plant. These fungi can confer adaptive advantages to their hosts, such as the production of
alkaloids which can be toxic to insects, such as lolines and peramine , or toxic to livestock, such as
indole diterpene (lolitrem B) and ergot alkaloids..

This thesis is focused on the study of 3 main aspects of this association: i) the diversity of endophytes
addressed by morphological and phylogenetic analyses of nuclear gene sequences, complemented by
the characterization of the potencial chemotypic profile by PCR detection of genes involved in the
synthesis of alkaloids, ii) the geographical distribution of the identified lineages and iii) the possible
existence of horizontal transmission events through a phylogenetic approach and through the
implementation of techniques for the inoculation of endophytes to uninfected plants.

The endophytes from B. auleticus and other sympatric hosts from more than 50 localities, in the
distribution area of B. auleticus were isolated and characterized. The morphological characters and
phylogenetic analyses of calM (calmodulin) and idtG (lolitrem B) genes allowed the identification of at
least 5 endophyte lineages asocciated to B. auleticus. Genotyping of the different endophytes' potential
alkaloid profiles supported the existence of these lineages.

The distribution analysis of the endophytic lineages, based on their relationship with bioclimatic
variables, let us identify the geographic areas where each is predominant. These areas were mostly
disjunct and mainly influenced by variables related to precipitation.

To test the hypothesis of horizontal transmission of endophytes between different host plants of the
same and different species, three techniques of inoculation of endophytes from B. auleticus and Poa
lanigera (sympatric hosts) in plants of B. auleticus were evaluated. Positive results were obtained only
when plants were inoculated with E. tembladerae into seedling’s meristem. Furthermore, the analyses of
endophytes isolated from sympatric hosts also supported the existence of horizontal transmission for
Epichloé tembladerae as they could not be differentiated by filogenies nor by the other markers.
However, alternative mechanisms of dispersion in natural conditions should still be evaluated.

Results indicate the existence of a great diversity of endophytes with different potential toxigenic
capabilities, which should be considered as a decisive tool in the agronomic improvement of Bromus
auleticus.

KEY WORDS: endophytes, Neotyphodium, Epichloé, native hosts, transmission, geographic distribution
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INTRODUCCION GENERAL Mc Cargo P.D.

Un término que ha ido aumentando en relevancia en la ecologia microbiana es el de
‘endofito”, que deriva del griego ("endon"=dentro y "phyton"=planta) y fue
originalmente aplicado por de Barry (1866), usado actualmente para hacer referencia a
“aquellos microorganismos que colonizan inter y/o intracelularmente tejido vegetal
sano, persistiendo por todo o parte del ciclo de vida de la planta sin causarle sintomas
de enfermedad”(Petrini 1991; Wilson 1995). Por ser un término sin implicancia
taxondmica, su amplia aplicacion se debe a que agrupa a una gran diversidad de
organismos (algunas algas, bacterias y hongos) que pueden interactuar con las
plantas y poseen un gran potencial de producir compuestos quimicos con diferentes
propiedades (Schulz et al. 2002; Strobel y Daisy 2003; Kusari et al. 2012).

Los endofitos fungicos (hongos endofitos) son generalmente clasificados en dos
grandes grupos, los Clavicipitaceos y los No clavicipitaceos, usando como base para
esta clasificacién caracteristicas filogenéticas, su historia de vida, y las caracteristicas
de la simbiosis como ser el rango de hospedantes, los tejidos a los que se asocia y el
grado de colonizacion, el modo de transmision, la diversidad existente por planta y los
efectos sobre el hospedante (Rodriguez et al. 2009). Los endofitos Clavicipitaceos son
un grupo monofilético de organismos pertenecientes al género Epichloé (Fr.) Tul. & C.
Tul. (Clavicipitaceae, Hypocreales, Ascomycota) también conocidos comunmente

como “endofitos de pastos” por estar exclusivamente asociados a gramineas.

La simbiosis entre endofitos del género Epichloé y gramineas:

Los endofitos fungicos del género Epichloé han despertado interés por las
particularidades bioldgicas, ecolégicas y evolutivas de dicha asociacidon. Son
simbiontes fungicos de algunas especies de gramineas con metabolismo fotosintético
C3 pertenecientes a la subfamilia Pooideae (Clay 1990; Glenn et al. 1996; Leuchtmann
et al. 2014). Entre las especies hospedantes de estos hongos se destacan las
especies forrajeras mas comunmente utilizadas en zonas de climas templados, como
Schedonorus arundinaceus (Festuca arundinacea), Lolium perenne y L. multiflorum.
En estos hospedantes los endofitos pueden causar intoxicaciones en el ganado y/o
promover el desarrollo y resistencia al estrés de las plantas hospedantes. Por lo que el
conocimiento de estas interacciones, ademas de ser interesante desde el punto de

vista bioldgico tiene implicancias a nivel comercial.

Las distintas especies varian en cuanto a su modo de reproduccion (sexual y/o
asexual), su interaccion con el hospedante (patogénica a mutualista), su mecanismo
de transmision (vertical y/o horizontal), su composicion gendmica (haploide o hibrido),
y su efecto sobre la planta hospedante y la comunidad (Saikkonen et al. 1998; Omacini
et al. 2001; Moon et al. 2004; Casas et al. 2010; Tadych et al. 2014).
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Estos hongos crecen en forma sistémica e intercelular, desarrollandose en los
tejidos de las estructuras aéreas de sus hospedantes. El endofito coloniza meristemas
de macollos y flores en formacion, en donde se caracteriza por un crecimiento hifal
ramificado. Las hifas crecen en el apoplasto adheridas a la pared celular vegetal y son
estiradas al elongarse las células parenquimaticas del hospedante (Christensen et al.
2008). Por lo que, en los tejidos diferenciados de la planta se pueden observar las
hifas dispuestas en forma paralela al eje longitudinal de las células de los tejidos del
hospedante, en forma recta o convoluta y raramente ramificadas (Fig 1A y B). No se
han observado haustorios u otro tipo de estructura intracelular involucrada en
asociaciones de tipo patogénico, ni degradacién de pared celular que desencadene
mecanismos de respuesta en el hospedante (Christensen et al. 2002; Christensen et
al. 2008). Se considera que los endofitos se desarrollan a expensas de los nutrientes

(aminoacidos y azucares) transportados por via apoplastica (Moy et al. 2002).

Los endofitos pueden cultivarse en medios axénicos semidefinidos, caracteristica
que ha simplificado muchos aspectos de su estudio. En estos medios se caracterizan
por presentar micelio de color blanco y crecimiento lento (Fig 1C) y producir como
estructuras reproductivas asexuales células conidibgenas enteroblasticas, en general
no ramificadas de las que surgen conidios alantoides de tamanos variables (Fig 1D).
Las especies sexuales suelen poseer conidios pequefios de 4 — 6 um de longitud
mientras que en las especies asexuales alcanzan tamanos de 6 — 13 ym de longitud
(Schardl et al. 2004). Debido a estas caracteristicas en cultivo las formas asexuales se
clasificaron originalmente en el género Acremonium Link, pero posteriormente se
pasaron al género Neotyphodium Glenn, Bacon & Hanlin. La unificacién de nombres
dispuesta en el ultimo Cédigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y
plantas (Melbourne 2011) las ha colocado a todas dentro del género Epichloé
(Leuchtmann et al. 2014; McNeill 2012).
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Figura 1: Imagenes de endofitos. A y B: en parénquima foliar, C: colonia en medio de cultivo,
D: Estructura reproductiva asexual, célula conidiégena y conidio.

En base a diferencias en sus ciclos de vida (Fig. 2), se han establecido 3 tipos de
asociaciones con distintos grados de patogenicidad (White Jr 1988). Las especies
sexuales, que pueden corresponder a la Asociaciéon Tipo | o Tipo Il, se caracterizan
por producir estromas (signo de infeccion) sobre las cafias florales de su hospedante,
en las que impiden la expansion de la hoja bandera evitando el desarrollo de la
inflorescencia (causando la enfermedad conocida como “choke”) (Fig. 3A). Alli se
generan conidios que actuan como espermacios. Dado que se trata de especies
heterotalicas, el proceso de reproducciéon sexual se desencadena cuando los
espermacios son llevados a un estroma del tipo de apareamiento opuesto, por moscas
del género Botanophila'y en algunos casos babosas que se alimentan de los estromas
(Schardl et al. 2004; Hoffman y Rao 2014). El locus MAT determina el tipo de
apareamiento, y por lo tanto, la compatibilidad reproductiva. Las secuencias suelen
codificar para factores de transcripcion y se las denomina idiomorfos (no alelos) ya que
son muy diferentes pero ocupan el mismo locus en el genoma (Conde-Ferraez 2007).
Luego de la fecundacién, en el estroma maduran los peritecios con ascos y
ascosporas filiformes (Fig. 3B), las cuales son responsables del contagio, al infectar
flores y ovarios en desarrollo en plantas vecinas (transmisién horizontal). Luego de la

fecundacion del évulo, las hifas permanecen dentro de la semilla, para colonizar a las
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plantulas hijas luego de la germinacion (Philipson y Christey 1986; Schardl y Phillips
1997; Schardl et al. 2004). Cuando se desarrollan estromas sobre todos los macollos
reproductivos de la planta hospedante impidiéndole completamente la producciéon de
semillas (Asociacién Tipo 1), producen esterilidad total de la planta y la transmision de
los endofitos se realiza mediante esporas sexuales uUnicamente. Este tipo de
asociaciones se establecen entre E. glyceriae y Glyceria striata y entre algunas cepas
de E. typhinay distintos hospedantes como Dactylis glomerata (White Jr 1988; Schardl
2010). En cambio, en la Asociacion Tipo Il se produce una esterilidad parcial. Los
estromas se desarrollan sobre algunos de los macollos reproductivos mientras que en
otros macollos las flores desarrollan normalmente y el endofito coloniza el ovario sin
alterar la formacion de la semilla, de esta manera, la produccion de semillas es
suprimida solo en parte y el hongo se propaga tanto a través de las ascosporas como
en las semillas, como ocurre por ejemplo con E. brachyelytriy Brachyelytrium erectum
o E. festucae y Festuca rubra (Schardl et al. 2004; Schardl 2010) Las especies
asexuales, no suprimen la reproduccion de su hospedante (Asociacién Tipo lll), sino
que colonizan el ovario sin alterar el desarrollo de la semilla, permaneciendo
generalmente asociados a la capa de aleuronas, y luego infectan la plantula al
germinar la semilla. Por lo que, se considera que la forma de transmisiéon y
reproducciéon de los endofitos asexuales es mayormente vertical a través de las
semillas del hospedante, de la planta madre a las plantas hijas (White Jr 1988). En los
ultimos afios se ha comprobado que especies asexuales pueden transmitirse en forma
horizontal por la infeccién de conidios del simbionte producidos sobre el hospedante
(Tadych et al. 2012; Oberhofer y Leuchtmann 2014).
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Peritecios

pueden observar los peritecios (tomado de http://hdl.handle.net/10214/5749).

El estudio filogenético de este grupo de endofitos, basado en la secuenciacion de
genes nucleares, ha permitido dilucidar las llamativas relaciones evolutivas existentes
entre las distintas especies de Epichloé, habiéndose descripto actualmente 37
especies (Fungorum 2008). El analisis de secuencias, tales como el factor de
elongacion 1-a (tefA), B-tubulina (tubB), y-actina (actG), ARN polimerasa Il (rpb), ha

demostrado que se trata de un grupo monofilético de hongos estrechamente
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relacionado con especies patdgenas de plantas, insectos y otros hongos de la familia
Clavicipitaceae (White Jr 1988; Clay y Schardl 2002; Spatafora et al. 2007). La
mayoria de las especies sexuales son haploides mientras que, en contraposicion, la
mayoria de las especies asexuales son hibridos, inter o intraespecificos. Es decir, que
derivan de ancestros haploides con la posibilidad de eventos de hibridacién sucesiva,
posiblemente mediados por la fusidon de hifas de las especies parentales presentes en
una misma planta hospedante (Clay y Schardl 2002; Moon et al. 2004; Gentile et al.
2005). Analisis filogenéticos junto con estimaciones de tamafios de genomas, y en los
ultimos anos la secuenciacibn de genomas enteros, muestran que las especies
hibridas han conservado la mayoria o el total de los genomas aportados por las dos, y

a veces tres, especies ancestrales (Kuldau et al. 1999; Schardl et al. 2013b).

Estabilidad de la asociacion

Dada la sincronizacién que presenta el ciclo de vida del endofito con su hospedante,
estas asociaciones simbidticas presentan un alto grado de especificidad (Chung et al.
1997; Brem y Leuchtmann 2003; Karimi et al. 2012; Schirrmann et al. 2014). Diversos
mecanismos de sefalizacion entre el hospedante y el simbionte fungico, como por
ejemplo por especies reactivas de oxigeno (Tanaka et al. 2006) colaboran en

mantener el delicado balance en estas relaciones mutualistas (Eaton et al. 2011).

Aunque se considera que la asociacion es perenne y que la transmisién por
semillas es muy eficiente (con tasas de hasta el 100%) (Bouton et al. 2002; Pérez
2008), ocasionalmente, puede observarse la pérdida de la asociacidon por mecanismos
naturales en diferentes momentos del ciclo de vida de la planta. Las fallas pueden
ocurrir en la colonizacién de los meristemas que daran lugar a nuevos macollos
florales o vegetativos y en la colonizacién de los ovarios en desarrollo dando lugar a la
produccion de semillas sin endofitos. También, se ha observado muy comunmente
pérdida de viabilidad del endofito en las semillas durante su almacenamiento (Rolston

et al. 1986) o fallas en la colonizacion de las plantulas (Afkhami y Rudgers 2008).

Asi como la asociacion puede perderse naturalmente, es posible también
establecer nuevas combinaciones endofito-hospedante mediante su inoculacién en
plantas con potencial como hospedantes que se encuentren libres de los mismos
(Latchs y Christensen 1985; Simpson et al. 2012).

Debido a los efectos beneficiosos 0 negativos que estas asociaciones pueden
presentar para el manejo agronémico de pasturas, tanto la pérdida de la asociacion
como la posibilidad de generar nuevas combinaciones graminea-endofito han sido

utilizadas para el mejoramiento de pasturas, mediante la eliminacién de endofitos con
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caracteristicas no deseadas o la inoculacién de endofitos beneficiosos en cultivares

comerciales de especies de gramineas naturalmente hospedantes.

Efectos de la asociacion

La simbiosis entre los endofitos asexuales Epichloé y sus gramineas hospedantes
se considera generalmente mutualista ya que el endofito obtiene de su hospedante
nutricion, proteccion y modo de dispersiéon mientras que contribuye con un incremento
en el fitness del mismo (Kuldau y Bacon 2008). Los beneficios registrados incluyen
desde toxicidad contra herbivoros y cambios en la fisiologia del hospedante hasta

efectos en otros organismos (Malinowski y Belesky 2000; Schardl et al. 2004).

Toxicidad contra herbivoros

Una de las caracteristicas distintivas de esta asociacion simbidtica, y quiza la que
ha sido objeto de mayor estudio, es la capacidad fungica de producir diversas clases
de alcaloides con efecto anti-herbivoros. Al igual que otros miembros de la familia
Clavicipitaceae, los endofitos del género Epichloé pueden producir alcaloides del ergot
como la ergovalina y la ergotamina, y/o indol-diterpenos como el lolitremB, que poseen
fuertes efectos neurotdxicos en mamiferos (Gallagher et al. 1981; Panaccione 2005).
Pero ademas, muchos representantes de exclusivamente este género fungico, pueden
producir lolinas (aminopirrolzidinas) y peramina (pirrolpirazinas), que tienen efectos
neurotoxicos o alteran la alimentacion de insectos fitofagos y posiblemente otros
invertebrados como los nematodes (Tanaka et al. 2005; Schardl et al. 2007; Bacetty et
al. 2009).

Promocion del crecimiento y resistencia a estrés abiotico

Ademas de la proteccion contra herbivoros, diversos estudios han revelado que los
endofitos promueven el desarrollo de biomasa, la produccién de semillas y la
capacidad de rebrote de las plantas (Clay 1988; Hill et al. 1990; Gundel et al. 2006;
Zhang et al. 2015). Ademas, pueden conferir resistencia al estrés por inundacion
(Song et al. 2015) como por sequia (Arachevaleta et al. 1989; Malinowski et al. 1997;
Malinowski y Belesky 2000) y por metales pesados (Zaurov et al. 2001; Soleimani et
al. 2010).

Efectos sobre otros hongos

En cuanto a su efecto sobre hongos patdgenos, los pocos ensayos realizados
indican que las plantas E+ son afectadas en menor medida que las E- por estos,
viéndose efectos de inhibicion in vivo e in vitro (Yue et al. 2000; Clarke et al. 2006;

Tian et al. 2008; Pérez et al. 2013; Vignale et al. 2013). En relacion a su efecto sobre
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otros simbiontes mutualistas, como los hongos micorricicos arbusculares (HMA), los
resultados son variables. En estudios realizados con gramineas seleccionadas
agronomicamente se ha registrado un efecto negativo de la presencia de endofitos
sobre la infeccion o colonizacion por micorrizas (Chu-Chou et al. 1992; Omacini et al.
2006; Mack y Rudgers 2008), mientras que en los que se utilizé6 como hospedante una
graminea nativa, la asociacion fue registrada como positiva (Novas et al. 2005; Novas
et al. 2009).

Efectos en la comunidad

La presencia de plantas infectadas con endofitos promueve cambios en su entorno.
Por ejemplo puede alterar tasas de descomposicion de la materia organica, cadenas
troficas y las comunidades del suelo (Matthews y Clay 2001; Omacini et al. 2001;
Omacini et al. 2004; Lemons et al. 2005; Casas et al. 2010; Bultman et al. 2012;
Omacini et al. 2012). Incluso se ha demostrado que los alcaloides producidos por
endofitos pueden ser utilizados por plantas hemiparasitas para afectar la comunidad
(Lehtonen et al. 2005). Ademas, en mayor o menor medida, la presencia de plantas
con endofitos puede modificar la composicién de la comunidad vegetal (Rudgers et al.
2004; Rudgers et al. 2010). A pesar de la gran cantidad de resultados recopilados a lo
largo de los afios, sobre los efectos del endofito en organismos y comunidades del
suelo es necesario seguir investigando estos aspectos de la interaccion incluyendo

diferentes sistemas graminea-endofito (Omacini et al. 2012).

Los efectos mencionados anteriormente, resultantes de esta interaccidon, estan
influenciados por varios factores entre los que se encuentran el genotipo de cada
miembro de la asociacion (Gundel et al. 2010; Saikkonen et al. 2010) y las condiciones
ambientales en las cuales se desarrolla (Ahlholm et al. 2002; Hesse et al. 2003; Dauvitt
et al. 2011). Estos tres factores interactuan entre si generando combinaciones en las
que la asociacion puede resultar desde beneficiosa a perjudicial para el hospedante y
la supervivencia y transmisién del endofito. Por ejemplo, se han observado diferencias
en cuanto al rol de los endofitos en la resistencia a la sequia entre gramineas no
infectadas e infectadas con especies haploides o hibridas de endofitos (Hamilton et al.
2009; Oberhofer et al. 2013). De esta manera, en determinados ambientes puede
verse favorecida la presencia de plantas E-, generando gradientes en la incidencia de
endofitos en distintas poblaciones de una especie hospedante a lo largo de gradientes
ambientales. Entre otros parametros ambientales que influyen en la incidencia de
estos endofitos se encuentran los nutrientes, el pH del suelo, la comunidad vegetal y

las precipitaciones (Malinowski y Belesky 2000; Novas et al. 2007).
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Biosintesis de alcaloides

Las técnicas de secuenciacién masiva y comparacion de genomas desarrolladas en
los ultimos afos han permitido realizar analisis mas exhaustivos de la genémica de los
endofitos Epichloé. La identificacion y andlisis funcional de los /loci genéticos
involucrados en las vias de biosintesis de cada una de las 4 clases de alcaloides ha
permitido comenzar a comprender la gran variabilidad quimiotipica que presentan las

diferentes especies o cepas de una misma especie (Schardl et al. 2012).

Los genes involucrados en la biosintesis de alcaloides del ergot (EAS), lolinas
(LOL) e indol-diterpenos (IDT) se disponen en clusters mientras que un unico gen
(perA), que codifica para una enzima multifuncional, es el responsable de la
produccién de peramina (Young et al. 2006; Fleetwood et al. 2011) (Fig 4). Ademas,
en la mayoria de las especies de Epichloé analizadas hasta el momento los clusters
tienen una disposicién particular. En el centro se encuentran los genes responsables
de la estructura basica de los compuestos quimicos y en la periferia de sus respectivos
clusters aquellos genes que segun su presencia, ausencia o variaciones de secuencia
determinan la diversidad estructural de los alcaloides (Fig 5) (Schardl et al. 2013b;
Schardl et al. 2013c). Recientemente se ha encontrado que enzimas del simbionte
vegetal también pueden estar involucradas en la diversificacién de las Iolinas (Pan et
al. 2014). Estos loci se caracterizan por tener grandes bloques de repeticiones AT
(adenina-timina) derivados de transposones y MITEs (miniature inverted repeat
transposable elements), y en los casos de EAS e IDT, encontrarse cerca de los
telémeros. Dichas singularidades generarian inestabilidad en los genes de alcaloides,
reflejandose en la detecciéon de cepas con pérdida de grandes porciones o clusters
génicos completos y cepas con variantes debidas a duplicaciones de genes con
nuevas funciones, lo que genera una gran diversidad de quimiotipos entre y dentro de
las especies de Epichloé (Schardl et al. 2013b; Schardl et al. 2013c).
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A. Genes de la ruta de sintesis de lolinas (loci LOL)
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Figura 4: Disposicion de los genes involucrados en la sintesis de alcaloides en diferentes
endofitos Epichloé. A. en clusters, la abreviacion de genes es acorde a F=/olF, etc. B. en
clusters, la abreviacion de genes es acorde a E=easE salvo para W=dmaW y clo=cloA. C. en
clusters, la abreviacién de genes acorde a E=idfE o ItmE. D. dominios del gen perA,
A=adenilacion, T=tiolacién, C=condensacion, M= N-metilacion y R*=reduccidn, los subindices
indican la especificidad postulada por Ap: 1-pirrolina-5-carboxilato y Ag: arginina. Las barras
celestes por debajo indican repeticiones de secuencias, las barras verticales negras MITEs, y el
gréfico de abajo el contenido de bases AT (rojo) o GC (azul) de la secuencia (modificado de

Schardl et al. (2013b).
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Figura 5: Esquema de las vias de sintesis de las cuatro clases de alcaloides producidos por los
endofitos Epichloé y los genes involucrados en cada transformacion de los compuestos
quimicos (modificada de Schardl et al. (2012); Schardl et al. (2013a)).

Ventajas de la hibridacion como estrategia evolutiva
La existencia de una gran cantidad de especies asexuales hibridas de endofitos

Epichloé ha llevado a hipotetizar acerca de la importancia de las ventajas adaptativas
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que estos hongos brindan a su hospedante frente a sus contrapartes sexuales, y su
relacion con la seleccion y co-evolucion de los simbiontes (Selosse y Schardl 2007).
Las especies asexuales son mayormente dependientes de la transmision vertical, por
lo que se espera que aquellas que resulten mas beneficiosas para el hospedante sean
seleccionadas positivamente. La hibridacién generaria una acumulacion de genes para
la sintesis de alcaloides, y por lo tanto una mayor proteccién del hospedante. Esto se
evidenciaria en el hecho de que las plantas asociadas a hibridos parecen presentar
mas diversidad y abundancia de alcaloides que las asociadas a especies sexuales
(Leuchtmann et al. 2000; Selosse y Schardl 2007). Schard! y colaboradores (2013b),
han notado que varias de las especies sexuales secuenciadas no poseen genes
esenciales requeridos para producir alcaloides del ergot, indol-diterpenos y lolinas,
aunque la produccién de peramina es habitual tanto en especies sexuales como
asexuales. Ademas, la mayoria de las plantas E+ que producen el metabolito final de
alguna clase de alcaloide también se han registrado niveles altos de los intermediarios
(TePaske et al. 1993; Young et al. 2009). Por ultimo, cabe mencionar que siempre que
los hibridos presentan dos grupos de genes homodlogos para un alcaloide (derivados
de cada especie parental), uno de los grupos carece de algunos genes de los pasos
finales de la via. Debido a ésto, plantean la posibilidad de que la falta de genes
involucrados en los ultimos pasos de las vias de biosintesis de los alcaloides se deba
a una evolucién por seleccidén. Las numerosas y extensas repeticiones y la proximidad
a los teldbmeros favorecerian la pérdida de dichos genes y por lo tanto una
acumulacion de intermediarios quimicos de estas vias, resultando en una mezcla mas
compleja de alcaloides. Estos diversos alcaloides pueden diferir en actividad biolégica,
y asi ejercer efectos aditivos o sinérgicos contra un mayor espectro de organismos
(Schardl et al. 2013c).

Todos los beneficios mencionados anteriormente destacan las particularidades
adaptativas que pueden brindar estos endofitos a sus hospedantes; y su aun mayor
potencial para ser utilizados en el mejoramiento de pasturas, tanto por las especies
endofiticas por descubrir en areas no muestreadas como por las nuevas
combinaciones de simbiontes que se pueden establecer mediante inoculaciones. Por
lo tanto, la prospeccién de nuevos hospedantes y de genotipos de endofitos para su
inoculacién en forrajeras de interés comercial ha sido y sera uno de las estrategias

centrales en el manejo de estos hongos en el mejoramiento agronémico de gramineas.
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Endofitos Epichlo€ asociados a gramineas nativas de Argentina

El primer registro en nuestro territorio seria aquel en el que Rivas y Zanolli sugieren
al endofito Endoconidium tembladerae de Festuca hieronymi Hack como responsable
de la “tembladera”, enfermedad responsable de la muerte de burros y ganado vacuno
en el noroeste argentino (Rivas y Zanolli 1909). Sin embargo, el estudio de los

endofitos Epichloé en la Argentina no tomo relevancia hasta varias décadas después.

Hasta la fecha, en Argentina (y todo el hemisferio sur) sélo se han encontrado
especies asexuales, generalmente hibridas pero también haploides, no habiéndose
registrado formacion de estromas (Moon et al. 2002; Gentile et al. 2005; Mc Cargo et
al. 2014). En Argentina, se han registrado estos endofitos asociados a 36 especies de
gramineas, generalmente no téxicas para el ganado, pertenecientes a los géneros
Briza, Bromus, Festuca, Hordeum, Melica, Phleum y Poa. En su mayoria, estos
endofitos analizados corresponden a especies asexuales hibridas interespecificas que
derivan de las especies sexuales E. typhina subsp. poae y E. festucae las cuales no
han sido reportadas en Argentina (Gentile et al. 2005; lannone et al. 2012a; lannone et
al. 2015; Mc Cargo et al. 2014). Basados en enfoques morfoldgicos vy filogenéticos, 5
linajes han sido encontrados en la Argentina (Fig 6). Epichloé tembladerae (Cabral &
J.F. White) lannone & Schardl, presente en los géneros Poa, Briza, Festuca, Bromus,
Phleum y Melica; Epichloé pampeana (lannone & Cabral) lannone & Schardl
asociada a algunas poblaciones de Bromus auleticus Trin. ex Nees; Epichloé cabralii
lannone, Rossi & Schardl, hibrido entre E. typhina x E. amarillans asociado a Phleum
alpinum; E. typhina subsp. poae var. aonikenkana lannone, Rossi & Schardl,
endofito asexual, no hibrido asociado a Bromus setifolius; y un aislamiento de
Hordeum comosum hibrido entre E. typhina y un ancestro comun de E. amarillans y
E. baconii (Cabral et al. 1999; Gentile et al. 2005; lannone et al. 2009; Mc Cargo et al.
2014; lannone et al. 2015). Cabe destacar, la presencia de E. tembladerae en
especies hospedantes no relacionadas filogenéticamente y la presencia de mas de
una especie de endofito por especie hospedante en algunos casos, como se ha
observado en B. auleticus (lannone et al. 2009), Phleum alpinumy Bromus setifolius J.
Presl (Mc Cargo et al. 2014).
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Figura 6: arbol filogenético basado en secuencias del gen tefA. Se indican en negrita los cinco
linajes de endofitos encontrados en Argentina hasta la fecha (modificado de lannone et al.
(2015)).

El area relevada cubre grandes extensiones de la Argentina pero aun quedan zonas
sin estudiar, sin embargo, se ha logrado abarcar diversas regiones biogeograficas
(Bertoni et al. 1993; Lugo et al. 1998; Benavente et al. 2008; lannone et al. 2011;
lannone et al. 2012b). Entre los ambientes estudiados se encuentran algunos que se
consideran estresantes, como la estepa Patagénica o las dunas de la costa
bonaerense, y algunos de condiciones mas moderadas como es la Pampa Humeda.
La incidencia de estos endofitos se correlacioné con diversas variables ambientales en
diferentes hospedantes. Por ejemplo, en Bromus setifolius se encontré una correlaciéon
positiva con la precipitacion media anual, mientras que lo opuesto ocurrié con Phleum
alpinum (Novas et al. 2007). También, la incidencia en poblaciones de Hordeum
comosum aumenta en regiones mas aridas (lannone et al. 2015). En el caso de Poa
spiciformis 'y P. bonariensis, un factor influyente seria la comunidad vegetal (Novas et

al. 2007; lannone et al. 2012a). Por ultimo, P. lanuginosa presenté poblaciones
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infectadas en areas costeras con dunas, encontrandose una correlacién positiva con el
régimen de lluvias en invierno y la disponibilidad de agua en el suelo en primavera

(lannone et al. 2012a).

La gran diversidad de pastizales naturales que pueden encontrarse en la Argentina
proporciona numerosos sistemas biolégicos nativos para seguir profundizando en el
conocimiento de esta particular simbiosis e investigando el espectro de combinaciones
endofito-graminea-ambiente con potencial para su aplicacion agro-ganadera. En
particular, una de las asociaciones que presenta mayor interés es la que se establece

con Bromus auleticus.

La forrajera Bromus auleticus como hospedante de endofitos:

Bromus auleticus Trin. ex Nees (Pooideae) es una graminea C3 perenne invernal
nativa de Argentina, sur de Brasil (estados de Rio Grande do Sul y Santa Catarina) y
Uruguay. Dentro de Argentina, donde es vulgarmente denominada cebadilla chaquena,
su area de distribucién abarca las provincias de Buenos Aires, Cordoba, Corrientes,
Entre Rios, La Pampa, San Luis y Santa Fe. Se la puede encontrar tanto en pastizales
de la region pampeana como en las sierras cordobesas y puntanas, sur de la region
chaquena y en la Mesopotamia hasta la mitad sur de Corrientes. Habita en suelos
arenosos o0 arenosos-humiferos pero en las areas de gran explotacién agro-ganadera
es mas dificil de encontrar por efecto del laboreo continuado (Gutiérrez y Pensiero
1998). Se caracteriza por poseer buenas caracteristicas forrajeras, por su palatabilidad,
digestibilidad y caracteristicas bromatoldgicas para los animales (Bustamante et al.
2012). Se adapta bien a condiciones de cultivo y a pastoreos rotativos. Ademas, su
uso en pasturas mixtas es aconsejable por ser tolerante al estrés hidrico estival y
encontrarse en suelos de variable fertilidad, pH y profundidad siempre y cuando
tengan buen drenaje. Estas propiedades hacen de B. auleticus una forrajera atrayente

para el desarrollo de cultivares comerciales (Millot 2001).

Como ya se ha mencionado, se han descripto dos especies de endofitos de pastos
asociadas a B. auleticus: Epichloé tembladerae y E. pampeana (lannone et al. 2009;
Gentile et al. 2005). La asociacion con estos endofitos produce importantes efectos
sobre las plantas de esta especie. Tanto en experimentos realizados en invernadero
como a campo, las plantas asociadas a endofitos (E+) mostraron beneficios en
comparacion con sus contrapartes libres de endofitos (E-). Un aumento en el
crecimiento vegetativo y una mayor tasa de supervivencia y rebrote fueron registrados
para asociaciones con ambas especies fungicas (lannone et al. 2012¢). Ademas han

sido estudiados aspectos relacionados con la semilla y su germinacién. Las semillas
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infectadas con E. pampeana resultaron mas livianas y con mayor porcentaje y tasa de
emergencia que las contrapartes E- (lannone y Cabral 2006), mientras que aquellas
infectadas con E. tembladerae mostraron un efecto perjudicial con respecto a la

produccion de semillas frente a sus correspondientes E- (lannone et al. 2012c).

En cuanto a su efecto sobre otros microorganismos se evalu6 el efecto de la
presencia de endofitos en B. auleticus frente a la infeccién por el hongo patégeno
Ustilago bullata y por los hongos micorricicos arbusculares (HMA). En el primer caso,
se observd que B. auleticus-Epichloé spp. presentaban menos sintomas de
enfermedad (carbdn) y mejor desarrollo y supervivencia de las plantulas (Vignale et al.
2013). En el caso de los HMA, se evalud in vitro el efecto de los exudados de las
raices de las plantas E+, observandose un aumento en la longitud y ramificacién hifal y

en el niumero de esporas (Novas et al. 2011; Vignale et al. 2014).

Las caracteristicas mencionadas de la asociacion Bromus auleticus-endofitos como
ser: la diversidad de endofitos y los efectos que estos tienen sobre caracteristicas de
interés agrondmico, su amplia distribucién geografica y ambiental, y que ademas
habita en simpatria con otras especies de gramineas hospedantes de endofitos, hacen
de esta asociacion un modelo sumamente interesante para el estudio de distintos
aspectos evolutivos de estas simbiosis. El conocimiento de la diversidad de endofitos
presentes en esta especie junto con su capacidad para producir diferentes alcaloides,
su rango de distribucion y sus formas de dispersidén no solo permitirdn conocer
aspectos claves de la biologia de estos hongos sino que también seran de suma

utilidad en el proceso de seleccién y mejoramiento de esta planta forrajera.
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HIPOTESIS GENERALES

e Sobre el origen de los endofitos de B. auleticus. Se presentan dos hipétesis
alternativas: i) Epichloé tembladerae representa al linaje ancestral del que derivd E.
pampeana. La amplia distribucién de E. tembladerae respecto a E. pampeana en B
auleticus apoyaria esta hipétesis. li) El establecimiento de la simbiosis E. pampeana-

B.auleticus fue independiente de la simbiosis con E. tembladerae.

e Sobre los endofitos de las comunidades de gramineas. Gramineas de
distintas especies de una misma comunidad presentan simbiosis con endofitos de la
misma especie, adquiridos por transferencia horizontal, lo cual llevaria al agrupamiento

de los endofitos en clados por comunidad y no por hospedante.

e Sobre la capacidad toxicogénica de los endofitos de B. auleticus. Epichloé
tembladerae 'y E. pampeana tendrian genes para la sintesis de alcaloides toxicos para

insectos pero no para mamiferos.
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OBJETIVOS GENERALES

e Estudiar la distribucion geografica de las dos especies de endofitos, E. pampeana

y E. tembladerae, actualmente descriptas en B. auleticus e identificar poblaciones en

las que habita en simpatria con otras especies de gramineas hospedantes.

e Estudiar la diversidad de endofitos Epichloé entre poblaciones de Bromus
auleticus. Establecer las relaciones filogenéticas entre ellos y con los endofitos de
otras especies de gramineas que habitan en alopatria como en simpatria, mediante

filogenias basadas en el gen calM.

e Evaluar si distintos genotipos de Epichloé aislados de B. auleticus difieren en
cuanto a su capacidad de produccion de alcaloides con actividad anti-herbivoro
(insectos o mamiferos), mediante la evaluacién de la presencia y el analisis
filogenético de secuencias de genes pertenecientes a las rutas de biosintesis de los
alcaloides del ergot, indol diterpenos, lolinas y peramina. Ademas, analizar el mating

type de los aislamientos.

e Evaluar la existencia de transmision horizontal de endofitos asexuales entre
hospedantes de la misma u otra especie. Investigar posibles mecanismos naturales de

transmision horizontal de estos endofitos.
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Diversidad de endofitos Epichloé asociados a Bromus auleticus
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INTRODUCCION

Bromus auleticus Trin. ex Nees es la graminea forrajera invernal nativa con mejores
perspectivas de domesticacion y explotacion comercial en zonas templado calidas de
la cuenca del Rio de la Plata (Millot 2001). Las plantas de B. auleticus poseen rizomas
brevemente viajeros o son altamente rizomatosas con numerosas innovaciones
cubiertas por abundantes fibras de vainas foliares secas. Esta planta herbacea
presenta laminas lineares (10-30(-50) cm de long. por 0,3-0,5 cm lat.) que al tacto
resultan retrorso-escabrosas (Gutiérrez y Pensiero 1998). Es una especie casmdgama
alégama (Gutiérrez et al. 2006) que florece abundantemente presentando cafas
erguidas de 40-120 cm de alto, con inflorescencia en panoja contraida erecta de hasta
25 cm de longitud. Sus espiguillas son grandes (2-3 cm), de glumas desiguales (gluma
inferior 7-12 mm long. y 3-nervia mientras que gluma superior de 9-13mm de long. y 5-
nervia) y con 6-11(-16) flores pero la mayoria de los antecios carece de cariopsis
(Gutiérrez y Pensiero 1998) (Fig 1.1). Segun el origen de la poblacion, florece
simultaneamente desde mediados de Septiembre hasta Octubre y sus semillas

maduran desde finales de Noviembre hasta Diciembre (Millot 2001).

Figura 1.1: Ejemplares de Bromus auleticus.
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Todas las poblaciones naturales de B. auleticus inspeccionadas hasta el momento
presentaron niveles de infeccion por endofitos del 100% (lannone et al. 2009; lannone
et al. 2011). Esta especie se encuentra asociada a dos especies de endofitos
diferentes de acuerdo a la regién de donde proceden las plantas. Los aislamientos
obtenidos de poblaciones de B. auleticus provenientes de las provincias de Corrientes,
Entre Rios, Cérdoba, San Luis y la costa de Buenos Aires fueron determinados como
pertenecientes a Epichloé tembladerae (lannone et al. 2009) debido a sus
caracteristicas morfologicas (Fig. 1.2A y 1.2C). Estas incluyen tasas de crecimiento en
PDA a los 30 dias y 23°C de entre 12-18mm (aislamientos de la Mesopotamia y
sierras de Cérdoba) o 22-30mm (aislamientos de la costa bonaerense y sierras de San
Luis). Microscopicamente presentan conidios alantoides y a veces sigmoides de 81 x
3,210,7(6,5)um de longitud (lannone et al. 2009). Mientras las plantas del norte de la
provincia de La Pampa, oeste y noroeste de Buenos Aires y centro de Santa Fe se
asocian a E. pampeana (Fig. 1.2B y 1.2D). Esta especie se caracteriza por una baja
velocidad de crecimiento en PDA (5-12mm/30 dias a 23°C) y conidios uncinados (8-
14(20) pm long.) los cuales son liberados junto con una porcion de la célula
conidiégena (lannone et al. 2009). Estas especies producen estructuras reproductivas
en las plantas ya que se observaron células conidiégenas y conidios en el filoplano y
en el interior de las cafas de plantas colonizadas por E. pampeanay E. tembladerae
respectivamente (lannone et al. 2009). La caracterizacion molecular de ambas
especies, mediante filogenias de los genes tubBy tefA indica que ambas especies son
el resultado de la hibridacién entre las especies parentales E. typhina x E. festucae
(Fig 1.3).

ARt b A

Figura 1.2: Morfologia de endofitos aislados de Bromus auleticus. A y B. Colonias de Epichloé
tembladerae y Epichloé pampeana, respectivamente. C y D. Células conidiégenas y conidios
de E tembladerae y E. pampeana, respectivamente (modificado de lannone et al. (2009)).

22



CAPITULO 1 Mc Cargo P.D.

1.00— E. typhina 200851Php
95 E E. typhina 201666 Ps
t efA ——— E. clarkii 200741HI
1.00 E. typhina e432 Lp

97 199 £ 4phina 200738 Ao

95
0.99 E. typhina 200740 Dg
92 E. typhina €348 Php

1.00 I E. typhina 200739 Bp
99 ' E. typhina 1016 Bp

1.00
100

82| Neotyphodium sp. 642T
Neotyphodium sp. 345T

1.00 | E- australiense 937 T
88 10.57 E. typhina 201669 Pp
E. chisosa 134-3 Se

100 | B\ tembladerae 355T
94 E. tembladerae 3329T Bromus auleticus

} Poa spiciformis var spiciformis

E. tembladerae 3330T
E. tembladerae 3331T

097} £ fembladerae 1213T  Poa huecu

88| E. tembladerae 1169T  Poa huecu
E. tembladerae 734T Festuca hieronymi
n.0 E. tembladerae 532T Bromus setifolius
82 E. tembladerae 4055T Festuca arizonica (USA)

E. huerfana Festuca arizonica (USA)
E. typhina 201668 P.n

E. baconii 200745 Cv
E. amarillans 200743 So
E. australiense 937 F

1.00 E. festucae 90660 Frc
87 Neotyphodium sp. 642F P.s. var spiciformis

0.91
100

— Neotyphodium sp. 345F P.s. var spiciformis
E. tembladerae 355F

E. tembladerae 3329F "

E. fembladerae 3330F (~ Bromus auleficus
95 1.00 | E, tembladerae 3331F

| {1.00

100 | E. temladerae 1213F  Poa huecu

E. tembladerae 1169F Poa huecu

E. tembladerae 734F  Festuca hieronymi
E. tembaderae 532F = Bromus setifolius
E. tembladerae 4055F Festuca arizonica
E. festucae e434 Lg

E. festucae 201550 Frc

E. festucae e28 FI

— E. coenophiala e19F L.a

1.00 | E. bromicola 200749 Be
100 | E. uncinata Lpr

Figura 1.3: Arbol filogenético basado en el gen tefA mostrando el origen hibrido de los
endofitos asociados a Bromus auleticus, con los alelos designadas como T y F (modificado de
lannone et al. (2009)).

Respecto de las cuatro clases de alcaloides que estos endofitos pueden sintetizar,
se sabe que Epichloé pampeana puede producir lolinas, otra caracteristica que la
diferencia de E. tembladerae (lannone et al. 2012c). Sin embargo, en cuanto a la
capacidad potencial de producir los otros alcaloides por parte de las especies
endofiticas de B. auleticus, los genes evaluados son pocos. Para la sintesis de

alcaloides del ergot solo el gen dmaW, para indol-diterpenos los genes idtG, idtP e idtJ,
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y para lolinas unicamente /o/C (Tabla 1.1). Estos resultados sugieren que no deberian
encontrarse alcaloides toxicos para el ganado en B. auleticus, y aunque hace falta
ampliar el perfil de genes y realizar el andlisis en planta, coincide con que no se

reportd ningun caso de toxicosis debido a estas asociaciones.

Considerando la amplitud del area de distribucién de este hospedante, la diversidad
de ambientes en los que habita y el escaso numero de aislamientos empleados en la
descripcion de las dos especies de endofitos conocidas, es necesario el estudio de un
mayor numero de aislamientos y poblaciones para mejorar la caracterizacion de B.

auleticus y sus endofitos.

Endofito dmaW | idtG idtP idtJ loIC
E. pampeana - - - - +
E. tembladerae - + + - R

Tabla 1.1: Perfil de genes de alcaloides de los endofitos de Bromus auleticus. Cuatro cepas de
cada especie endofitica fueron analizadas siendo coincidentes los resultados (modificada de
lannone et al. (2012b)).

El estudio de la diversidad de endofitos Epichloé:

Dadas las pocas caracteristicas morfolégicas que presentan los endofitos de
pastos, el avance en las técnicas moleculares ha sido y sera esencial para profundizar
el conocimiento general de los endofitos Epichloé y estudiar su evolucion. Gracias a la
biologia molecular se ha comprobado el origen hibrido de muchas especies de
endofitos, lo que se puede visualizar facilmente al analizar los electroferogramas de
secuencias génicas obteniendo picos polimoérficos en ciertas posiciones (Fig. 1.4)
(Moon et al. 2004; Gentile et al. 2005). En la busqueda de una region gendmica con
potencial para ser utilizada para todo el Reino Fungi, se comenzdé con la amplificacion
y secuenciacion de rARN con sus conocidas regiones ITS (White et al. 1990; Schoch
et al. 2012). Otras regiones génicas también tomaron relevancia a la hora de
secuenciar, como ser tefA, tubB 'y actG, llevando a un aumento en el numero de loci
analizados y al desarrollo de proyectos de secuenciacion de genomas enteros,

actualmente en proceso (Schardl et al. 2013b).

En los ultimos afos se han empleado diversas técnicas basadas en perfiles de ADN
como AFLP y microsatélites (Moon et al. 1999; Van Zijll De Jong et al. 2003; Moon et
al. 2004; Schirrmann et al. 2014). Sin embargo, los AFLP han sido de dificil aplicacion
en endofitos debido a la dificultad para obtener ADN en cantidad y calidad suficiente, y
los marcadores microsatélites desarrollados hasta el momento han resultado poco

eficientes para su aplicacién en especies de endofitos diferentes a las empleadas para
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su disefo. Debido al uso de estos endofitos en el mejoramiento de pasturas, el analisis
de la produccidn de alcaloides en la planta es de crucial importancia. La
caracterizacion quimica mediante técnicas como la cromatografia liquida,
espectrometria de masa y cromatografia gaseosa en sus diferentes variantes son
utilizadas para la deteccion y cuantificacion de los alcaloides (Rasmussen et al. 2012;
Shymanovich et al. 2014). Sin embargo, dado que la produccién de alcaloides
depende de factores ambientales y de la interaccion de los genotipos de la planta
hospedante y del endofito, la caracterizacion quimica no permite asegurar el potencial
quimico del endofito. En este sentido, el analisis del perfil de los genes involucrados en
la sintesis de alcaloides presentes en los diferentes aislamientos ha resultado una
herramienta muy util para profundizar en el conocimiento y entendimiento de la
variabilidad intra e inter-especifica registrada en Epichloé, prediciendo ademas la

capacidad toxicogénica potencial (Takach et al. 2012; Charlton et al. 2014).

El desarrollo y puesta a punto de diversas reacciones PCR multiplex para detectar
simultdneamente los genes involucrados en la sintesis de las diferentes clases de
alcaloides es una metodologia que presenta muchas ventajas. Entre ellas, se puede
mencionar, que esta basada en una técnica ya ampliamente utilizada en estudios
moleculares lo que la hace facil de aplicar y relativamente econdmica de utilizar, que
permite tener una vision general rapida del potencial quimico de los endofitos, y que es
posible trabajar con numerosos aislamientos a la vez. Las multiplex PCR han resultado
ser una herramienta muy util en la deteccidon de variabilidad entre y dentro de
especies, que ya ha sido aplicada a diversos sistemas de endofitos-hospedante con
éxito (Charlton et al. 2012; Takach et al. 2012; Charlton et al. 2014; Shymanovich et al.
2014). Por lo tanto, puede ser utilizada en estudios cientificos basicos como para
prospeccion de cepas con aplicacion biotecnolégica, para la seleccion de cepas no

toxicas a ser inoculadas en gramineas de interés agronémico.

300 510 520 530

ATCATGCT

490 5 5 52
CGCCCCGGAGATGGGACGGAAAAAGAAGGAAAGAAAAAGGTTT

o

. =% Hibrido interespecifico:
alelo 1

Especies parentales: |Bau2561F
P NS L IR C GCCCCGGAGATGGGACGGAARGAGAACGARAGARARAGTGITATCATGC
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Figura 1.4: Electroferograma del gen B-tubulina de un endofito de B. auleticus (alelo 1+alelo 2),
donde se pueden observar ciertos picos polimorficos (flechas naranjas) debido a su origen
hibrido interespecifico de parentales E. festucae x E. typhina.
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HIPOTESIS PARCIALES

- Existe un gran numero de poblaciones de B. auleticus dispersas en su area de
distribucion, predominantemente en sitios no utilizados para actividades

agroganaderas.

- Los dos endofitos de B. auleticus presentan una diversidad mayor a la evidenciada
mediante los marcadores utilizados hasta el momento (tefA y tubB), que podria ser

detectada mediante el uso de otros marcadores como el gen calM.

- Los endofitos Epichloé asociados a Bromus auleticus presentan diferencias

genéticas a nivel de las rutas de biosintesis de alcaloides y de tipo de apareamiento.

- Es posible detectar genotipos de endofitos con perfiles de alcaloides téxicos para
insectos pero no para el ganado que puedan ser seleccionados para el

mejoramiento de esta graminea forrajera.

OBJETIVOS PARCIALES

- Detectar nuevas poblaciones de Bromus auleticus para ampliar la caracterizacion

de sus endofitos.

- Evaluar la presencia de endofitos Epichloé spp. en poblaciones de B. auleticus no
registradas anteriormente y aislar los endofitos provenientes de diferentes sitios

geograficos para su posterior caracterizacion.

- Estudiar la diversidad de endofitos Epichloé de diferentes poblaciones de Bromus
auleticus mediante el analisis filogenético de secuencias de los genes nucleares

calmodulina (calM) e indol di-terpeno G (idtG) y su caracterizacion morfoldgica.

- Estudiar si distintos genotipos de Epichloé aislados de B. auleticus difieren en
cuanto a su potencial de produccion de alcaloides con actividad anti-herbivoros
(insectos o mamiferos), mediante la evaluacién por PCR de la presencia de genes
pertenecientes a las rutas de biosintesis de los indol-diterpenos, alcaloides del ergot,
lolinas y peraminas. Ademas, analizar el tipo de apareamiento de los diferentes

aislamientos.

- Detectar genotipos de endofitos aptos para su aplicacion en el mejoramiento de B.

auelticus.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreos:

El esfuerzo de muestreo se centrd en la busqueda de sitios con Bromus auleticus.
De cada sitio muestreado, dependiendo de la disponibilidad, se recolectaron 10
plantas de B. auleticus. Las muestras se rotularon para distinguirlas por planta y
poblacion, guardandolas en bolsas de nylon bien cerradas hasta su inspeccion en el

laboratorio.

Se registré la posicion geografica de cada uno de los sitios utilizando un sistema de
posicionamiento global (GPS 2000; Magellan). A continuacién se detallan las

campanfas realizadas:

- 25 de Octubre del 2010 - Entre Rios (Concepcion del Uruguay)

- 12 al 16 de Noviembre del 2010 - Areas de Entre Rios, Corrientes, Santa Fe.

- 29 de Diciembre del 2010 - Bs As (Pigué)

- 05 al 12 de Enero del 2011 - Areas de Buenos Aires, Cérdoba, La Pampa, San
Luis, Santa Fe.

- 27 de Noviembre del 2011 - Bs As (Punta Indio)

- 03 al 07 de Diciembre del 2011 - Bs As (Oeste y Sur)

- 10 de Enero del 2012 - Bs As (Balcarce)

- 02 de Noviembre del 2012 - Entre Rios (Coldn)

- 15 al 18 de Diciembre del 2012 - Bs As (Este)

- 08 al 13 de Enero del 2013 - Cérdoba

Ademas, el Dr. lannone y colaboradores realizaron campafias de muestreo en la
Republica Oriental del Uruguay en Diciembre del 2012 y 2013, también registrando la
posicion geografica de los sitios muestreados. Las muestras vegetales de dichas
campafnas de colecta fueron traidas al laboratorio donde se inspeccionaron,

procesaron e aislaron los endofitos para su identificacion y estudio.

Deteccion y aislamiento de endofitos a partir de las muestras recolectadas:

Inmediatamente después de cada campafia, se examinaron al microscopio optico
plantas de cada sitio para determinar el estatus endofitico mediante inspeccién en
parénquima de cana floral, vainas foliares o células de la capa de aleurona de semillas
tefiidas con el colorante azul de anilina en solucién acuosa al 0.01% o en acido lactico

(Clark et al. 1983). En dichos tejidos se examind la presencia de hifas no ramificadas,
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de crecimiento intercelular paralelo al eje longitudinal de las células del hospedante o
en forma sinuosa en las semillas, caracteristicas de los endofitos del género Epichloé.
De cada sitio de muestreo se seleccionaron al menos 3 plantas, si habia disponibles,
con presencia de hifas caracteristicas de Epichloé (plantas E+). Las plantas E+ fueron
procesadas para aislar el endofito esterilizando superficialmente 30 fragmentos
sanos/planta en lavados sucesivos de etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio
2,5% por 5-7 minutos y etanol 50% por 1 minuto. Luego, se sembraron 5
fragmentos/placa de Petri (6cm) con medio agar papa glucosado con 100 ppm de
cloranfenicol (APGc) para restringir la proliferacion de bacterias. Las placas fueron
incubadas en oscuridad a 24°C por un periodo de hasta 6 meses durante el cual
fueron examinadas periédicamente, para descartar aquellos fragmentos que resultaran
contaminados o de los cuales surgieran endofitos de otros géneros. En general el
micelio endofitico comenzé a surgir de los fragmentos desinfectados entre los 20 dias
y dos meses de incubacién pero en algunos casos se detectdé micelio de Epichloé sp.
surgiendo de un fragmento a los 4 meses de incubaciéon. Se seleccionaron soélo
aquellos aislamientos de micelio blanco y lento crecimiento correspondientes a
endofitos Epichloé, repicandolos para obtener cultivos axénicos en nuevas cajas de
Petri (6 cm) con APGc. En general se obtuvo mas de un aislamiento de cada planta
pero los aislamientos de Epichloé provenientes de una misma planta suelen
corresponder a una misma cepa, debido a la colonizacion sistémica de la planta por
parte de estos endofitos por lo que se repicé un aislamiento por planta. Posteriormente,
se los repicd en tubos con APGc en pico de flauta para conservarlos en heladera a
4°C.

Obtencion y preservacion de cultivos monosporicos:

De los aislamientos obtenidos, a partir de las colonias axénicas crecidas en medio
APGc fresco, se realizaron cultivos monospoéricos. Para esto, cada colonia fue lavada
con 300 pl de una solucion esterilizada de tween 80 en agua para obtener una
suspension de conidios. Cincuenta microlitros/placa de esta suspension fueron
sembrados en forma de cesped con espatula de Drigalsky en nuevas placas de Petri
(6cm) con APGc. Estas placas se observaron bajo lupa hasta la germinacion de los
conidios (a los 4-7 dias) traspasandolos individualmente con una aguja hipodérmica

(0,45-0,5mm diametro) a nuevas cajas con APGc, de a 5 por placa.
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Caracterizacion molecular:

Extraccion de ADN de cultivos monosporicos:

Luego de probar diferentes protocolos de extraccion, se utilizaron tres metodologias
diferentes para extraer ADN. Los aislameintos de mas rapido crecimiento, se repicaron
por duplicado en APGc y fueron incubados en oscuridad a 24°C por 15-20 dias. Luego
se coloco en un eppendorf (1,5ml) 60-90mg de micelio en el buffer de lisis del kit de
extraccion ZR Fungal/Bacterial DNA miniprep (ZymoResearch) y se trituré6 mediante un
embolo sujeto a un taladro eléctrico, seguido del uso del kit segun las instrucciones del
producto. Las cepas de menor velocidad de crecimiento, fueron cultivadas por 20 dias
en cajas de Petri con 30ml de caldo papa glucosado a 24°C, en oscuridad y agitacion
para luego liofilizar el micelio, molerlo con nitrégeno liquido y finalmente aislar el ADN
a partir de 15mg de micelio usando el mismo kit de extraccion. De 4 poblaciones que
no se logré aislar endofito y se habian recolectado semillas, se extrajo ADN de los
endofitos desde semillas de plantas E+. Para ésto, se congelaron las semillas en
nitrégeno liquido y se trituraron con el disruptor de tejidos TissuelLyser Il (QIAGEN)
para luego utilizar el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) segun las instrucciones del

producto.

Amplificacion y secuenciacion de regiones génicas:

Las secuencias génicas amplificadas fueron calmodulina M (calM) e indol diterpeno
G (idtG). CalM es un gen altamente conservado que se encuentra en todos los linajes
eucariotas. La proteina calmodulina es un receptor multifuncional intercelular de Ca**
gue se une a varias otras proteinas alterando su actividad (Chin y Means 2000). El gen
idtG pertenece a un grupo de genes involucrados en la sintesis de indol diterpenos,
siendo el primero en la ruta de biosintesis. Codifica una GGPP sintetasa que cataliza
la sintesis de geranilgeranil difosfato (GGPP) a partir de farnesil difosfato e isopentenil
difosfato (Saikia et al. 2008; Schardl et al. 2013a).

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron con primers especificos
(Tabla 1.2) en un volumen de 50ul conteniendo: 5ul de buffer de PCR 10X (Life
Technologies), MgCl, 1.5mM, cada uno de los dNTPs 0.2mM, de cada primer 0.2nM,
0.025U/ul de Tag DNA Polimerasa Recombinante (Life Technologies), entre 3 y 10 ng

de ADN gendmico del endofito, llevando a volumen con agua miliQ.

Para amplificar el gen calM, dado que los endofitos de Argentina en general poseen
dos copias de cada gen por ser habitualmente hibridos de E. festucae y E. typhina
(que denominamos como alelo 1 y alelo 2), se utilizaron primers selectivos disefiados

sobre regiones variables observadas en la secuencia de cada ancestro para amplificar
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selectivamente y obtener cada copia por separado. Dado que la amplificacion selectiva
del alelo 2 en determinados casos no fue eficiente, se utilizaron alternativamente dos
combinaciones de primers. Se comenzo6 trabajando con la combinacion de primers cal-
exon7u x cal-intron1d-ty para amplificar y secuenciar, luego soélo para amplificar
mientras se secuencioé con cal-intron1d-ty, cal-exon4d 'y cal-exon4u. Alternativamente
se disefiano el primer cal-ty4 para amplificar y secuenciar con éste en combinacién
con cal-intron1d-ty el alelo derivado de E. typhina. Para ambos alelos de calM (y todas
las combinaciones de primers) el programa de ciclos de temperatura de PCR consisti
en una desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguido de 50 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos, annealing a 53°C por 45 segundos y
amplificacion a 72°C durante 1 minuto, terminando con 7 minutos a 72°C y guardando
a 4°C. Para amplificar idtG, el programa de PCR utilizado consistié en: un ciclo de 2
minutos a 94°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y
60 segundos a 72°C, seguidos de una extensién final de 10 minutos a 72°C,

guardandolos a 4°C.

Gen Primer Secuencia (5-3') Uso Tamaio(bp)
calM cal-exonid TATCAAATTTTCCACCATGG AyS 1000
alelo1 cal-exon7u TACTTCTGCATCATAAGCT AyS
calM ca/-exon7u TACTTCTGCATCATAAGCT AyS 1000
alelo 2 cal-intron1d-ty GGTAAGTCCTTCATTCAG AyS
Cal-ty4 CTGTTAGGTAATATTAGTAAA AyS 950
calM cal-exon4d TCACCACTAAAGAGCTAGG S
cal-exon4u ATCATATCTTGCAATTCGG S
iotG ItmG-156 GCACAAACAATAAATTCGGCCAA AyS 383

ItmG-157 AATTTGCCCTCTGTTAAATCCTC AyS
Tabla 1.2: Primers utilizados para las diferentes reacciones de amplificacién por PCR, para
secuenciacion y posterior analisis filogenético (modificado de Mc Cargo et al. (2014)). A:
amplificacion y S: secuenciacion

Los productos amplificados se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1% en buffer Tris-bérico-EDTA 0,5X (TBE) tefiidos con gel red y revelados en un
transiluminador de luz UV. Los productos de PCR fueron purificados con el kit Pure
Link PCR Purification kit (Invitrogen) o QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) segun
las instrucciones del fabricante. Se secuenciaron ambas cadenas de los fragmentos de
ADN amplificados en el servicio de Secuenciacion y Genotipificado de la FCEyN-UBA
o de la “The Samuel Roberts Noble Foundation” (Ardmore, Oklahoma, Estados
Unidos) usando los primers segun lo indicado en la Tabla 1.2. Los electroferogramas
de secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizados con el programa Contig

Express, Vector NTI Advance 10.3.0 (Invitrogen) para armar las secuencias consenso.
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Andlisis filogenéticos:

Las secuencias consenso fueron utilizadas junto con secuencias de referencia de
otros endofitos del hemisferio norte obtenidas de GenBank (Benson et al. 2013), del
proyecto de secuenciacion de genomas de Epichloé (Schardl et al. 2013b) y de
Argentina publicadas en trabajos anteriores del grupo de trabajo (Mc Cargo et al.
2014). Todas las secuencias fueron alineadas utilizando Clustal W (Thompson et al.
1994) paquete del programa BioEdit7.0.9 (Hall 1999), asignando un costo de 15 a la
apertura y 6 a la extension de gaps, los cuales fueron tomados como un quinto estado.
Los alineamientos obtenidos fueron corregidos manualmente en caso de
ambigiedades. Con la matriz que se obtuvo luego del alineamiento, se realizaron
analisis filogenéticos mediante la aplicacion del criterio de maxima parsimonia (MP)
utilizando el programa Winclada v1.00.08 (Nixon 2002). El soporte de los nodos
obtenidos en el andlisis de MP fue calculado mediante un andlisis de Bootstrap con
1000 réplicas (Felsenstein 1985). Ademas, se calcularon los modelos evolutivos
adecuados para cada matriz con el programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013), los
cuales se aplicaron en los analisis filogenéticos de maxima verosimilitud (MV)
realizados con MEGA 6.0 e inferencia bayesiana (IB) con Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al.
2012). En los analisis de IB el numero de generaciones corridas varié entre 1000000 y
2000000 para alcanzar un desvio estandar entre las cadenas que fuera menor al

0.01% y el 25% fue descartado como burn-in.

Obtencion de los perfiles de genes de alcaloides y mating type:

El andlisis de presencia o ausencia de genes involucrados en la biosintesis de las
cuatro clases de alcaloides fue realizado mediante 6 diferentes PCR multiplex y cuatro
PCR individuales. En la Tabla 1.3 se detallan los genes amplificados en cada multiplex
o0 en PCR individuales, los primers utilizados y los tamanos esperados para cada
fragmento mientras que en la Figura 1.5, se esquematiza la ubicacion de estos genes
en las rutas de biosintesis de los diferentes alcaloides (/o/A de funcién desconocida).
Cada PCR se realizé en un volumen total de 25 uL conteniendo 3 ng de ADN, 1,0 U
GoTaq ADN polimerasa (Promega Corp., Madison, WI), 1X buffer de reaccion verde
GoTaq que contiene 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP (Promega Corp.) y 1uM de
los primers especificos para cada gen (Charlton et al. 2014). El programa de ciclos
consté de: 94°C durante 1 minuto, luego 30 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 56°C
durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos (o 1 min kb™" para los productos de
mayor tamafio), seguidos por 72°C durante 10 minutos. Las PCR multiplex y las PCR
para un solo producto se hicieron utilizando las mismas condiciones de reaccion y de

ciclos. En el caso de las PCR multiplex para ADN extraido de semillas se realizaron
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con 6 ng de ADN y 35 ciclos. Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa 1,5% en buffer TBE 1X y visualizados con bromuro de

etidio mediante transiluminacién UV.

Gen Primers Secuencia (5-3') Tamano (bp)Multiplex
Control PCR
tefA tef1-exon1d-1 GGGTAAGGACGAAAAGACTCA 860 1
tef1-exon6u-1 CGGCAGCGATAATCAGGATAG
Mating type
Mating type 1 (MTA)
mtAC mtAC-F CAATGGTGGTCACCTGAGAAG 785 2
mtAC-R CGGTCTCATTCTTCCAGAGAGAGG
Mating type 2 (MTB)
mitBA mtBA-F TCTACCGCAAGGAACGACACAATACCG 213 2
mtBA-R GCTTTTCCAGCAAGGCTTGCTTGACTC
ALCALOIDES
Peramina (PER)
perA-5' perA-5' F3 ATGACGAGCTCGGAGCGAGTTG 309 5
perA-5'R TCGCAGCTGCAAGTCGAGCAC
perA-T2 perA T2-F TCTTCAGGCATCGCAGGAAC 600 1
perA T2-R TCGGCCACCTCCAGCCTGATG
perA-R perA red F2 GAGATCAGTTCGCAGTTGTCAG 447-589 2
perAred R CTAGCCTCCAGATCTTGTGAAAG
perA-17bp perA T2-F TCTTCAGGCATCGCAGGAAC 742 6+PCR
perA 17 bp GTACGGATAACCTCAAC
Lolinas (LOL)
lolC lolC-3a GGTCTAGTATTACGTTGCCAGGG 442 1
lolC-5b TCTAAACTTGACGCAGTTCGGC
lolA lolA-F1 GAGACACTAGAGAAATGGCAGCTGC 270 3
lolA-R1 GGCATCCATGGTGGCGAAGATGTG
lolO lolO-F1 GTGAACTGGCAGTAGTCCGTATG 492-719 4
lolO-R2 AATCCATGCCAGTGTCGGGAATG
loIP lolP-F1 GTTCTAAACATCGTGACTGGGC 566 5
lolP-R1 GGTAGGTCAGCATCTTGTCAACG
Alcaloides del ergot (EAS)
dmaW dmaW-F4 GTGTACTTTACTGTGTTCGGCATG 282 1
dmaW-6R GTGGAGATACACACTTAAATATGGC
alt-dmaW dmawsg18(311+21)d AACCCATCAACGGAGCAACTG 758 3
dmaW818(1068-24)u  GCCAAACACTGTGAAATACACCTG
easC easC-F2 CTGGAGCATATGGAGAGTTTG 278 4+PCR
easC-R2 AATGTTCAGGCAAACCCAGTC
easA easA-F GCGGTTGCATTGAGAATCGCTC 350 4
easA-R ATCTACCACAAGCTTGGCGGAC
cloA cloA-MP-F2 CGCACAACGCTCCATTGATGGC 434 5
cloA-MP-R2 AAGCTCGTGCCGGGAATTAGGC
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IpsB p12-F CCGTCTTCCCGTATACCGAA 598 3
p12-R TACCCACTGCCTCGAACTTG
easH easH-F AGATATGGCATCGTGACCAGCC 333 6
easH-R GGCATGTAGCATCAAATGGTGTC
Indol diterpenos (IDT/LTM)
iatG idtG-F GAGCTTGAGAAGCTTACGAATCC 113 1
idtG-R GGGCAATGGAGCGATTCTCTC
idiB ItmB-345 AACATCGCCTGGGAGCTCGTATA 240 PCR
ItmB-346 CGCAGGTCCTATTTCCATCGC
iatQ [tmQ-313 CTACCAGGACAGGCGTGACGTCC 334 3
[tmQ-282 CAGAGGTTTAACCCTCTTGACGC
idtF [tmF-359 GAATTATGTTACTCTTGGGG 227 PCR
[tmF-360 AAGTTGGCACATAGGTCTTC
idtK ItmK-160 ATATTGAATTGCTGCGTGAGGAG 568 6
[tmK-161 AGAGGCCAAGAAGCGGCCTGGACA
idtE ItmE-356 CCGAGTTTGATGACCTGCTG 687 PCR
[tmE-341 TTCCGCTTCCGAGTAGACTC
idtJ [tmJ-205 CCAAGCATCGATTTGTCACC 242 5
ItmJ-206 AATCTGATCGCCATCTTTGC

Tabla 1.3: Genes, primers y tamafios de fragmentos amplificados para el analisis del perfil de
alcaloides

A. LOLINAS
CO,H
C&i 2 lolF &M O*c’CHS CHs oN "
loID sc-CHs : H i ¢
L-prolina loIT NH 17.NH N.CH3 N‘CH N‘CH
7 gt 2 3 3
lolU lolO (O} BN i QT I v O\ (0} &N
ﬁ e @ T D2 — éN loIN n /c‘IM’ N loiM1 . X lolP 5 ?
5 3

7 N-metillolina N-formillolina
HiC. ..O CO,H 1-acetamido-pirrolizidina N-acetilnorlolina Lolina (NML) (NFL)
¢ (AcAP) (NANL)
o) NH;
0-acetil-L-homoserina
(0AH)

N-acetillolina
(NAL)
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B. ALCALOIDES DEL ERGOT

HsC_ CHs
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PPO HsC 0 yCHs
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~Triptof:
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e 2 O\\ ,N 3
¢ CH easP c \O(H
3 S
E——
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Figura 1.5: Resumen de las vias de sintesis de los alcaloides cuyos genes se disponen en
clusters y sus principales compuestos quimicos para especies de endofitos Epichloé,
resaltando los genes testeados (modificado de Schardl et al. (2012); Schardl et al. (2013a)).

En funcion de las relaciones filogenéticas para secuencias de calM e idtG y de los
perfiles de genes de alcaloides y mating type obtenidos, los aislamientos fueron
agrupados en genotipos. De estos genotipos se seleccionaron aislamientos en los que
se secuenciaron (si estaban presentes) los genes lolC, dmaW, idtG, idtM'y perA, para
corroborar que el producto de PCR fuera el esperado y detectar eventualmente el
caracter hibrido para estos genes. Las condiciones de PCR fueron las mismas
utilizadas para las reacciones multiplex pero las reacciones se llevaron a cabo por

simplificado con el par de primers especifico.

Caracterizacion morfoldgica:

Para la caracterizacion macroscopica, cada aislamiento monospérico fue repicado
por duplicado, tomando un cuadrado de 2mm de lado del borde de una colonia en
activo crecimiento y colocandolo en placas de Petri con medio APGc. Los cultivos se

incubaron por 30 dias en oscuridad a 24°C, luego de los cuales se evalué como
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caracteres descriptivos el aspecto de la colonia (anverso y reverso) y su diametro
(promedio de 4 medidas: dos diametros perpendiculares de cada réplica).

Para la caracterizacion microscopica, el inéculo de cada aislamiento se sembro en
placas de Petri con medio agar (2%) sin nutrientes y se los incubd por 15-20 dias en
oscuridad a 24°C. La utilizacién del medio sin nutrientes posibilita el crecimiento de
micelios con pocas hifas sin alterar las caracteristicas de las estructuras reproductivas,
permitiendo ademas el montaje en el microscopio del bloque entero pudiendo observar
la disposicion de las células conididgenas y conidios. Luego de la incubacién, de cada
cultivo se corté un bloque de agar con micelio y se observé tifiendo o no con calcofluor
White M2R bajo microscopio éptico (Karl Zeiss Axioskope) para determinar el largo y

ancho de las células conididgenas y de los conidios (20 medidas de cada uno).
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RESULTADOS

De los mas de 132 sitios estudiados y georreferenciados, se detectaron 71
poblaciones de Bromus auleticus dispersas en todas las provincias que integran su
area de distribucion. Estas estaban ubicadas en diversos ambientes como bosques
xeréfilos de llanuras y sierras, pastizales serranos, palmares, sabanas, bajos
inundables y ambientes costeros rocosos o arenosos (Tabla 1.4). En ambientes de
pastizal y bosques xerdfilos de llanura, las poblaciones se encontraron principalmente
en lugares que no son utilizados para el cultivo o la alimentacion de ganado, como

plazas, al costado de las vias o al costado de rutas y caminos de tierra.

Coordenadas
geograficas (dec)

Aislamiento® Origen?® Ambiente® Latitud Longitud
3333 Agustina - BA Pastizal de la PI-PO -32.48 -61.07
269;270 Ayacucho - BA Pastizal de la PF -37,15 -58,54
E- Balcarce - BA Pastizal Sierras de Tandilia, PA -37.87 -58.26
E- Bosch - BA Pastizal Sierras de Tandilia, PA -37.71  -58.28
100 Canada Seca - BA Pastizal de la PI -34.41  -62.96
199 Carhué - BA Pastizal de la PI 37,24 -62,82
E- Cobos - BA Pastizal de la PI -37.75 -57.64
195;196 Daireaux - BA Pastizal de la PI -36,62 -61,78
105;108 General Villegas - BA Pastizal de la PI -35.02 -63.01
190 General Pinto - BA Pastizal de la PI -34,77  -61,90
252;253 Gorchs - BA Pastizal de la PF -35,68 -58,96
191 Guanaco - BA Pastizal de la PI -35,72 -61,66
E- Madariaga - BA Pastizal de la PF -37.07  -57.05
193;194 Madero - BA Pastizal de la PI -35,85 -62,08
185;187 Mar Azul - BA Bajo himedo en suelo arenoso, PI -37,36  -57,09
182;184;239 Mar Chiquita - BA Pastizal en suelo arenoso, PF 37,74 -57,43
S.A Miranda - BA Pastizal de la PF -36,52 -59,13
203 Olavarria - BA Pastizal de la PF-PA -36,86 -60,27
64,66 Pigue - BA Pastizal en Sierras de Ventania, PA -37.65 -62.42
177;,178;179;
180;181;188; Punta Indio - BA Bosque xerofitico de Celtis tala, PF -35,267 -57,26
189
L99 Ruta 2 km 307 - BA Pastizal en bajo himedo, PF -37,14  -57,82
279 Ruta 2 km 353 - BA Pastizal en bajo himedo, PF-PA -37,54 -57,70
285,286;3330 San Clemente del Tuyu - BA Pastizal en suelo arenoso, PF -36.34 -56,74
E- Sierra de Los Padres - BA Pastizal en Sierras de Tandilia, PA -37.96 -57.78
201 Sierras Pillahuincé - BA Pastizal en Sierras de Ventania, PA -38,21 -61,48
E- Tandil - BA Pastizal en Sierras de Tandilia, PA -37.35 -59.12
99 Adelia Maria - CD Pastizal de llanura, PI -33,63 -64,00
302;303 Arias - CD Pastizal, PI -33,65 -62,37
94 Berrotaran - CD Ecotono bosque serrano pastizal, ES-CH -32,43  -64,30
S.A. Chilibroste - CD Pastizal, ES-PI -32,34  -62,52
L47 Coronel Moldes - CD Pastizal, ES-PI -33,61 -64,60
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75 Despenaderos - CD Bosque xerofilo, ES-CH -31,80 -64,30
309;310 General Roca - CD Pastizal, PO -32,73 -61,92
318;319 Dean Funes 1 - CD Bosque xerdfilo serrano, CH -30,43 -64,25
322;371 Dean Funes 2 - CD Bosque xerdfilo serrano, CH -30,39 -64,22

L53 Las Colecitas - CD Pastizal serrano, ES-CH -32,89 -64,88
315;316 Ascochinga- CD Pastizal serrano, CH -30.95 -64,32
335;367 La Cumbre - CD Bosque serrano, ES-CH -31,00 -64,47

L57 La Cumbrecita - CD Pastizal serrano, CH -31,88 -64,80

349’35;’1351’ Los Gigantes 1 - CD Pastizal serrano, ES-CH -31.21 -64,65
392:393 Los Gigantes 2 - CD Pastizal serrano, ES-CH -31.39 -64.73

S.A. Los Gigantes 3 - CD Pastizal serrano, ES-CH -31,35  -64,81

342 Los Gigantes 4 - CD Pastizal serrano, CH -31,35  -64,91

168 Las Higueras - CD Pastizal, ES-PI -33,08 -64,28

306 Sierra de Pocho - CD Bosque xerdfilo serrano, CH -31,37 -65,36

395 Ticino - CD Pastizal, ES -32,66 -63,49

155 Villa Gral Belgrano - CD Bosque xerdfilo serrano, CH-ES -31,98 -64,54

@254—27953 Felipe Yofré - CR Bosque de Prosopis, CH-ES -29,03 -58,48
26 Mirihay - CR Bosque de Prosopis y palmar, CN -29.56 -57,52
35;2594;2595 Arroyo Don Gonzalo - ER Bosque de Prosopis y Celtis, ES -31,11 -59,35
3329 Arroyo Urquiza - ER Bosque de Prosopis, PM -32.34  -58.26
247;248;355 Colén - ER Pastizal, PM -32,24  -58,15

21 Concordia - ER Pastizal, PM -31.37 -58,00

30 Federal - ER Bosque de Prosopis y Celtis, ES -31,01  -58,91

7:9 PN El Palmari - ER Pastizal con But/apsl\c/l)bre suelo rocoso, -31.88 58.26

S.A. PN El Palmar2 - ER Selva Marginal, Rio Uruguay, PM -31.87 -58.22

16 PN El Palmar3 - ER Selva Marginal, Rio Uruguay, PM -31.86  -58.21

115;117;1623  Intendente Alvear - LP Pastizal, PI -35.27 -63.45
122 Rancul - LP Pastizal, Pl -35.06 -64.68
119 Realico - LP Pastizal, Pl -35.04 -64.26
36;170;3335 Lehmann - SF Pastizal, ES -31,14  -61,38
2463 Merlo - SL Pastizal serrano, CH -32.36  -64.95

S.A. Villa Elena - SL Bosque xerdfilo serrano, CH -32,51  -64,97

u2 Punta Ballenas - UR Pastizal sobre suelo rocoso costero, CS -34.91  -55.05

us Florida - UR Pastizal sobre suelo rocoso, CS-CN -33.57 -56.37

ué Tacuarembo Pastizal sobre suelo rocoso, CN -32.74  -56.51

ug.1 Valle Edén - UR Bosque xerofilo sobre suelo rocoso, CN  -31.82  -56.17
u9.2 Rivera - UR Pastizal sobre suelo rocoso, CN -32.74  -56.51

u10 Rocha - UR Pastizal sobre suelo rocoso, CS -34.06 -54.19

u12 Arroyo Araujo - UR Pastizal sobre suelo rocoso, CN -32.07 -57.80

u14 Treinta y Tres- UR Pastizal sobre suelo rocoso, CS -33.27 -54.19

Tabla 1.4: Aislamientos y poblaciones estudiadas de Bromus auleticus. Se detalla el origen y
coordenadas geograficas junto con una descripcion del ambiente de cada una. ° Los
aislamientos subrayados fueron utilizados en algun andlisis molecular. ® Las abreviaturas a
continuacion del nombre de la localidad corresponden a provincias de Argentina o Uruguay
(UR), BA: Buenos Aires, CD: Cérdoba, CR: Corrientes, ER: Entre Rios, LP: La Pampa, SF:
Santa Fe, SL: San Luis. S.A.: Sin aislamiento. E-: poblacion libre de endofitos. ° Clasificacion de
regiones tomada de Paruelo et al. (2004) y de Cabrera (1976) (explicadas mas en detalle en el
Capitulo 2), PA: Pampa austral, PF: Pampa inundable, Pl: PM: Pampa mesopotamica, Pampa
interior, PO: Pampa ondulada, CS: Campos del sur, CN: Campos del norte, ES: Provincia del
Espinal, CH: Provincia chaquefia.
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El tamafo de las poblaciones fue variable, principalmente en la llanura pampeana
donde las plantas son altamente rizomatosa, por o que en algunas poblaciones el
numero de plantas consideradas no fue mayor a cuatro con distancias entre plantas de
hasta 100m. En ambientes serranos, donde las plantas forman matas y el terreno

ofrece lugares protegidos del ganado el numero de individuos considerados en la
poblacion fue mayor.

En 7 de los 71 sitios estudiados, las plantas resultaron estar libres de endofitos
Epichloé (E-). Estos 7 sitios se localizan en pastizales de llanura o serranos del
sudeste de la Provincia de Buenos Aires (Tabla 1.4; Fig. 1.6).

Estatus endofitico:

o B. auleticus E+
© B. auleticus E-

-

7?

Figura 1.6. Mapa ilustrativo de la ubicacién de las poblaciones de Bromus auleticus
muestreadas durante las camparias del periodo 2010-2013, junto con la clasificacion resultante
luego de la inspeccién bajo MO en busca de endofitos Epichloé. (Las poblaciones de Dean
Funes, El Palmar y Los Gigantes representadas por un solo punto). Provincias de Argentina,

BA: Buenos Aires, CD: Cérdoba, CR: Corrientes, ER: Entre Rios, LP: La Pampa, SF: Santa Fe,
SL: San Luis.
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Se inspeccionaron bajo microscopio 6ptico (MO) un total de 216 plantas de B.
auleticus provenientes de diferentes regiones de la Argentina, resultando 134
asociadas a endofitos Epichloé y 58 libres de estos hongos. Las plantas de aquellos
sitios que ya habian sido inspeccionados en trabajos anteriores del grupo de
investigacion y caracterizados como 100% E+ (lannone et al. 2009) fueron
directamente procesadas para el aislamiento de endofitos. Se intenté aislar endofitos
de 239 plantas de B. auleticus incluyendo, para corroborar el resultado negativo de la
inspeccion al MO, 11 plantas de las poblaciones E-. Se obtuvieron un total de 83
aislamientos de endofitos Epichloé de Argentina y se incluyeron 8 aislamientos

provenientes de diferentes areas de Uruguay para la caracterizacion.

Caracterizacion molecular:

Andlisis filogenéticos:

Calmodulina (calM)

Se amplificé el gen calM de 52 aislamientos y de 4 endofitos en semilla,
obteniéndose para todos los endofitos de B. auleticus dos alelos de dicho gen,
denominados arbitrariamente alelo 1 y alelo 2, lo que refleja el origen hibrido de todos
los aislamientos caracterizados. Por lo tanto, la matriz obtenida del alineamiento
consté de 112 secuencias nuevas de endofitos de B. auleticus, 18 secuencias de
referencia (ver Tabla 1.1 Anexo) y 937 caracteres de los cuales 86 resultaron

parsimoniosamente informativos.

El analisis de MP dio como resultado un unico arbol de 101 pasos de longitud
(Ci=92, Ri=99). El modelo evolutivo utilizado para ML e IB fue K2P (Kimura 2-
parametros). Las topologias de los arboles obtenidos por MP, ML e IB fueron
congruentes (Fig. 1.7). En todos los casos se observaron dos grandes clados: el Clado
1 que incluye secuencias de referencia de las especies sexuales E. festucae, E.
amarillans 'y E. baconiiy el alelo 1 de todos los endofitos de B. auleticus y secuencias
de cepas de referencia de Argentina; y el Clado 2 que incluye secuencias de E.
typhina, E. typhina subsp poae var aonikenkana (la variedad no hibrida, asexual
encontrada en Argentina) y el alelo 2 de todos los aislamientos estudiados y
secuencias de cepas de referencia de Argentina. Esto indica que los aislamientos de B.
auleticus analizados corresponden a hibridos interespecificos. El aislamiento U9.2
(proveniente de Uruguay) seria un hibrido entre un ancestro comun a E. baconiiy E.
amarillans y E. typhina, ya que posee el alelo 1 relacionada con el primero y el alelo 2

con el segundo. Todos los demas endofitos presentaron un ancestro comun con E.
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festucae para el alelo 1 y con E. typhina para el alelo 2 por lo que serian hibridos

derivados de estas dos especies sexuales.

Dentro del Clado 1 las secuencias del alelo 1 de aislamientos de B. auleticus se
separaron en 7 grupos o genotipos (denominados 11 a 1VIl), ya sea por formar parte
de subclados bien soportados, o por agruparse en la base de politomias que contienen
secuencias con 100% de homologia entre si (ver Tabla 1.2 del Anexo) y que se
diferencian de las secuencias agrupadas en los subclados pero cuya posicion
filogenética respecto a dichos subclados es incierta (ver Tabla 1.3 del Anexo). Este
mismo tipo de subagrupamiento pudo establecerse para las secuencias del alelo 2
contenidas en el Clado 2. En este caso, se separaron en 4 grupos o genotipos para el
alelo 2 (denominados 21 a 21V), y al igual que para el alelo 1, algunos estan formados
por secuencias que se ubicaron en politomias basales pero que presentan 100% de

homologia entre si.

Mediante la combinacién del genotipo del alelo 1 con el alelo 2 de cada aislamiento,
pudieron establecerse 8 genotipos hibridos denominados A - H. De esta manera el
genotipo A corresponde al aislamiento de Uruguay U9.2, hibrido entre un ancestro
comun de E. amarillans/E. baconii x E. typhina. Los genotipos B y C corresponderian a
las especies E. pampeana y E. tembladerae respectivamente, ya descriptas en
Bromus auleticus por incluir secuencias de referencia de cada especie. El
establecimiento de los genotipos D, E, F, G y H indicaria la existencia de una
diversidad de endofitos mayor a la previamente descripta en Argentina y
particularmente en B. auleticus. Mientras que los genotipos E, F, G y H constituyen un
linaje monofilético para el alelo 2, el genotipo H queda en una politomia basal en el
Clado 1 (grupo 1-1V). La filogenia de ambas copias de calM del genotipo D lo ubican
en una posicién indefinida entre E: pampeana y los restantes linajes identificados. En
la Figura 1.7 se pueden observar los genotipos hibridos (A-H), la variabilidad genética
de cada copia reflejada en los subclados observados (11 — 1VIl y 2| — 2IV) y el origen

geografico de cada aislamiento.
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1wE. amarillans KF533986 Agrostis hyemalis
. amarillans E4668 Agrostis hyemalis
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Figura 1.7: Arbol filogenético de aislamientos de Epichloé basado en secuencias de ambos alelos del gen calM. Los alelos de los aislamientos hibridos estan indicadas como 1 o0 2. Los
aislamientos de B. auleticus se muestran en negrita y se informa el origen geografico. Los recuadros de colores indican en cada copia los aislamientos de igual genotipo hibrido. En cada
nodo se muestran los soportes de bootstrap y las probabilidades posteriores (MP=normal, ML=negrita e IB=italica). 41
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Debido a que los primers selectivos utilizados para amplificar cada alelo del gen
calM son complementarios con secuencias ubicadas en distintas partes del gen, las
secuencias que se obtienen para el alelo 2 son ligeramente mas cortas que las del
alelo 1, por lo que los extremos del alelo 1 no pudieron ser utilizados en el analisis
filogenético anterior. Por esta razén, se realizaron analisis filogenéticos considerando
sélo las secuencias del alelo 1 en toda su extensién. De esta manera se obtuvo una
matriz de 963 caracteres con 94 de ellos informativos. El analisis de MP dio un dnico
arbol (L=123, Ci=85, Ri=96) de topologia coincidente con los obtenidos mediante ML e
IB y que permiten reflejar la presencia de los 8 genotipos establecidos previamente
(Fig. 1.8), por lo que los extremos de este gen (correspondientes a regiones exénicas
no traducidas) parecen aportar informacién genética relevante. Ademas, la informacion
contenida en el extremo 5 no codificante del gen permitid resolver politomias

observadas en el Clado 1 del arbol que contiene los dos alelos (Fig 1.7 vs. Fig 1.8).

Presencia vy filogenia del gen idtG

Mediante la amplificacion por PCR del gen idtG se obtuvo un fragmento del tamafio
esperado para la mayor parte de los aislamientos. La excepcion fueron los
aislamientos incluidos en los genotipos B (E. pampeana) y D de la filogenia del gen
calM, para los cuales no se obtuvieron productos de PCR (idtG-). Este gen fue
secuenciado para aislamientos representantes de los diferentes genotipos hibridos
(salvo el A) y aislamientos representativos de las especies de endofitos previamente
descriptas para Argentina, que presentaron el gen. Para ningun aislamiento se
obtuvieron dos alelos del gen idtG. El alineamiento de las secuencias consenso de
cada aislamiento y secuencias de endofitos de otras partes del mundo publicadas en
GenBank (consulta 23/2/15) permitié obtener una matriz de 357 caracteres, 30 de los
cuales fueron parsimoniosamente informativos y el modelo evolutivo utilizado para ML
e IB fue K2+G.

Los arboles filogenéticos de idtG, obtenidos mediante analisis de MP (L=48, Ci=70,
Ri=97), ML e IB resultaron coincidentes, y en todos los casos las secuencias de
endofitos de Bromus auleticus se agruparon en dos grandes clados (Fig. 1.9). Uno de
los clados incluyd secuencias de la especie sexual E. festucae, secuencias de
referencia de E. fembladerae y secuencias de aislamientos de B. auleticus
representativos del genotipo C (E. tembladerae). El otro clado incluyd secuencias de
los genotipos E, F, G y H junto con secuencias obtenidas de la especie no hibrida
asexual E. typhina subsp. poae var aonikenkana, asociada a Bromus setifolius J. Presl.
de Argentina y Bromus laevipes Shear de Estados Unidos. Posiblemente, estas

secuencias sean derivadas del parental E. typhina subsp. poae, sin embargo, la
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busqueda de idtG mediante BLAST en GenBank o en proyectos genoma de las

distintas cepas sexuales de E. typhina no arrojé resultados positivos.
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Figura 1.8: Arbol filogenético de aislamientos de Epichloé basado en secuencias del alelo1 del gen calM. Los aislamientos de B. auleticus se muestran en
negrita, sison de Uruguay tienen una U antepuesta y se recuadran con los mismos colores que en lafigura 1.7 aquellos correspondientes a los diferentes
genotipos hibridos. Ademas, se informa el perfil de genes de alcaloides y mating type. En cada nodo se muestran los soportes de bootstrap y las 44
probabilidades posteriores (MP=normal, ML=negrita e IB=italica).
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Figura 1.9: Arbol filogenético de ML de aislamientos de Epichloé basado en secuencias del gen idtG.
Los aislamientos de B. auleticus se muestran en negrita , si son de Uruguay tienen una U antepuesta y
se recuadran con los mismos colores que en la figura 1.7 aquellos correspondientes a los diferentes
genotipos hibridos. En cada nodo se muestran los soportes de bootstrap y las probabilidades
posteriores (MP=normal, ML=negrita e IB=italica). 45
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Perfiles de genes de alcaloides y mating type:

Los distintos aislamientos de Argentina (los de Uruguay no fueron incluidos en este
analisis) presentaron diferencias en cuanto a la presencia/ausencia de genes de
alcaloides y tipo de apareamiento, evaluados mediante PCR multiplex, permitiendo
establecer 6 perfiles genéticos diferentes para los endofitos aislados de B. auleticus
(Fig. 1.8 y 1.10). Todos los aislamientos estudiados fueron negativos para los genes,
easA, cloA, IpsB, easH involucrados en la biosintesis de alcaloides del ergot, e idtJ e
idtE constituyentes del cluster 3 de los genes involucrados en la ruta biosintética de
lolitrem B. Ademas, la secuenciacién de los genes /olC, dmaW, idtG, idtM'y perA de
aislamientos representativos de los 7 genotipos de Argentina (que resultaron positivos
para algunos de estos genes) mostré que unicamente en el caso del gen perA
presentaban dos alelos, al obtenerse electroferogramas con picos polimérficos para

ciertos sitios de las secuencias en todos los aislamientos estudiados.

Estos perfiles mostraron correlacion con los genotipos establecidos mediante la
filogenia del gen calM. Los aislamientos considerados E. pampeana y el genotipo D
presentaron el mismo perfil de genes de alcaloides y mating type. En el linaje que
incluyé a los genotipos E, F, G y H, se detectaron dos perfiles bastante similares
donde el de los genotipos E, F y G difirid levemente del presentado por el genotipo H
en cuanto a la presencia en este ultimo de una mutacién (detectada por los primers
per-17bp x perA T2-F) que hace no funcional a uno de los dos alelos del gen perA. Los
aislamientos incluidos en el genotipo C (Epichloé tembladerae) presentaron tres
perfiles diferentes debido a variaciones en la presencia de genes involucrados en la

sintesis de indol diterpenos (Fig. 1.8).

Segun estos perfiles (ver Fig 1.8 y 1.5), todos los aislamientos serian productores
de peramina y sélo los genotipos B y D serian capaces de sintetizar lolinas, teniendo
como compuesto final la N-formillolina (NFL). En cuanto a los alcaloides del ergot, sélo
se detectaron dos genes que pertenecen al inicio de la via de biosintesis en el linaje
compuesto por los genotipos E, F, G y H, que serian capaces de producir
chanoclavina-l (CC). Por ultimo, la via de sintesis de los indol diterpenos es la que
presenta mayor variacion de presencia-ausencia de genes. Los genotipos B y D no
poseen ninguno de los genes evaluados por lo que no producirian precursores de
lolitrem B. Los genotipos E — H serian productores de paxilina (PAX) y terpendol-I
(TDI) como compuestos finales. Dentro del linaje C encontramos aislamientos
(originarios de Arroyo Urquiza, Colon y Mar Azul) que pueden llegar a sintetizar
terpendol C (TDC) mientras que tanto los aislamientos de Punta Indio como de San

Clemente del Tuyu podrian producir paspalina (PAS).
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En cuanto al mating type, también se observaron diferencias entre los genotipos
(Fig. 1.8). Cinco de los genotipos hibridos establecidos (C, E, F, G y H) presentaron
dos alelos para el idiomorfo matAC (mating type A) detectada por la presencia de
picos polimérficos en los electroferogramas (informacion no mostrada) mientras que
los aislamientos incluidos en los genotipos B y D presentaron lose idiomorfos matAC 'y
matBA, indicando que todos los aislamientos también son hibridos con respecto a este

caracter.

M2

o

lolA

Figura 1.10: Geles de agarosa donde se visualizan los diferentes perfiles de productos de PCR
multiplex para endofitos de Bromus auleticus.

Caracterizacion morfoldgica:

Se caracterizaron morfolégicamente todos los aislamientos obtenidos, pudiendo
observar que en los casos en los que se examind mas de un aislamiento por poblacién

no hubo diferencias morfoldgicas dentro de ellas.

El genotipo A es el que presenta una mayor velocidad de crecimiento en APG,
seguido por el genotipo G (Tabla 1.5). El resto de los genotipos presentan velocidades

de crecimiento bastante menores. A pesar de esto, E. pampeana sigue siendo el
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genotipo asociado a B. auleticus mas lento en su crecimiento. En la Figura 1.11 se
pueden ver el anverso y reverso de las colonias. Siempre son micelios blancos,
aunque pueden ser compactos como E. pampeana o algodonosos como el genotipo G,
con reverso castafio. Generalmente de conidios alantoides, destacandose la forma
particular y el modo en que se desprenden los de E. pampeana. Algunos conidios del
genotipo D se asemejan a los de dicha especie. Se puede ver en la Tabla 1.5, las

medidas promedio para cada genotipo hibrido detectado por los analisis filogenéticos

del gen calMy en la Figura 1.11 imagenes de dichas caracteristicas.

Diametro Células conidiégenas (um) Conidios (um)
. de
Genotipo colonias Largo Ancho Atnc.:ho Largo Ancho
base apice
(mm)
A 23,310,6 27,311 2,75+0,16 1,28+0,07 8,74+0,16 4,74+0,07
B 7,1£0,2 20,67+0.5 1,86+0.2 1,24+0.04 10,39+0,57 2,14+0,09
C 15,9+0,3 20,37+0,49 1,90+0,04 1,02+0,02 7,09+0,05 3,39+0,02
D 10£0,2  17,64+0,65 1,96+0,06 1,07+0,03 9,14+0,25 2,91+0,04
E 14,8+0,6 24,50+0,69 2,15+0,06 1,10+0,04 9,67+0,17 3,20+0,04
F 16,5+1,1  19,59+0,64 2,06+0,07 1,05+0,03 7,72+0,11 3,12+0,03
G 21,7¢0,8 19,42+0,78 2,08+0,08 1,16+0,03 8,83+0,15 3,08+0,03
H 12,9+0,9 13,41+0,49 2,05+0,05 1,08+0,04 8,310,111 3,20+0,04

Tabla 1.5: Caracteristicas de las colonias, células conidiégenas y conidios observados en cada
genotipo hibrido de endofito presente en Bromus auleticus (mediaterror estandar).

Consideraciones taxondmicas

Con base en la caracterizacion realizada, se propone considerar a los aislamientos de
los genotipos E, F, G y H como una nueva especie del género Epichloé con

variabilidad intraespecifica.

Epichloé platensis Mc Cargo PD et lannone, sp. nov. (Fig 1.11B)

Typus: (BAFCcult 4154 (PMC26)), cultivo en agar papa glucosado. Aislado de lamina
foliar de Bromus auleticus obtenida de poblacion en la localidad de Mirinay, Corrientes.
Etimologia: Epichloé de la cuenca del Rio de la Plata, en referencia a la amplia regién
geografica influenciada por esta cuenca fluvial en la cual habitan las plantas asociadas
a este endofito.

Colonias en APG que alcanzan un diametro de 12 a 22 mm en 30 dias a 24°C en
oscuridad. Superficie de la colonia blanca con micelio aéreo blanco, agamuzado a
algodonoso y textura compacta a laxa. Reverso de la colonia castafio oscuro. Hifas
hialinas 1,5 a 2 pm de ancho. Células conidibgenas terminales o laterales,
enteroblasticas, tabique basal ocasionalmente presente. Los conidios son alantoides

de tamafos variables con 7,5-10um de longitud y 3-3,5um de ancho. Genes de
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alcaloides presentes: perA, dmaW, easC, idtG, idiB, idtQ. Presenta un origen hibrido
entre E. typhina subsp. poae var. aonikenkana y E. festucae de igual tipo de
apareamiento (mtAC).

Esta especie se encuentra asociada a poblaciones de B. auleticus que se desarrollan
en pastizales mesopotamicos de las provincias de Entre Rios y Corrientes, pastizales

de la provincia de Buenos Aires y de las sierras del norte de Cordoba.
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Genotipo hibrido A

Genotipo hibrido D

Figura 1.11A: Aspecto de las colonias (30 dias APGc - barra: 10mm), células
conididbgenas y conidios (barra: 10um) de los diferentes genotipos hibridos de

endofitos Epichloé aislados de Bromus auleticus (contina en la siguiente pag.). 50
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Genotipo hibrido H

Figura 1.11B Aspecto de las colonias (30 dias APGc - barra: 10mm), células
conidiogenas y conidios (barra: 10um) de los diferentes genotipos hibridos de

endofitos Epichloé aislados de Bromus auleticus. 51
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DISCUSION

Los muestreos realizados han permitido abarcar el area de distribucion de Bromus

auleticus en Argentina y encontrar un numero considerable de poblaciones no
muestreadas con anterioridad. Sin embargo, a pesar de haber recorrido el area que
abarca el norte de Buenos Aires, sur de Entre Rios y Santa Fe, no fue posible registrar
ninguna poblacion en esa zona. Posiblemente, ésto se deba a diferentes factores,
como la presencia de las grandes ciudades sumado a que se trata de una zona con
una historia agro-ganadera de siglos donde se ven incluso grandes extensiones de
banquinas ocupadas por monocultivos y la dispersion del sorgo a los costados de las

vias de ferrocarril.

Relevamientos previos indicaron que las poblaciones de B. auleticus presentaban
siempre un 100% de infeccion de endofitos (lannone et al. 2011). A pesar de que no
se focalizé en medir estadisticamente este dato, al examinar al microscopio 6ptico las
plantas de las diferentes poblaciones, no todas presentaron tal nivel de infeccion.
Aunque la incidencia de endofitos fue generalmente alta, B. auleticus presenta niveles
de infeccioén variables entre 0 y 100%, al igual que en otras especies de gramineas
nativas asociadas a endofitos con un area de distribucion amplia y de variados
ambientes (lannone et al. 2011). Las poblaciones naturales libres de estos simbiontes
registradas en esta tesis se encuentran relativamente préoximas unas de las otras
ocupando un area relativamente pequefa en las sierras de Tandil y Balcarce y sus
estribaciones hacia la costa atlantica, lo que resulta sugerente y merece mas estudios
para evaluar las posibles causas de este patron de distribuciéon. Sin embargo, se
podrian considerar caracteristicas edaficas y climaticas como posibles influencias
sobre el fitness de esta graminea, haciendo desfavorable la asociacion en estos
ambientes. Considerando que la viabilidad del endofito en semillas de B. auleticus es
bastante corta (Pérez 2008), y que los potenciales beneficios de la simbiosis dependen
de la interaccion entre los genotipos de ambos simbiontes (Saikkonen et al. 2010),
tampoco puede descartarse que las plantas de esta region presenten caracteristicas
genotipicas tales que la asociacion con endofitos resulte desfavorable o poco

persistente (Bec et al. 2013).

Antes de comenzar esta tesis, sblo se conocia la presencia de dos linajes
endofiticos asociados a B. auleticus. Los resultados obtenidos mediante la
caracterizacion realizada demuestran la existencia de una mayor diversidad de

endofitos Epichloé en B. auleticus que la ya descripta mediante el empleo de otros
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marcadores como tubB 'y tefA por lannone et al. (2009). Ademas de las dos especies
ya conocidas, las filogenias realizadas del gen calM han permitido detectar 6 nuevos
genotipos hibridos, todos ellos de origen interespecifico. Estos resultados indican una
gran utilidad del gen calM y los demas marcadores utilizados para el estudio de la

diversidad de endofitos.

La filogenia del gen calM indica que siete (B-H) de los ocho genotipos de endofitos
asociados a B. auleticus, son hibridos de parentales E. typhina x E. festucae con
diferentes grados de diferenciacion entre ellos. El genotipo B corresponde a E.
pampeana, especie que se diferencia claramente de los demas endofitos por sus
caracteristicas morfolégicas particulares, crecimiento lento y conidios uncinados que
no se desprenden de la célula conidiégena. Los genotipos C, E, F, G y H presentaron
caracteristicas morfolégicas tipicas de los endofitos de pastos, que si bien permiten
diferenciar parcialmente estos grupos, no permiten establecer diferencias tan claras
como las obtenidas mediante el uso de marcadores moleculares. Mas aun, las
caracteristicas morfologicas de los cinco genotipos son coincidentes con las descriptas
para E. tembladerae segun Cabral et al. (1999). De esta forma la caracterizacion
molecular y morfoldgica indican que el genotipo C es E. tembladerae, ya que se asocia
filogenéticamente a aislamientos de Poa huecu Parodi representativos de esta especie.
Los genotipos E, F, G y H conforman un linaje diferente que presentaria una
considerable diversificacién en poblaciones de Bromus auleticus del este de San Luis,
norte de Cordoba, parte de Buenos Aires, la Mesopotamia y Uruguay. Por esta y
demas caracteristicas analizadas, se propone agruparlos en una nueva especie,
Epichloé platensis. Sin embargo presentan cierta diferenciacion entre ellos, las
relaciones filogenéticas parecen estar relacionadas con el origen geogréfico de las
poblaciones de las que fueron aislados, quedando por definir la existencia de otros

niveles taxonémicos.

Resulta interesante la posicion de los aislamientos considerados en el genotipo D
en los arboles de calM, ubicandose en general en la base de politomias entre los otros
grupos o junto con E. pampeana. Estos aislamientos que presentaron secuencias de
calM idénticas entre si tienen caracteristicas morfologicas intermedias entre E.
pampeanay E. tembladerae y los genotipos E, F, G, H. El genotipo restante (A), solo
representado por un aislamiento originario de Uruguay, presenta una combinacion de
parentales (E. amarillans/E. baconii x E. typhina) no encontrada en endofitos de B.
auleticus de la Argentina, pero si en Phleum alpinum (Mc Cargo et al. 2014) y

Hordeum comosum de la Patagonia (lannone et al. 2015) (Ver discusion Capitulo 3).
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Si bien el niumero de aislamientos estudiados de cada poblacién es bajo, llama la
atencion que en general los distintos genotipos estan formados por aislamientos de
origenes geograficos cercanos, siendo la excepcién el genotipo D que incluyo
aislamientos de Coérdoba y Uruguay. Unicamente en la poblaciéon de Don Gonzalo
(norte de Entre Rios) se detectaron endofitos pertenecientes a distintos genotipos (F y
H). Ambos genotipos pertenecen a un mismo linaje y el genotipo H fue detectado en

una poblacion relativamente cercana (Felipe Yofré) en el sur de Corrientes.

La deteccioén y secuenciacion del gen idtG permitié agrupar los aislamientos en tres
grupos, uno idtG- y dos idtG+ congruentes con los agrupamientos mostrados por call.
La filogenia de este gen indica la posibilidad de dos origenes evolutivos diferentes.
Mientras que E. tembladerae posee una copia derivada de E. festucae, los restantes

genotipos idtG+ (E, F, G y H) heredaron la copia derivada de E. typhina.

Las reacciones de PCR multiplex permitieron confirmar la caracterizacién preliminar
previa realizada por lannone et al. (2012b) con respecto a la ausencia de genes EAS
en E. tembladerae y E. pampeanay la presencia de genes LOL en aislamientos de E.
pampeana. Pero principalmente, aportaron mas evidencias en favor de la diversidad
observada en la filogenia de calM. Si bien los resultados de las PCR multiplex indican
similitudes en cuanto a los perfiles génicos de los distintos aislamientos, no permiten
establecer el origen evolutivo de los genes presentes. Sin embargo, permitirian
plantear posibles relaciones entre grupos. En este sentido indicarian una relacion
cercana entre los genotipos B (E. pampeana) y D que presentaron perfiles idénticos ya
que son los unicos que no poseen genes IDT ni EAS y poseen mating type AB. Los
genotipos incluidos en el linaje E, F, G y H presentaron un perfil muy similar entre si,
pero con diferencias consistentes con la diversidad observada en la filogenia de calM.
Epichloé tembladerae (C) fue el genotipo que presentd mayor variabilidad en cuanto a
esta caracterizacion, por lo que la quimiotipificacion empleada permitié evidenciar la
existencia de variabilidad entre aislamientos de E. tembladerae asociados a B.

auleticus no observada mediante el analisis de secuencias del gen calM.

Ademas de su utilidad para estudiar la diversidad de endofitos, la quimiotipificacion
mediante el analisis de genes involucrados en rutas de biosintesis de alcaloides
representa una herramienta util para predecir el potencial toxicogénico de los distintos
endofitos (Takach et al. 2012; Shymanovich et al. 2014). Este conocimiento es de vital
importancia al momento de seleccionar genotipos para su uso en el mejoramiento de
especies forrajeras. La caracterizacion realizada indica que ningun endofito de B.
auleticus seria capaz de producir lolitrem B ni alcaloides del ergot complejos. Entre los

indol diterpenos que podria producir E. tembladerae y E. platensis, la paxilina y el
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terpendol C son levemente toxicos para ratones pero no parecen tener este efecto en
el ganado (Young et al. 2009). En contraposicion, todas las cepas producirian
peramina, compuesto que protege contra insectos herbivoros (Tanaka et al. 2005).
Ademas, los aislamientos de los linajes B (E. pampeana) y D producirian N-formillolina
como compuesto final, es decir, que también podrian encontrarse niveles significativos
de los intermediarios. Las lolinas difieren en la especificidad contra diferentes estadios
del desarrollo y especies de insectos, por o que se consideran eficientes compuestos
anti-insectos (Schardl et al. 2007). Estos resultados habria que corroborarlos mediante
analisis de alcaloides en las plantas. La presencia de N-metillolina, N-acetilnorlolina y
N-formillolina en plantas de B.auleticus asociadas a E. pampeana ha sido reportada

por lannone et al. (2012c).

La quimiotipificacion realizada mediante la prospeccion de genes de alcaloides
arroja resultados auspiciosos ya que los endofitos caracterizados podrian ser
utilizados para la seleccion y mejoramiento de cultivares de B. auleticus. Aquellos que
pertenecen a los genotipos B y D son los que presentarian mayores ventajas contra
los insectos herbivoros por su capacidad potencial para producir lolinas y peramina, y
ser inocuos para el ganado. Ademas Epichloé pampeana (B) y E. tembladerae (C) han
demostrado tener efectos positivos en el crecimiento y resistencia a patégenos

fungicos de sus hospedantes (lannone y Cabral 2006; Vignale et al. 2013).

En conjunto las metodologias empleadas para caracterizar a los endofitos de esta
especie hospedante permitieron evidenciar la existencia de una alta diversidad de
endofitos, casi inesperada, considerando que se trata de organismos asexuales cuya
reproduccion y evolucién estaria intimamente ligada a la de su hospedante. En este
sentido hay dos aspectos a resaltar. El primero, en cuanto a estudios recientes de
caracterizacion de endofitos con un amplio numero de aislamientos obtenidos de una
Unica especie hospedante, los cuales han revelado diversos genotipos endofiticos en
una misma especie hospedante (Oberhofer y Leuchtmann 2012; Mc Cargo et al. 2014).
El segundo, se refiere a que en este estudio no se analizé la posible existencia de
diversidad genotipica y diferentes variedades de la especie hospedante y como ésta

podria relacionarse con la diversidad encontrada en los endofitos.
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CONCLUSIONES PARCIALES

- La deteccién de poblaciones de Bromus auleticus asociadas a endofitos Epichloé
en el area de distribucién descripta por Gutiérrez y Pensiero (1998) fue exitosa.
Ciertas zonas parecen estar muy afectadas por la actividad antrépica y requieren

realizar muestreos con una busqueda mas intensiva.

- Debido a las pocas caracteristicas morfolégicas que presentan estos endofitos, el
uso de marcadores moleculares es esencial para estudiar la diversidad de endofitos

Epichloé.

- Los andlisis filogenéticos basados en secuencias del gen calM de endofitos
Epichloé de B. auleticus permiten revelar una mayor diversidad genética que la
detectada con los genes tubB y tefA. Seria interesante disefiar nuevos primers que

permitan obtener la secuencia de sus extremos.

- Bromus auleticus es hospedante de mas linajes de endofitos Epichloé que las dos
especies descriptas hasta el momento, E. tembladerae y E. pampeana. Se pueden
reconocer al menos seis nuevos genotipos endofiticos para B. auleticus: una nueva
especie (Epichloé platensis) de amplia distribucion que presentaria cuatro
subgrupos taxondmicos, un genotipo emparentado a E. pampeana y un genotipo

hibrido de diferentes parentales en Uruguay.

- La informacion brindada por los genes del tipo de apareamiento y genes de
alcaloides (tanto las filogenias como el analisis de presencia-ausencia de ellos)
complementan la caracterizacion de las cepas, siendo congruente con las filogenias

del gen calM.

- De acuerdo con el perfil de alcaloides predicho por el analisis de genes
involucrados en sus sintesis, los endofitos de B. auleticus serian adecuados para el
mejoramiento de esta especie forrajera nativa, por producir alcaloides con actividad

anti-insectos pero ser inocuos para el ganado.
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Distribucion de endofitos Epichloé asociados a Bromus auleticus
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INTRODUCCION

Nicho ecoldgico:

El concepto del nicho ecoldgico de una especie ha ido variando y reformulandose a
lo largo de la historia, siendo el marco teérico propuesto por Hutchinson (1957) de
amplia aceptaciéon. Mediante un enfoque matematico, propone definir el nicho como un
hipervolumen, un hiperespacio de n-dimensiones donde se encuentran las variables
fisicas y biolégicas que afectan a la especie. Entonces, se define como nicho
fundamental o potencial a la combinaciéon de variables donde la especie puede
persistir en ausencia de otras especies. Mientras que, se define como nicho efectivo al
subconjunto del nicho fundamental por el efecto de las interacciones interespecificas, y
por lo tanto es donde realmente la especie se podria encontrar. El mayor dilema en el
tema es el de las variables involucradas y su modelado (Holt 2009; Soberén y
Nakamura 2009). Ademas de los factores bidticos y abidticos, el espacio geografico
accesible para la especie debido a su historia biogeografica (dispersién, colonizacién)
es el tercer factor que influye en la presencia de una especie en un area geografica
(Soberén y Peterson 2011). Estos factores interactian de forma dinamica, siendo
relevantes también cuestiones de cambio climatico y capacidad evolutiva de las
especies para adaptarse a nuevas condiciones a mayores escalas de tiempo,
generando la entidad conocida como la distribucion geografica de especies (Soberdn
2005).

Modelado de la distribucion potencial de una especie:

Los datos de presencia y/o ausencia geografica de individuos de una especie que
suele haber disponibles generalmente no cubren todo el rango de distribucién de la
especie. El modelado de la distribucion potencial de una especie, también conocido
como modelado del nicho ecolégico de una especie, se basa generalmente en el
analisis de posibles asociaciones entre presencia geografica de una especie y un
conjunto de variables (ambientales, bioldgicas, etc.) para explorar y reconocer
patrones, y asi poder predecir mecanismos que gobiernan la distribucion de las
especies (Araujo y Guisan 2006). Es decir, es un instrumento que nos permite analizar
la influencia de diversos factores en las poblaciones de una determinada especie y

entonces proyectar a nivel geografico el area potencial que ocuparia dicha especie.

En los ultimos afios, han surgido diversos programas basados en diferentes

algoritmos para modelar la distribucion de especies, siendo de gran interés como
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herramientas para estudios ecoldgicos, evolutivos y de conservacion. Para poder
palear con el problema de la escasa vy dificil tarea de obtener datos reales de ausencia
de especies, muchos de ellos se basan en datos de presencia Unicamente. Entre ellos
se destaca un método basado en la maxima entropia conocido como MaxEnt (Phillips
et al. 2006), que ha sido comparado con otros y ha demostrado ser capaz de modelar
distribuciones geograficas confiables para un gran numero de especies con
relativamente pocos datos, permitiendo generar hipotesis espaciales en escenarios
geograficos distintos en tiempo y espacio (Elith et al. 2006; Pearson et al. 2007). El
principio en el que se basa es en encontrar la distribucion de maxima entropia (la mas
uniforme) sujeta a las limitaciones impuestas por la informacién disponible de datos de
presencia y las condiciones ambientales del area en estudio. Es decir, que identifica
sitios con ambientes similares a aquellos donde ya se ha registrado la especie como
areas de posible incidencia, generando una imagen de salida continua (de valores
entre 0 y 1) con las predicciones de condiciones adecuadas para la especie. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el modelado de distribucién potencial es una
disciplina relativamente reciente que aun necesita continuar perfeccionando los
algoritmos para el analisis con pocos datos geograficos y mejores proyecciones en
tiempo y espacio, ya que sus resultados pueden tener multiples aplicaciones de
diferentes impactos (Araujo y Guisan 2006). El resultado de estos analisis se puede
utilizar para evaluar el impacto del cambio climatico en la distribucién de las especies,
del riesgo de especies invasoras, identificar areas de colecta o zonas apropiadas para

la conservacion de especies entre otros.

Area de distribucion geogrdfica de Bromus auleticus:

El area de distribucion de esta graminea incluye los pastizales de la Cuenca del Rio
de la Plata extendiéndose a la provincia fitogeografica del Espinal y parte de la
provincia Chaquefia (Cabrera 1976; Paruelo et al. 2004) (Fig. 2.1). Se encuentra en
areas templadas con influencia subtropical hacia el norte, con clima bastante variable
debido a su extension. Esta area se caracteriza por un gradiente de precipitaciones de
NE a SO, de entre 1500mm/ano en el sur de Brasil a 400mm/afio en el centro de
Argentina. Hacia el norte el verano es la estacién mas lluviosa, mientras que en el
sudoeste se registran precipitaciones maximas en primavera-otofo y minimas en
invierno. En el sur de Brasil y este de Uruguay aumentan las lluvias en invierno. Las
heladas son comunes en esta regién, siendo mas extenso el periodo de heladas hacia
el sur de la regién pudiendo ocurrir hasta en primavera. La temperatura media anual

aumenta hacia el norte, siendo de entre 14-22°C (Cabrera 1971; Paruelo et al. 2007).
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Los pastizales de la cuenca del Rio de la Plata pueden dividirse en 7 subregiones.
Las cuatro subregiones del norte (Campos del Norte, Campos del Sur, Pampa
Mesopotamica y Pampa Ondulada) comparten un bien definido sistema de drenaje con
el area al oeste del Rio Uruguay sujeta a inundaciones. Se encuentran praderas y
estepas con suelos mas chatos en los Campos del Sur y de textura mas fina en la
Pampa Mesopotamica. La composicion vegetal es mas rica en especies subtropicales
hacia el norte (como Andropogon o Axonopus) y dominada proporcionalmente por
gramineas C3 y C4 en la Pampa Ondulada, aunque toda la regién se encuentra
afectada por pastoreo o cultivos anuales. La zona de las tres subregiones del sur
(Pampa Inundable, Pampa Interior y Pampa Austral), abarca depresiones y serranias.
En la Pampa Inundable encontramos las depresiones de las cuencas de los Rios
Salado y Laprida, caracterizada por variaciones topograficas minimas y parches con
alta salinidad en el suelo que son responsables del patron de mosaico de la
vegetacién. Encontramos pequefias elevaciones que nunca se inundan, areas
ocasionalmente inundadas y extensas areas de tierras bajas regularmente inundadas
por varios meses cubiertas de praderas y estepas mesofiticas y halofiticas. En
contraposicion, en la Pampa Austral se encuentran las Sierras de Tandilia y Ventana
(que raramente exceden los 1000m) con areas arbustivas y el resto de los suelos
sedimentarios con vegetacion dominada por pastos invernales aunque afectada por la
agricultura extensiva. En la Pampa Interior encontramos suelos de textura mas gruesa,
menos precipitaciones y vegetacidén menos densa que las otras dos subregiones del

sur pero también con historia de pastoreo y agricultura (Paruelo et al. 2007).

En cuanto a la provincia del Espinal, que se extiende como un arco alrededor de las
anteriores regiones, presenta llanuras suavemente onduladas, serranias bajas y
medanales. Hacia el norte, el clima es calido y humedo mientras que hacia el suroeste
el clima es mas templado y seco. Las precipitaciones varian de 340 mm a 1170
mm/afio y la temperatura media anual de 15 a 20°C. En el norte encontramos suelo
loessoide (limosos) mientras que hacia el sur aumentan en su contenido arenoso.
Dominada por bosques xerofilos (Prosopis, Celtis, Scutia, Acacia, Schinus, etc),
también pueden encontrarse palmares (Butia), sabanas y estepas arbustivas vy
herbaceas (Cabrera 1971; 1976). La region serrana de la provincia fitogeografica
Chaquefia presenta clima continental, calido, con precipitaciones escasas
(500mm/ano) y principalmente estivales. La temperatura media ronda los 22°C. La
vegetacion dominante es el bosque xerdfilo alternando con estepas de gramineas,

siendo estos pastizales de altura utilizados para pastoreo (Cabrera 1971).
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Dada la variabilidad ambiental presente en el area de distribucién de B. auleticus,
resulta interesante estudiar como la tripartita relacion hospedante-endofito-ambiente

se refleja en las distribuciones potenciales de sus endofitos.

Figura 2.1: Regiones fitogeograficas presentes dentro del area de distribucion de B. auleticus
(modificado de Cabrera (1976); Paruelo et al. (2004)) CH: Provincia chaquefia (naranja); ES:
Provincia del Espinal (verde claro); Subregiones: CN: Campos del Norte, CS: Campos del Sur,
PA: Pampa Austral, PF: Pampa Inundable Pl: Pampa Interior, PM: Pampa mesopotamica, PO:
Pampa Ondulada.
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HIPOTESIS PARCIALES

- Las areas que resultan mas adecuadas para la presencia de los genotipos de

endofitos Epichloé asociados a Bromus auleticus son diferentes entre si.

- Existen areas adecuadas para encontrar diferentes genotipos de endofitos de

B. auleticus en simpatria.

- Los distintos genotipos de endofitos presentes en B. auleticus se asocian a

distintos ambientes.

OBJETIVOS PARCIALES

- Estudiar la distribucién potencial de los genotipos de endofitos descriptos en el

Capitulo1 en el area de distribucion conocida para Bromus auleticus.

- Determinar variables bioclimaticas que influyen en la distribucion geografica de

cada genotipo.

- Definir areas de interés para futuros muestreos mas exhaustivos.
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MATERIALES Y METODOS

Luego de la caracterizacion de los endofitos descripta en el Capitulo 1, se
agruparon los sitios de las poblaciones de B. auleticus de acuerdo al genotipo
endofitico con el que se asocia. Se consideraron los genotipos E, F, G y H como un
unico linaje a modelar debido a los resultados de los analisis filogenéticos de calM e
idtG, y concordante con la propuesta realizada de que pertenecen a una nueva
especie. Con el programa MaxEnt 3.3.3k (Phillips et al. 2006) se modelaron las
potenciales areas de distribucion de E: pampeana (B), E. tembladerae (C), genotipo D
y E. platensis (E, F, G y H), utilizandose los datos de presencia junto con variables
bioclimaticas y de altitud obtenidas de la base de datos WorldClim (Hijmans et al.
2005). Dichas variables derivan de los valores mensuales de temperatura y
precipitacién para generar variables bioldgicamente mas significativas, representando
tendencias anuales, estacionales y factores ambientales extremos o limitantes. A

continuacion se detalla la denominacion y significado de cada variable:

BIO1 = Temperatura media anual.

BIO2 = Rango de temperatura media diurna (media mensual de (temp. maxima — temp.
minima)).

BIO3 = Isotermalidad (BIO2/BIO7) (* 100).

BlO4 = Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar * 100).
BIO5 = Temperatura maxima del mes mas calido.

BIO6 = Temperatura minima del mes mas frio.

BIO7 = Rango de temperatura anual (BIO5-BIO6).

BIO8 = Temperatura media del trimestre mas humedo.

BIO9 = Temperatura media del trimestre mas seco.

BIO10 = Temperatura media del trimestre mas calido.

BIO11 = Temperatura media del trimestre mas frio.

BIO12 = Precipitacién anual.

BIO13 = Precipitacién del mes mas humedo.

BIO14 = Precipitacion del mes mas seco.

BIO15 = Estacionalidad de las precipitaciones (coeficiente de variacion).
BIO16 = Precipitacion del trimestre mas humedo.

BIO17 = Precipitacion del trimestre mas seco.

BIO18 = Precipitacion del trimestre mas calido.

BIO19 = Precipitacion del trimestre mas frio.
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Las diferentes variables ambientales, en formato de rasters o cuadriculas (30 arc-
segundos o ~1 km? de resolucion espacial), fueron recortadas para limitar el modelado
al area de distribucion de Bromus auleticus en Sudamérica. Esto se hizo ya que el
programa se basa en los valores ambientales que corresponden a los puntos de
presencia utilizados en el analisis para predecir la distribucion en el resto del area que
se estudie, no resultando por lo tanto significativo extender mas alla del area en que el
hospedante puede encontrarse. Luego, para cada celda del raster, el programa calcula
las similitudes entre los valores ambientales en una celda especifica y los valores del
nicho de la especie modelada. Con esta informacién, el modelo calcula la probabilidad
de la presencia de una especie en cada celda del raster, indicando el espacio
geografico que es propicio para cada especie (Phillips y Dudik, 2008), por lo que
mostrara areas ecoldgicamente similares a aquellas en las que se registro la especie.
Las coordenadas geograficas utilizadas para modelar la distribucion de cada genotipo
fueron las presentadas en la tabla 1.4 en funciéon del genotipo encontrado en cada

poblacion.

Se establecieron los parametros del MaxEnt de forma tal que divida aleatoriamente
los datos de presencia en dos subconjuntos, uno con el 75% de los datos de presencia
utilizados para entrenar el modelo y otro con el 25% restante para evaluar su
capacidad de prediccion. Este paso se repitio 100 veces usando un bootstrap cada vez
con seleccion aleatoria de los subconjuntos de datos. Se establecieron 1000
iteraciones como maximo para construir un modelo con un alto poder predictivo
(Phillips et al. 2006), con el resto de los parametros por default (Phillips et al. 2006). El
poder predictivo del modelo se evalué mediante el calculo del area bajo la curva ROC
(AUC), que toma valores de 0,5 para una prediccion aleatoria y aumenta cuanto mejor
sea (Swets 1988; Phillips et al., 2006). La importancia de cada una de las variables en
el modelado se chequed mediante analisis de jackknife (Phillips et al. 2006). En las
figuras se muestran las distribuciones potenciales resultantes utilizando el umbral del
10 percentil de presencia de entrenamiento como limite inferior. Es decir, el valor de
probabilidad en el que el 90% de los puntos de presencia estaran dentro del area
potencial. EI 10% restante de los puntos caeran por fuera del area potencial y son
aquellos con un ambiente atipico, no incluidos dentro de los limites del nicho (Phillips y
Dudik, 2008). Este concepto supone que los sitios con una probabilidad superior al
umbral tienen condiciones climaticas apropiadas para la ocurrencia de la especie,
mientras que la especie no ocurriria en sitios por debajo del umbral. Entre mas alto
sea el umbral, mas restringidas las areas de distribucién potencial. Los parametros

aplicados se eligieron basados en que se trabaja con conjuntos de datos de presencia
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pequenos, por lo que se optd por tener una estimacion conservadora al elegir obtener
los promedios de los modelos y predicciones para cada linaje (Pearson et al. 2007,
Roscioni et al. 2014).
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RESULTADOS

Las areas resultantes del modelado de la distribucion potencial de los diferentes
linajes endofiticos asociados a Bromus auleticus se muestran, tanto superpuestas
como por separado, en la Figura 2.2, los colores empleados para mostrar la
distribucion de cada genotipo corresponden a los usados en el Capitulo 1, salvo que E.

platensis se representa en celeste.

El area de distribucién potencial de E. pampeana (B) (Fig. 2.2.B) se extiende
principalmente en el oeste de Buenos Aires, este y noreste de La Pampa y sur de
Codrdoba, encontrandose un pequefio parche bastante adecuado en los alrededores de
la localidad de Dolores (Bs. As.). El modelo de distribucion logré una muy buena
capacidad predictiva (AUCg= 0,924). Para E. pampeana, la variable mas informativa
por si sola resultd ser las precipitaciones del mes mas seco (BIO14), mostrando una
relacién negativa a partir de los 40mm, mientras que aquella que mas afectaba el
modelo cuando fue omitida fue la isotermalidad (BIO3), mostrando una correlacién
negativa aproximadamente lineal dentro de los valores registrados en el area. Esto
indica que las regiones con mayor potencialidad para E: pampeana son aquellas que
presentan bajas precipitaciones en el mes mas seco y mayor amplitud térmica. Como
areas altamente adecuadas, se encuentra la mas grande en el oeste de la provincia de
Buenos Aires (alrededor de la zona de Carhué) y una pequefa cerca del limite de las
provincias de Buenos Aires, La Pampa y Cdérdoba, aproximadamente por la ciudad de

General Villegas.

El &rea de distribucion potencial modelada para E. tembladerae (Fig 2.2.C) abarca
regiones de los tres paises en los que se puede encontrar B. auleticus, extendiéndose
por las diferentes zonas costeras. Alta potencialidad presentan la zona este de la
provincia de Buenos Aires y su costa atlantica norte, adentrandose por ambas
margenes del Rio de la Plata y zonas de influencia de los cauces inferiores de los rios
Uruguay y Parana, y toda la costa maritima de Uruguay y el estado Rio Grande do Sul
de Brasil, segun el modelo con muy buena capacidad predictiva (AUCc= 0,947). Para
este genotipo, la altitud resulté ser la variable ambiental primordial en el modelado de
su distribucion, tanto por la ganancia como por la pérdida por omisién, siendo mas
favorables las zonas de menor altitud. En este caso, el area mas adecuada para
encontrar E. tembladerae en simbiosis con B.auleticus se encuentra en el extremo sur

de la Bahia de Samborombon.
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El modelado del genotipo D (Fig 2.2.D) lo sitia en el area central de la Argentina y
los estados de Santa Catalina y norte de Rio Grande do Sul (Brasil), siendo confiable
el poder predictivo del modelo (AUCp= 0,858). La estacionalidad de las precipitaciones
(BIO15) resultd ser la variable que mas aporté al modelado y cuya exclusion mas
afecté al modelo, presentando una correlacion positiva. Este genotipo presenta las
mas extensas areas de distribucion potencial para encontrarlo en simbiosis con B.
auleticus. Si bien las areas mas apropiadas para la distribucién de este genotipo se
encuentran en las estribaciones de la Sierra de Comechingones de Cérdoba, norte de
San Luis y en el extremo norte del estado de Santa Catalina, las llanuras del sur y este

de Codrdoba resultaron altamente adecuadas.

En cuanto al modelado de E. platensis que incluye los genotipos E, F, G y H (Fig.
2.2.E), de buen poder predictivo (AUCg ¢ ¢y = 0,951), se puede observar que el
resultado es un conjunto de areas con diferentes niveles de aptitud, reflejo de que los
genotipos detectados en este linaje se encuentran en areas dispersas. Los distintos
genotipos de este linaje pueden encontrarse en las provincias de Buenos Aires,
Cdrdoba, Corrientes, Entre Rios, San Luis y Santa Fe, extendiéndose hasta Uruguay y
Brasil en zonas limitrofes. Para este linaje, se observa que la altitud es la variable mas
importante, con preferencias por tierras bajas o zonas que no superen los 1000msnm.
La estacionalidad de las temperaturas (BIO4) también es una variable altamente
influyente en el modelado de la distribucién de este linaje, con preferencia por valores
intermedios. Segun el modelo, las areas Optimas para este linaje se restringen a las
sierras del norte de Cdérdoba y el norte de Mar del Plata y sus alrededores. Los
graficos del jackknife para los modelos de los diferentes genotipos se muestran en el

anexo (Tablas 2.1 del Anexo).
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Figura 2.2: Mapas con las areas de distribucion potencial de Iosulinajes Epichloé asociados a B.
auleticus, cuanto mas oscuros los diferentes colores més adecuado el drea para ese linaje. A:
Todos los linajes superpuestos, B: E. pampeana o genotipo B, C: E. tembladerae o genotipo C,

D: genotipo D, E: E. platensis o genotipos E, F, G y H.
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DISCUSION

La persistencia de la asociacion simbidtica entre una graminea y su endofito
depende del genotipo de ambos simbiontes y del efecto que las condiciones
ambientales ejercen sobre el balance beneficio-perjuicio que la asociaciéon tiene sobre
la asociacion y sobre cada simbionte (Saikkonen et al. 2010; Davitt et al. 2011). El
area de distribucion de Bromus auleticus abarca ambientes con condiciones climaticas
diversas, por lo que la asociacion simbiética con los diferentes genotipos de endofitos
caracterizados en el Capitulo 1 puede estar relacionada con las condiciones reinantes
en el area donde cada genotipo fungico se encuentra. Debido a que en estas
asociaciones el éxito (capacidad de reproduccion) del endofito depende de la
supervivencia y éxito reproductivo del hospedante, el area de distribucién de cada
sistema B. auleticus-genotipo fungico puede estar relacionada con los beneficios que
el endofito involucrado le confiere a las plantas hospedantes ante las condiciones
ambientales imperantes en el area de distribucion. Ademas, dados los beneficios que
se conoce que la asociacion con estos endofitos puede brindarle a su hospedante
respecto a estreses bidticos y abidticos es esperable que se observen diferencias en
las areas de distribucion, ya sea entre plantas libres de endofitos y aquellas infectadas

como entre las diferentes combinaciones de simbiontes (Afkhami et al. 2014).

El modelado de las éareas de distribucion potencial de los distintos endofitos
detectados en asociacion con B. auleticus permitié en muchos casos predecir posibles
areas de distribucion de los genotipos detectados en el Capitulo 1 en regiones no
estudiadas o donde no se hallaron poblaciones del hospedante durante esta tesis. Los
resultados indicaron ademas que el area central para cada genotipo endofitico, en

general, no se superpone con la de otros linajes.

Las areas que resultan altamente adecuadas para la presencia de E. pampeana se
encuentran principalmente en la region de la Pampa Interna pero extendiéndose hacia
la Pampa Austral y la region oeste de la Pampa Inundable. Esta region se caracteriza
por sus bajas precipitaciones en invierno, por lo que las precipitaciones del mes mas
seco sin duda pueden considerarse un factor de importancia para el balance de la
simbiosis, posiblemente resultando favorable en condiciones de sequia como se ha

registrado para otros sistemas (Malinowski y Belesky 2000; Oberhofer et al. 2013).

Las zonas costeras de Argentina principalmente en la Pampa Inundable, Brasil y

Uruguay resultaron adecuadas para E. tembladerae (genotipo C), viéndose
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fuertemente influenciada de forma negativa por la altitud y en menor medida por la

poca variacion estacional de las precipitaciones.

El genotipo D se extiende por las regiones de ecotono entre la Pampa Interna, el
Espinal y la region Chaquefia, es decir que se distribuiria preferentemente en el area
continental de la distribucion de B. auleticus, con una preferencia por la estacionalidad

de las precipitaciones, en contraposicién al genotipo C.

El area de distribucién potencial obtenida para el linaje comprendido por los
genotipos E, F, G y H, posee la altitud como variable de importancia, con preferencias
por leves depresiones o hasta zonas de elevaciones préximas a los 1000msnm, razon
por la que su area coincide en su mayoria con la Pampa Inundable o zonas bajas de la
Pampa Ondulada y Mesopotamica pero seria altamente adecuada el area de las

sierras cordobesas y con buena tolerancia a la estacionalidad de las temperaturas.

Se puede observar que los genotipos B y D se vieron influenciados por variables
climaticas relacionadas a las precipitaciones principalmente. Si bien la altitud parece
describir la distribucion de los linajes E. tembladerae y E. platensis la forma en que lo
hace resulta contradictoria, principalmente en el linaje E. platensis. Posiblemente otros
factores ambientales de tipo edafico (pH, tipo de suelo) o biolégico (comunidad vegetal,
presencia de herbivoros) estén afectando a la distribucion de estos linajes. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que variables edaficas y caracteristicas de la
comunidad vegetal también pueden estar moldeando el drea de distribucion de los
diferentes simbiontes, como se ha observado que estas caracteristicas influyen en las
incidencias de endofitos registradas en poblaciones con gradientes ambientales de
este tipo (Novas et al. 2007; lannone et al. 2012a). Por lo que, seria interesante incluir
rasters de estos datos en futuros modelados y asi buscar otras variables de igual o
mayor relevancia. Otro factor a tener en cuenta en el modelado de las areas de
distribucion de E. tembladerae y E. platensis es que dentro de cada linaje presentan
distintos genotipos, cada uno de los cuales podria estar asociados a caracteristicas
ambientales diferentes. Por lo que, resulta necesario obtener un mayor niumero de
datos (poblaciones) de cada linaje para poder modelar su distribucion en forma

independiente.

Si bien es posible encontrar areas de potencial simpatria entre distintos linajes, los
resultados sugirieron que cada genotipo se asocia a condiciones bioclimaticas
particulares. Ademas debe destacarse que aun cuando las areas centrales para
algunos genotipos puedan coincidir, este resultado se debe al modelado y no a la

presencia de aislamientos de un genotipo obtenidos en el drea mas probable de otro
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genotipo. Estos resultados podrian deberse a que el niumero de aislamientos
caracterizados genéticamente de cada poblacién no fue lo suficientemente alto como
para evidenciar la presencia de mas de un genotipo por poblacién. Sin embargo, los
genotipos que presentan mayores areas potenciales de superposicién (E. pampeana,
genotipo D y E. platensis) pueden ser faciimente identificables por su morfologia y en
ningun caso los aislamientos obtenidos (no caracterizados genéticamente) de una
misma poblacién presentaron caracteristicas morfolégicas que los asociara a distintos
genotipos. Sin embargo, posiblemente un muestreo mas exhaustivo permita encontrar
poblaciones de Bromus auleticus infectadas con mas de un genotipo de endofito,
como la zona altamente adecuada para D y G de las sierras de la provincia Chaquena.
La presencia de diferentes endofitos en una misma poblacién es un hecho frecuente y
ha sido detectada en Hordelymus europaeus en el norte europeo y en Bromus
setifoliusdonde cohabitan plantas asociadas a una especie hibrida y otra haploide
(Oberhofer y Leuchtmann 2012) o en Phleum alpinum donde pueden encontrarse dos

especies hibridas (Mc Cargo et al., 2014).

Dada la amplitud en el area de distribucidn, la alta variabilidad genética y
morfolégica que puede observarse entre y dentro de poblaciones de B. auleticus,
también es necesario completar estos analisis con la caracterizacién molecular de
cada poblacién del hospedante. De esta manera, podra establecerse si cada linaje de
endofitos se asocia a un linaje de la especie hospedante cuya distribucion geografica
puede estar también afectada por caracteristicas ambientales. Dada la complejidad de
estas simbiosis, donde los efectos en la planta hospedante pueden variar frente a
condiciones ambientales y al genotipo del endofito, conocer la diversidad genética del
componente vegetal resulta imprescindible para poder explicar en que forma patrones
de distribucién del endofito responden a efectos del ambiente sobre el endofito, sobre

el hospedante o sobre la combinacion de ambos.

Ademas, el intenso laboreo y pastoreo que el hombre desarrolla en la mayoria de
estas regiones pueden estar influenciando Ila distribucion de las diferentes
combinaciones graminea-endofito, debido a los cambios en diversos aspectos del
ambiente que estas actividades generan. La actividad agro-ganadera muy
probablemente ejerza y haya ejercido fuerzas de seleccion en los diferentes ambientes
de acuerdo al uso que se le dé a la region, tanto por los beneficios que puede traer
esta asociacion frente a estreses bidticos y abidticos como por su plasticidad ante los
grandes cambios que generan el avance de diferentes actividades antropicas como

son la urbanizacion, plantaciones forestales, monocultivos y pastoreo.
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En cuanto a la relacion entre areas de distribucion predichas para cada linaje se
puede observar que el area mas adecuada para el genotipo E. platensis se encuentra
en gran parte superpuesta con las areas de mayor e intermedia potencialidad para el
genotipo D (Fig. 2.1.A). Al tratarse de la zona serrana de Cérdoba, se podria decir que
se esta describiendo la distribucion del genotipo D en relaciéon con G. Analizando la
distribucion del genotipo D con respecto a E. pampeana (B), se puede ver que la
mayoria del area de B forma parte del area descripta para D, aunque siendo poco
adecuada para D; y que el area mas adecuada para B coincide con un area bastante
apta para D. Respecto a la relacién de la distribucion de C con respecto a E, se puede
ver que la primera estda mas restringida a zonas costeras y la segunda a las zonas
circundantes a C con excepcion de la bastante alta idoneidad de la costa bonaerense
préxima a Mar del Plata. También se observa que el parche de la distribucién de B por
el area de Dolores se superpone con la distribucion de C, siendo areas medianamente

adecuadas para ambas especies.

Seria también interesante contar con la posibilidad de extender los muestreos en
los limites de la distribucion de esta forrajera nativa, por ejemplo hacia el limite de
Cdrdoba con Santiago del Estero y norte de Santa Fe en busca de endofitos asociados
a esta graminea en climas mas templados. Debido al caracter mutualista que las
asociaciones B.auleticus-Epichloé spp. han demostrado tener en diversos
experimentos (lannone y Cabral 2006; lannone et al. 2012c; Vignale et al. 2013),
existe la posibilidad de que esta simbiosis confiera una mayor resistencia a la sequia
expandiendo el area de distribucion de este hospedante a regiones mas aridas, como

fue demostrado para el congénere Bromus laevipes (Afkhami et al. 2014).
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CONCLUSIONES PARCIALES

- Los endofitos asociados a B. auleticus muestran distribuciones potenciales

predominantemente no superpuestas, como lo observado hasta el momento.

- Variables ambientales relacionadas con el régimen de precipitaciones y la altitud
fueron las mas influyentes para los diferentes modelos. Seria necesario incluir
variables edaficas o de comunidad vegetal que ya fueron descriptas como

importantes en la incidencia de endofitos.

- Dada la amplitud en el area de distribucion de B. auleticus es necesario completar
los analisis de distribucion de los diferentes linajes endofiticos con la

caracterizacion molecular de cada poblacion del hospedante.
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Andlisis de endofitos Epichloé asociados a gramineas simpatricas y alopatricas
con Bromus auleticus - Evidencias filogenéticas de transmisiéon horizontal.
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INTRODUCCION

Las especies Epichloé estan especializadas en la asociacion con gramineas C3. La
asociacion endofito-graminea requiere una estrecha coordinacion de los ciclos de vida
de ambos organismos involucrados (Leuchtmann 1993; Schardl et al. 1997). Es por
esto que se los considera buenos modelos para el estudio de procesos evolutivos en
los que se refleje un alto grado de especificidad y analisis filogenéticos que muestren
la coevolucion con sus hospedantes y posible coespeciacion (Vienne et al. 2013). Sin
embargo, no todos los sistemas estudiados muestran tal estrecha relacién en sus
filogenias, planteando la existencia de transmision horizontal incluso con saltos a
diferentes hospedantes. A pesar de que diversos investigadores han observado
estructuras reproductivas asexuales en el filoplano, sélo en los afos recientes se han
encontrado sistemas graminea-endofito asexual que presentan transmisién entre

plantas vecinas (Tadych et al. 2014).

La busqueda de especies de gramineas nativas asociadas a endofitos del género
Epichloé es relativamente reciente en Argentina. A pesar de ello, se han analizado
diversas especies de pastos originarias de variadas regiones geograficas, dando como
resultado el hallazgo de 36 especies pertenecientes a 7 géneros (Briza, Bromus,
Festuca, Hordeum, Melica, Phleum y Poa) asociadas unicamente a especies
asexuales de dichos endofitos (lannone et al. 2011; lannone et al. 2012b). La
caracterizacion morfolégica y molecular de estos endofitos permitié describir 5 linajes,
cuatro de los cuales son el resultado de la hibridacion interespecifica derivada de
especies sexuales que no se han encontrado en Sudamérica (Cabral et al. 1999;
Gentile et al. 2005; lannone et al. 2009; Mc Cargo et al. 2014; lannone et al. 2015):

- E. typhina subsp. poae x E. festucae = E. tembladerae 'y E. pampeana
- E. typhina x ancestro comun de E. amarillans y E. baconii = E. cabralii y 1 aislamiento
de H. comosum

- una variedad haploide = E. typhina subsp. poae var. aonikenkana

Con el aumento de estudios de la diversidad de endofitos de diferentes partes del
mundo, particularmente en gramineas nativas silvestres, se han registrado sistemas
donde una especie hospedante esta asociada a diversos endofitos y una especie
endofitica esta infectando mas de una especie de hospedante (Oberhofer vy
Leuchtmann 2012). En la Argentina, los linajes de endofitos Epichloé descriptos hasta

el momento parecen conservar la especificidad caracteristica, encontrandose en su
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mayoria asociadas a una Unica especie hospedante. La excepcidén la constituye
Epichloé tembladerae, que se ha registrado asociada a muchas especies de
gramineas que incluso pertenecen a diversos géneros. Dicha especie endofitica fue
descripta por primera vez por Cabral et al. (1999) asociada a Festuca argentina
(Speg.) Parodi, F. hieronymi Hack y Poa huecu (Speg.) Parodi con propiedades
toxicogénicas. Desde entonces se ha encontrado asociada a 15 especies hospedantes
mas, aparentemente inocuas para el ganado, los cuales son Briza paleapilifera Parodi,
Bromus auleticus Trin ex Nees, Bromus brachyanthera Doell, Bromus setifolius J.
Presl, Festuca magellanica Lam, Hordeum comosum J. Presl, Melica stuckertii Hack,
Phleum alpinum L., Poa bergii Arech, Poa bonariensis (Lamb.) Kunth, Poa
calchaquiensis Hack, Poa durifolia Giussani Nicora & Roig, Poa lanuginosa Poir. y Poa
ligularis Nees (lannone et al. 2011; lannone et al. 2012b; lannone et al. 2015) e incluso
a Festuca arizonica Vasey en Estados Unidos (Moon et al. 2004). Todos estos
hospedantes habitan ambientes con diversas caracteristicas climaticas, edaficas y
biogeograficas, haciendo de E. tembladerae una especie practicamente ubicua en
Argentina. Por lo que, estas observaciones generan muchos interrogantes en cuanto a

su origen, evolucion y posibles modos de transmision.
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HIPOTESIS PARCIALES

- Existen diversas especies de gramineas asociadas a endofitos Epichloé spp.

que habitan en simpatria con Bromus auleticus.

- Se detecta una baja variabilidad genética con los marcadores moleculares
analizados entre los endofitos asexuales del género Epichloé de una misma
comunidad. Esto se debe a que existe transmision horizontal entre diferentes

especies de gramineas simpatricas.

- Epichloé tembladerae se encuentra asociada a diversas gramineas de una

misma comunidad debido a que puede presentar transmision horizontal.

OBJETIVOS PARCIALES

- Explorar el area de distribucién de Bromus auleticus en busca de poblaciones
donde habita en simpatria con otras especies de gramineas asociadas a

endofitos Epichloé spp.
- Lograr aislar endofitos Epichloé spp. de hospedantes simpatricos a B. auleticus.

- Estudiar la diversidad de endofitos Epichloé aislados de estas otras especies
hospedantes mediante analisis filogenéticos de los genes nucleares calmodulina

(calM) e indol di-terpeno M (idtM), y su caracterizacion morfoldgica.

- Obtener perfiles genéticos de cepas de Epichloé aisladas de los diferentes
hospedantes mediante la evaluacion de la presencia de genes pertenecientes a
las rutas de biosintesis de los indol diterpenos, alcaloides del ergot, lolinas y

peraminas y mating type.

- Estudiar las relaciones filogenéticas entre endofitos de Bromus auleticus y de
otras especies hospedantes de una misma comunidad para detectar relaciones

que permitan evidenciar eventos de transmision horizontal entre ellos.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de potenciales hospedantes de endofitos Epichloé:

Simultaneamente al muestreo de Bromus auleticus, descripto en el Capitulo 1, se
recolectaron otras gramineas potenciales hospedantes de endofitos Epichloé. En cada
sitio muestreado, dependiendo de la disponibilidad, se recolectaron aproximadamente
otras 25 plantas repartidas entre especies de gramineas que se encontraran en
simpatria. Dichas gramineas también se recolectaron en sitios donde no se encontr6 B.
auleticus, pero que corresponden a su area de distribuciéon (Gutiérrez y Pensiero 1998),
para complementar el analisis de la diversidad genética endofitica y su evolucién. Las
plantas asociadas a endofitos fueron determinadas con base en sus caracteristicas

morfoldgicas utilizando claves dicotdmicas de gramineas (Zuloaga et al. 2012).

Caracterizacion de los endofitos:

Para la deteccion de endofitos en las plantas, su aislamiento y caracterizacion
morfoldgica y genética se siguieron las mismas técnicas y analisis que se describieron
en detalle en el Capitulo 1, seccidn de Materiales y Métodos. La seleccién de
aislamientos a estudiar se basd en priorizar el andlisis de endofitos aislados de
gramineas simpatricas a B. auleticus y por lo menos un aislamiento de los otros
hospedantes alopatricos en el territorio argentino, disponible en la coleccion de cultivos

del laboratorio.

En los analisis filogenéticos del gen calM se utilizaron las secuencias de endofitos
aislados de B. auleticus del Capitulo 1, secuencias de referencia y secuencias de
endofitos aislados de otros hospedantes de Argentina (de algunos de los cuales ya se
contaba con ADN en el laboratorio), tanto del area de distribucion de B. auleticus como
del resto del territorio. La unica modificacion que se hizo con respecto a los estudios
realizados en el Capitulo 1 fue realizar andlisis filogenéticos del gen idtM, en lugar de
idtG, ya que el fragmento amplificado es mas largo y podria resultar mas informativo
(Tabla 3.1). Este gen codifica una monooxigenasa FAD-dependiente involucrada en la

sintesis de indol diterpenos (Young et al. 2009).

Gen Primer Secuencia (5-3') Uso ([Tamano(bp)
idtM-F GCGACTTCAAGGTAATAATCGTGG| AyS
iatM idtM-R CATCCTACAAAGCTTGGTCTATT | AyS 1551
tmM-158 | GTGATCGGTGCTGACGGGGTCCA S

Tabla 3.1: Primers utilizados para las reacciones de amplificacion por PCR del gen idtM, para
secuenciacién y posterior analisis filogenético (tomado de Charlton et al. (2014)). A:
amplificacion y S: secuenciacion.
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RESULTADOS

Se recolectaron ejemplares pertenecientes a los géneros Briza, Bromus,

Calamagrostis, Danthonia, Elymus, Festuca, Melica, Poa, Polypogon y Stipa como
hospedantes potenciales de endofitos Epichloé spp. dentro del area de distribucion de
B. auleticus. Luego de la inspeccién bajo el microscopio 6ptico, se establecié que en
20 de los 71 sitios descriptos en el Capitulo 1 donde se encontrd B. auleticus también
habitaban otras gramineas asociadas a Epichloé (E+). Ademas, se muestrearon otros
25 sitios dentro del area de distribucion de B. auleticus, donde se encontraron
gramineas de diferentes especies que en otros sitios si cohabitan con B. auleticus. En
16 de éstos se encontraron gramineas asociadas a endofitos Epichloéy en 9 libres de
ellos. En la Figura 3.1 se puede observar la ubicacion de todos los sitios muestreados

diferenciados de acuerdo a los datos previamente mencionados.

Se determind que 12 especies de gramineas, ademas de B. auleticus, se
encontraban asociadas a endofitos Epichloé, destacandose la deteccion de dos
nuevos hospedantes: Calamagrostis alba (J. Presl) Steud. y Polypogon elongatus
Kunth. En la Tabla 3.2 se detallan las especies, el numero de plantas procesadas y el

numero de aislamientos que se lograron obtener.

Hospedante N° plantas _proce_sadas N° de aislam_ientos
para aislamientos obtenidos

Briza paleapilifera 28 23
Bromus brachyanthera 8 4
Calamagrostis alba 13 5
Festuca arundinacea 7 0
Festuca fimbriata 5 0
Festuca hieronymi 27 9
Melica stuckertii 32 1
Poa bergii 6 4
Poa bonariensis 12 6
Poa lanigera 35 13
Poa lanuginosa 4 3
Polypogon elongatus 15 3
Total 192 71

Tabla 3.2: Gramineas que resultaron de status endofitico positivo, niumero de plantas
procesadas y cantidad de aislamientos de Epichloé obtenidos por especie hospedante.
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Descripcion de las comunidades:

W B. auleticus y otras gramineas en simpatria E+
4 B. auleticus E+ y otras gramineas en simpatria E-
@ B. auleticus E- y ofras gramineas en simpatria E+

Otras gramineas E+ (sin B. auleticus)

Otras gramineas E- (sin B. auleticus)

Figura 3.1. Mapa ilustrativo de los sitios muestreados durante las campafias del periodo 2010-
2013, junto con la descripcién de lo hallado en cada uno.
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Caracterizacion molecular:

Andlisis filogenéticos:

Calmodulina (calM)

Se amplific6 el gen calM y se obtuvieron secuencias de 39 aislamientos
provenientes de hospedantes diferentes a B. auleticus, obteniéndose en su mayoria
dos alelos de dicho gen, denominados arbitrariamente alelo 1 y alelo 2. Un unico
aislamiento (denominado 150) de Festuca hieronymi, originario de la localidad de Villa
General Belgrano (Coérdoba), resultdé haploide. Es decir, que salvo por dicho
aislamiento, todos los aislamientos caracterizados poseen un origen hibrido. La matriz
obtenida del alineamiento constdé de las secuencias de endofitos de B. auleticus
estudiados en el Capitulo 1, 77 secuencias de otros hospedantes de Argentina, 31
secuencias de referencia tanto de endofitos de Argentina como de otras partes del
mundo (ver Tabla 1.1 Anexo) y 948 caracteres de los cuales 88 resultaron

parsimoniosamente informativos.

El andlisis de maxima parsimonia (MP) dio como resultado un unico arbol de 105
pasos de longitud (Ci=91, Ri=99). El modelo evolutivo utilizado para ML e IB fue K2P
(Kimura 2-parametros). Las topologias de los arboles obtenidos por MP, ML e IB
fueron congruentes. Con este grupo de endofitos también en todos los casos se
observaron dos grandes clados: el Clado 1 que incluye secuencias de referencia de
las especies sexuales E. festucae, E. amarillans'y E. baconiiy el alelo 1 de todos los
endofitos analizados y secuencias de cepas de referencia de Argentina; y el Clado 2
que incluye secuencias de E. typhina, E. typhina subsp. poae var. aonikenkana (la
variedad no hibrida asexual), del aislamiento de F. hieronymi haploide (150) y el alelo
2 del resto de los aislamientos estudiados y de los usados como referencia (Fig. 3.2).
Por lo tanto, los nuevos aislamientos analizados corresponden a hibridos
interespecificos con un ancestro comun con E. festucae para el alelo 1 y con E.
typhina para el alelo 2, mientras que el aislamiento 150 es haploide y deriva de E.
typhina. Para facilitar la lectura del arbol, se muestran sélo algunos aislamientos de B.
auleticus de cada genotipo establecido en el Capitulo 1 y se utilizaron los mismos
colores que en el Capitulo 1 para sefalar los genotipos de B. auleticus aplicandolos
también para senalar aquellos aislamientos de otros hospedantes originarios de una

comunidad donde B. auleticus presenta el genotipo indicado con ese color.

Dentro del Clado 1, las secuencias del alelo 1 de aislamientos de Argentina se

separaron en 7 grupos o genotipos (denominados 11 a 1VIl). Dentro del Clado 2, las
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secuencias del alelo 2 se separaron en 6 grupos o genotipos para el alelo 2
(denominados 21 a 2VI).

Mediante la combinacion del genotipo de alelo 1 con el de alelo 2 de cada
aislamiento se pudieron establecer 12 genotipos presentes entre endofitos de
Argentina. Estos son: los 8 genotipos (A-H) descriptos en el Capitulo 1 para B.
auleticus, 2 genotipos hibridos nuevos denominados J y K, ademas de E. cabralii de
Phleum alpinum (genotipo |) ya descripto por Mc Cargo et al. (2014) emparentado con
el genotipo A y E. typhina subsp. poae var. aonikenkana (genotipo L) de B. setifolius
con la cual se relacioné el aislamiento 150 de Festuca hieronymi. Los dos genotipos
hibridos nuevos (J y K) corresponden a hibridos interespecificos de E. typhina x E.
festucae. El genotipo K corresponde a dos aislamientos de B. brachyanthera mientras
que el genotipo J agrupa a aislamientos de B. brachyanthera, P. lanigeray F. superba.
En la Figura 3.2 se pueden observar los genotipos hibridos (A-L), la variabilidad
genética de cada alelo reflejada en los subclados observados (11 — 1VIl y 21 — 2IV) y el

origen geografico de cada aislamiento.

Los aislamientos obtenidos de los hospedantes estudiados en este Capitulo se
agruparon principalmente con E. tembladerae (genotipo C). Es decir que, ademas de
estar asociado a los hospedantes enunciados en la introduccién de este Capitulo, se
detectd en los dos nuevos hospedantes presentados en esta tesis, C. alba 'y P.
elongatus. Las secuencias del gen calM no permiten resolver las relaciones evolutivas

entre aislamientos de distintos hospedantes dentro de esta especie.
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Figura 3.2: Arbol filogenético de aislamientos de Epichloé basado en secuencias de ambos alelos del gen calM. Los alelos de los aislamientos hibridos estan indicados como 1 o0 2. Se
muestran sélo algunos aislamientos de B. auleticus (en negrita) como representativos del genotipo, utilizando los recuadros de colores para indicar cada alelo de igual genotipo hibrido. El
color de los aislamientos de otros hospedantes sefialan que provienen de una comunidad donde B. auleticus tiene el genotipo indicado con ese color. En cada nodo se muestran los 83
soportes de bootstrap y las probabilidades posteriores (MP=normal, ML=negrita e IB=italica).
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Al igual que en el Capitulo 1, se realizaron analisis filogenéticos considerando sélo
las secuencias del alelo 1 por ser de mayor extensién y presentar mas sitios
informativos. Ademas, se incluyeron secuencias de referencia de E. typhina y la
secuencia del aislamiento 150 que fue secuenciado con los primers cal-intronid-ty,
cal-exon4d y cal-exon4u para obtener una secuencia de igual longitud. De esta
manera, se obtuvo una matriz compuesta de las secuencias de endofitos de B.
auleticus del Capitulo 1, 49 de otros hospedantes de Argentina y 25 secuencias de
referencia tanto de endofitos de Argentina como de otras partes del mundo (ver Tabla
1.1 Anexo) de 963 caracteres con 98 de ellos informativos. El analisis de MP dio un
unico arbol (L=202, Ci=90, Ri=96) de topologia congruente con los obtenidos mediante
ML e IB (Fig. 3.3). Sin embargo, solo permitié establecer diez de los grupos. Por lo que,
solo por la combinacion de ambos alelos se logra apreciar la diversidad existente en

los endofitos de Argentina.

Presencia vy filogenia del gen idtM

Mediante la amplificacion por PCR del gen idtM se obtuvo un fragmento del tamano
esperado para la mayor parte de los aislamientos. Los aislamientos incluidos en los
genotipos B, D e | de la filogenia calM resultaron iditM-, y falta este analisis para el
genotipo K. Para ningun aislamiento se obtuvo dos alelos del gen idtM. Las secuencias
consenso de cada aislamiento y secuencias de endofitos de otras partes del mundo
publicadas en GenBank (fecha de consulta 23/2/15) se alinearon mediante el algoritmo
Clustal W, obteniéndose una matriz de 38 taxones, 1420 caracteres, 127 de los cuales

fueron parsimoniosamente informativos.

Los arboles filogenéticos de idtM, obtenidos mediante analisis de MP (1 arbol
L=154, Ci=90, Ri=98), ML e IB resultaron concordantes, y en todos los casos las
secuencias de endofitos de Argentina se agruparon en dos grandes clados (Fig. 3.4).
Uno de los clados incluyd secuencias de la especie sexual E. festucae y las
secuencias de aquellos aislamientos elegidos del genotipo C (E. tembladerae),
mientras el otro clado incluyd secuencias de los genotipos E, F, G, H, J y L que se
agruparon junto con la secuencia de la cepa referencia de E. typhina subsp. poae var.

aonikenkana.
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Figura 3.3: Arbol filogenético de aislamientos de Epichloé basado en secuencias del alelo 1y del aislamiento 150 del gen calM. Se muestran sélo algunos aislamientos de B.
auleticus (en negrita) como representativos del genotipo, utilizando los recuadros con los mismos colores que en la figura 3.2 para indicar aquellos correspondientes a los

diferentes genotipos hibridos. El color de los aislamientos de otros hospedantes sefialan que provienen de una comunidad donde B. auleticus tiene el genotipo indicado con
ese color. Ademas, se muestra el perfil de genes de alcaloides y mating type. En cada nodo se muestran los soportes de bootstrap y las probabilidades posteriores

(MP=normal, ML=negrita e IB=italica).
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Figura 3.4: Arbol filogenético de ML de aislamientos de Epichloé basado en secuencias del gen idtM. Se secuenciaron

so6lo algunos aislamientos de B. auleticus (en negrita) como representativos de cada genotipo. Los recuadros de colores y

las letras mayusculas indican cada genotipo hibrido. El color de los aislamientos de otros hospedantes sefalan que
provienen de una comunidad donde B. auleticus tiene el genotipo indicado con ese color. En cada nodo se muestran los 86
soportes de bootstrap y las probabilidades posteriores (MP=normal, ML=negrita e IB=italica.
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Perfiles de genes de alcaloides y mating type:

Los aislamientos seleccionados como representantes de endofitos de Argentina
presentaron diferencias en cuanto a la presencia/ausencia de genes de alcaloides (Fig.
3.3).

En cuanto al tipo de apareamiento, E. cabralii presentd mtBA (mating type B)
mientras que el resto de los aislamientos presentaron el idiomorfo mtAC (mating type
A) siendo todos hibridos para este gen, salvo el aislamiento Festuca hieronymi 150
que por ser haploide presentdé un solo alelo de este idiomorfo. Se establecieron 6
perfiles de genes de alcaloides y mating type adicionales a los ya detectados en
endofitos de B. auleticus (Fig. 3.3), principalmente debido a variaciones en la
composicion del cluster IDT y del mating type. Al igual que para los aislamientos de B.
auleticus, todos los aislamientos de los otros hospedantes analizados resultaron
negativos para los genes easA, cloA, IpsB, easH involucrados en la biosintesis de
alcaloides del ergot, e idtJ y idtE correspondientes a la sintesis de indol diterpenos.
Ademas, la secuenciacion de los genes [olC, dmaW, idtG, idtM y perA de los
aislamientos que resultaron positivos para algunos de estos genes mostré que
unicamente perA presentd dos alelos. Como se esperaba, el aislamiento haploide para
el gen calM (150) sélo poseyd un alelo para los genes de alcaloides presentes en su

genoma.

Los perfiles de genes mostraron que E. tembladerae (genotipo C) presenta una
gran variabilidad genética que se puede visualizar en cambios en la presencia de
genes IDT, sin observar variaciones en las otras rutas de biosintesis estudiadas. En
los aislamientos analizados se evidencian 5 variantes diferentes (2 mas a las ya
registradas en endofitos B. auleticus) denominadas C4-Cs (Tabla 3.3). Dentro de dicha
variabilidad en esta ruta de sintesis, el genotipo C4 parece ser el mas comun, presente
en 9 de los 12 hospedantes simpatricos de B. auleticus. Los genotipos C, y C, se
asocian a dos especies hospedantes y C; y Cs s6lo a una. En cuanto a los nuevos
genotipos detectados por calM (sin datos para el genotipo K), se detectaron dos
variantes dentro del genotipo J. Se observd que el perfil de genes de aislamientos
obtenidos de P. lanigera del noroeste de Buenos Aires y sudeste de Cdordoba coincide
con los genotipos B (E. pampeana) y D excepto porque solo presentan el idiomorfo
mtAC, mientras que el aislamiento obtenido de B. brachyanthera de ElI Palmar

presenta un perfil unico.

La filogenia de calM, idtM 'y el perfil de genes de alcaloides y mating type permitio

identificar 17 genotipos entre los endofitos de Bromus auleticus, sus hospedantes
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simpatricos y otros hospedantes de Argentina. Un resumen de los genotipos

detectados y su rango de hospedantes se muestra en la Tabla 3.3.

Genotipo
Hospedante A Ci|Cy|C3|C4|C5; | D|E|F|G | [Ji|J2| K| L
Bromus auleticus (56) X | X[ X | X|[X X | X | X|X
Briza paleapilifera (4) X X | X
Bromus brachyanthera (3) X X
Calamagrostis alba (4) X | X
Festuca hieronymi (3) X X
Melica stuckertii (1) X
Phleum alpinum (2) X
Poa bergii (1) X
Poa bonariensis (1) X
Poa lanigera (7) X
Poa lanuginosa (2) X
Polypogon elongatus (2) X

Tabla 3.3: Genotipos de endofitos asociados a gramineas nativas que habitan en el area de
distribucion de Bromus auleticus, y Phleum alpinum. Los genotipos fueron establecidos con
base a su posicién en las filogenias de los genes calM, idtG o idtM y el perfil de genes de
alcaloides y mating type. El numero entre paréntesis indica la cantidad de aislamientos
estudiados de cada hospedante.

Caracterizacion morfoldgica:

En la tabla 3.4 se observan los diametros de la colonia a los 30 dias de crecidas en

APGc y los tamafios de las células conidiégenas y conidios de los diferentes genotipos

no descriptos hasta el momento en esta tesis, por hospedante.

Diametro Células conidiégenas (um) Conidios (um)
Hospedante de . Ancho Ancho
colonia Largo L Largo Ancho
base apice
(mm)
C Br. paleapilifera  25,7+0,4 19,03+0,70 1,49+0,06 1,01+0,04 8,31+0,20 2,48+0,04
C C. alba 15,5¢0,5 10,08+1,28 1,86+0,05 1,09+0,16 8,68+0,27 2,79+0,10
C  F. hieronymi 22,6+1,1 17,60+0,83 1,78+0,05 1,20+0,14 7,42+0,24 2,70+0,6
C M. stuckertii 10,5+0,5 24,30+0,73 1,52+0,05 1,18+0,07 8,06+0,21 3,24+0,12
C P. bergii 15,1¢1  21,06+£0.83 2,02+0,07 1,14+0,04 6,94+0,24 3,10+0,08
C P. bonariensis 17,5+0,7 17,85+0,73 2,10+0,10 1,20+0,13 7,34+0,14 3,29+0,06
C P. lanigera 21,2+¢0,6 18,51+1,18 1,77+0,08 1,40+0,08 7,19+0,15 2,70+0,05
C P.lanuginosa  15,5+0,3 22,82+1,27 1,72+0,06 1,18+0,06 7,92+0,22 2,83+0,07
C Po.elongatus  13,2£0,5 16,15+1,14 2,02+0,13 0,99+0,06 7,44+0,23 2,79+0,08
J B. brachyanthera 8,4+0,5 12,684+0,79 1,89+0,07 0,98+0,05 6,32+0,13 3,39+0,10
J P. lanigera 10,3+0,5 15,89+0,69 1,90+0,07 1,09+0,06 9,24+0,18 2,48+0,07
L F. hieronymi 11,4+0,2 12,95+0,67 1,68+0,09 1,19+0,10 5,70+0,15 2,50+0,06

Tabla 3.4: Caracteristicas de las colonias, células conididgenas y conidios observados (A, B,
D-H descriptos en Capitulo 1, I y L en Ph. alpinum en Mc Cargo et al. (2014) y K sin datos).

(mediazerror estandar).
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Presencia de genotipos en las comunidades estudiadas

Al analizar las comunidades que presentaron diferentes especies de gramineas con
endofitos, se evidencian ciertas similitudes y diferencias entre los endofitos de los
hospedantes presentes (Tabla 3.5). Se observa un patrén general en el que en las
comunidades que B. auleticus se asocia a E. pampeana las demas especies,
normalmente hospedantes en otras comunidades, no tienen endofitos. También, que
en todas las comunidades que se logréo obtener aislamientos de mas de un
hospedante, alguna variante de E. tembladerae esta presente. En aquellas
comunidades donde B. auleticus se encuentra asociado al genotipo E. platensis, los
otros hospedantes se asocian a alguna de las variantes de E. tembladerae. Por otro
lado, en las comunidades que B. auleticus se asocia a E. tembladerae, los otros
hospedantes se asocian a la misma u otra variante de esta especie. La comunidad de
Villa General Belgrano es en la que se logré caracterizar endofitos de 4 géneros de
hospedantes diferentes, encontrando que soélo Briza paleapilifera y M. stuckertii
presentaron E. tembladerae con igual perfil de genes (C4), mientras que B. auleticus
presentd el genotipo D y Festuca hieronymi el endofito no hibrido de genotipo L (E.
typhina subsp. poae var. aonikenana). En El Palmar, se pudo caracterizar a los
endofitos de B. auleticus y B. brachyanthera junto con P. lanigera, encontrando que el
aislamiento de ninguno de los hospedantes coincide con el de otro en la filogenia de
calM e incluso B. brachyanthera presenta diferencias entre sus aislamientos en cuanto

a la filogenia del alelo 2 asociandose a los genotipos J y K (Fig 3.2).

Localidad Hospedantes Endofito
Bromus auleticus Genotipo D
Villa General Festuca hieronymi No hibrido L
Belgrano Briza paleapilifera E. tembladerae C,
Melica stuckertii E. tembladerae C,
Bromus auleticus E. platensis E
El Palmar Bromus brachyanthera Genotipo J y K
Poa lanigera E. tembladerae C;
Calamagrostis alba E-
Bromus auleticus E. platensis G
La Cumbre Poa lanigera E. tembladerae C;,
Briza paleapilifera E. tembladerae C,
Calamagrostis alba E-
Bromus auleticus E. tembladerae C,
Punta Indio Poa bonariensis E. tembladerae C,
Polypogon elongatus E. tembladerae C;
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Bromus auleticus

E. platensis G

Festuca hieronymi

Los Gigantes Briza paleapilifera E. tembladerae C,
Briza paleapilifera E. tembladerae Cs
Bromus auleticus E. platensis G

La Cumbrecita Briza paleapilifera E. tembladerae C4

E. tembladerae C;

Dean Funes

Bromus auleticus
Poa lanigera

E. platensis G
E. tembladerae C,

Mar Chiquita

Bromus auleticus
Poa lanuginosa

E. platensis F
E. tembalderae C,

Mar Azul

Bromus auleticus
Poa lanuginosa

E. tembladerae C;
E. tembladerae C;

Tabla 3.5 Hospedantes y genotipos de sus endofitos en las comunidades donde se detectaron

hospedantes co-habitando.
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J-B. bréchyanthera

L - £ hieronymi

J - P. lanigera

Figura 3.5: Aspecto colonias, células conidiégenas y conidios de los endofitos de los 91
diferentes hospedantes.
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DISCUSION

La busqueda de comunidades habitadas por especies de gramineas asociadas a

endofitos Epichloé llevé al descubrimiento de dos especies hospedantes mas para el
territorio argentino, determinadas como Calamagrostis alba y Polypogon elongatus.
Las poblaciones de estos dos hospedantes que resultaron E+ se encuentran en la
mitad este de la provincia de Buenos Aires, encontrandose en simpatria en la localidad
de Tandil. Todos los aislamientos caracterizados de ambos hospedantes pertenecen a
la especie E. tembladerae, presentando el mismo idiomorfo de apareamiento (mating
type A). En cuanto al perfil de genes de alcaloides, la mayoria coincide en el perfil,
salvo el aislamiento de C. alba de Sierra de los Padres que carece del gen idfQ,

llevando a la potencial produccion de paspalina en lugar de terpendol C.

Otro hallazgo de interés es el aislamiento no hibrido derivado de E. typhina subsp.
poae var. aonikenkana asociado a F. hieronymi de Villa General Belgrano (Cdérdoba),
solo encontrado previamente en ciertas poblaciones de B. setifolius de la Patagonia
Argentina, planteando la necesidad de contar con el perfil de alcaloides de este ultimo

para probar si comparten mas similitudes genéticas.

Los andlisis filogenéticos del gen calMy la genotipificacion de genes de alcaloides
revelaron la existencia de 12 genotipos en total. La mayoria de los aislamientos
obtenidos de otros hospedantes de diferentes regiones geograficas de la Argentina se
agruparon con el hibrido interespecifico E. tembladerae, que presentaria variabilidad
intraespecifica, principalmente evidenciada en la ausencia de distintos genes de la ruta
de sintesis de indol diterpenos, que muestra cinco variantes diferentes C,-Cs. Esta
diversidad genética en E. tembladerae se observa tanto entre como dentro de los
distintos hospedantes, ya que B. auleticus se asociaria a 3 variantes diferentes (C4-C;)
de este endofito, que pueden encontrarse también en otros hospedantes. Muchos de
los otros hospedantes también se asocian con endofitos que presentan variabilidad
genética. En la filogenia de calM se observa que Bromus brachyanthera, F. hieronymi
y P. lanigera se asocian a endofitos diferentes (J y K, C y L, C y J, respectivamente),
mientras que Briza paleapilifera 'y C. alba se asocian a diferentes variantes de E.
tembladerae (C4, C4 y Cs, Cy y C,, respectivamente). Esta caracterizacion también
indicé que el resto de los genotipos hibridos (A, B, D, E, F, G y H) s6lo se encontrarian
en B. auleticus, por lo que serian hospedante especificos.

De acuerdo con el conocimiento que se tiene sobre la funcion de cada uno de los

genes de alcaloides es posible predecir los compuestos que podria producir un
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endofito con un determinado perfil (Schardl et al. 2013c). Entre los alcaloides tdxicos
para insectos, la prediccion de los compuestos finales a obtener indica, que incluso
tratindose de diversas especies hospedantes de origenes biogeograficos diferentes,
todos los aislamientos analizados serian productores de peramina (aun aquellos que
presentan una delecion en uno de los alelos detectada por los primers per-17, por ser
hibridos y poseer el otro alelo completo). La produccion de lolinas estaria restringida a
genotipos fungicos hallados en B. auleticus (E. pampeana y genotipo D) y endofitos de
P. lanigera pertenecientes al genotipo hibrido J que podrian sintetizar como
compuesto final la N-formillolina, y a E. cabralii que podria llegar a sintetizar N-
metillolina. Respecto a los alcaloides del ergot, serian exclusivos de E. platensis que
solo se encuentra en B. auleticus (E, F, G y H) solamente llegando a producir un
precursor no toxico, como la chanoclavina-I.

Los distintos endofitos se diferenciaron principalmente en cuanto a la via de sintesis
de los indol diterpenos, observandose 7 variantes de perfiles de estos genes. Epichloé
tembladerae presenta 5 perfiles diferentes de los genes IDT, pudiendo llegar a no
producir ningun compuesto o sintetizar paspalina o terpendol C. El terpendol C, que es
el compuesto mas complejo que llegarian a producir los aislamientos analizados, seria
producido por un grupo de aislamientos (C,) asociados a una amplia diversidad de
hospedantes como Briza paleapilifera, B. auleticus, C. alba, F. hieronymi, P. bergii, P.
bonariensis, P. lanigera, P. lanuginosa y Po. elongatus. Como productores de
terpendol | y paxilina, se registro al aislamiento no hibrido de F. hieronymi (genotipo L),
de B. brachyanthera de El Palmar y de Poa lanigera pertenecientes al genotipo J,
ademas de los ya descriptos para B. auleticus. Por ultimo, paspalina seria sintetizado
por el aislamiento de C. alba de Sierra de los Padres ademas de los aislamientos de B.
auleticus dentro del genotipo C (C, y Cs;, respectivamente).

La caracterizacién del perfil de genes de alcaloides y su potencialidad para producir
distintos metabolitos toxicos, por endofitos aislados de gramineas toxicas como F.
hieronymi y Poa huecu indica que estos no son particularmente diferentes de los
observados en endofitos de plantas no toxicas. Por lo tanto, otros factores podrian
estar relacionados con la toxicidad de estas plantas. Una posible explicacion podria
ser que, al igual que pasa con las lolinas, alguna enzima vegetal presente en estos
hospedantes en el noroeste argentino y la Patagonia se viera involucrada en la
modificacion de los compuestos fungicos y su transformacion a formas toxicas (Pan et
al. 2014), por lo que la mediciéon en planta es importante al desarrollar nuevas
combinaciones endofito-graminea.

Con respecto al estudio de relaciones filogenéticas entre endofitos de distintos

hospedantes de una misma comunidad, el numero de aislamientos obtenidos para
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cada localidad fue bajo, debido en parte a la gran diversidad detectada. Sin embargo,
cuando se logro caracterizar a endofitos de mas de un hospedante de una misma
localidad, se observé que en general B. auleticus se asocia a endofitos diferentes a los
presentes en otros hospedantes. No obstante, en las comunidades en las que una
especie hospedante se asocié a E. tembladerae fue posible detectar otro hospedante
asociado a esta especie, de igual o diferente perfil de IDT. Esto sugiere que es posible
que existan o hayan existido eventos de transmision horizontal de E. tembladerae
entre hospedantes cercanos geograficamente con posteriores modificaciones del
cluster IDT, por su facilidad de sufrir modificaciones (pérdidas/ganancias) dadas las
caracteristicas de sus secuencias. Por lo tanto, el hecho de observar diferencias en
estos genes entre distintos hospedantes de E. tembladerae, no necesariamente serian
indicativas de eventos de hibridacion independientes. Ya que E. tembladerae pudo
haber sufrido las modificaciones al ir saltando entre hospedantes o al dispersarse a
nuevas regiones geograficas. Por esto, se plantea la necesidad de realizar analisis a
nivel poblacional con un mayor numero de aislamientos de cada comunidad para

seguir analizando las observaciones realizadas en este Capitulo.
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CONCLUSIONES PARCIALES

- Se reportan por primera vez a las especies Calamagrostis alba 'y Polypogon

elongatus como hospedantes de endofitos del género Epichloé, aumentando a

20 especies de gramineas de Argentina asociadas a Epichloé tembladerae.

- Se obtuvieron 12 perfiles de genes de alcaloides y mating type diferentes entre
los aislamientos analizados originarios de Argentina. El perfil de genes idt es el
que presenta mas variabilidad, tanto entre como dentro de especies endofiticas,

siendo E. tembladerae quien presenta 5 perfiles diferentes.

- Las relaciones filogenéticas no resueltas del gen calM para E. tembladerae y la
presencia de esta especie en distintos hospedantes que habitan en simpatria
soportan la hipétesis de transmisién horizontal de esta especie, ya que sélo
pueden diferenciarse algunos aislamientos por su perfil de genes idt el cual es

particularmente propenso a sufrir modificaciones.

- Bromus brachyanthera, Festuca hieronymiy Poa lanigera presentan mas de un
genotipo endofitico Epichloé, ademas de los ya reportados Bromus auleticus,

Bromus setifolius, Hordeum comosum'y Phleum alpinum.

- Los endofitos asociados a diferentes hospedantes de una misma comunidad no
necesariamente presentan el mismo genotipo, siendo necesarios muestreos
con un mayor numero de aislamientos por hospedante por comunidad para
estudiar los factores como incompatibilidad endofito-graminea y posibilidad de

transmisién horizontal.
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En busca de los posibles mecanismos de transmisidon horizontal

de los endofitos asexuales Epichloé spp.
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INTRODUCCION

El modo de diseminacion de los simbiontes Epichloé varia en funcién de la planta

hospedante y la poblacién y especie de endofito (Tadych et al. 2014). En las especies
sexuales, las ascosporas o los conidios derivados de la germinacién de éstas son
responsables de la transmision (Schardl et al. 2004). En endofitos asexuales, la
transmisién vertical y su eficiencia han sido ampliamente estudiadas (Sugawara et al.
2004; Pérez 2008), pero la transmisidén horizontal no se creia que existiera de forma

natural, hasta que fue recientemente demostrada de forma empirica.

La inoculacion de endofitos en plantas con interés agrondmico ha sido ampliamente
utilizada de forma artificial para obtener nuevos cultivares (Latchs y Christensen 1985).
A pesar de haber seleccionado al endofito basado en las propiedades que suele
brindarle a su hospedante natural, la nueva asociacién puede dar como resultado un
cultivar con las propiedades deseadas o algunas inesperadas (por ejemplo enanismo y
menor o nula sintesis de alcaloides) (Simpson et al. 2012). La mayoria de las técnicas
probadas que resultaron exitosas para lograr la transmisién de endofitos involucran
realizar una incisidbn en alguna parte del potencial hospedante para luego inocular
micelio del endofito. De esta forma, se han logrado inocular desde embriones
somaticos hasta macollos maduros (Kearney et al. 1991; Johnson-Cicalese et al.
2000).

Las multiples observaciones de linajes asexuales que son capaces de producir
estructuras fungicas externas, como ser redes de micelio con células conididbgenas y
conidios que crecen sobre la planta y estromas de colores claros que no completan el
ciclo sexual (White et al. 1996; Moy et al. 2000; Dugan et al. 2002; lannone et al. 2009;
Christensen et al. 2012; Oberhofer y Leuchtmann 2012; Tadych et al. 2012), han
llevado a intensificar la busqueda de sistemas donde se observe que la transmisién
horizontal ocurre naturalmente. Sélo fue recientemente que los trabajos en el tema de
Tadych et al. (2007) y Tadych et al. (2012) planteando el estudio de mecanismos de
dispersion de conidios de E. typhina subsp. poae, tanto del filoplano como de los
estromas asexuales que forma sobre Poa secunda subsp. juncifolia; concluyeron que
este endofito seria capaz de propagarse facilitado por salpicaduras de agua e infectar
las plantulas en desarrollo, para luego colonizar sistémicamente a la nueva planta
hospedante. La misma técnica fue utilizada por Li et al. (2015) inoculando E.
gansuensis en Achnatherun sibiricum obteniendo resultados positivos. También

Oberhofer y Leuchtmann (2014), aunque sin intension de estudiarla, han observado la
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existencia de transmisién horizontal en una cepa hibrida (E. hordelymi) de Hordelymus
europaeus, planteando al agua como agente de dispersién al haber regado por
aspersion. Por ultimo, recientemente Wiewiéra et al. (2015) han demostrado la
transmision horizontal de E. festucae var. loli en Lolium perenne, siendo su éxito
dependiente de la proximidad entre plantas E+ y E- asi como del recorte de ellas en
conjunto, como analogo al pastoreo entre ellas. Estos estudios demuestran que
algunos sistemas de endofitos asexuales pueden incluir la transmisién horizontal en su
ciclo de vida, y asi han alentado la comprobacién de su existencia en diferentes
sistemas de estudio. La presencia de E. tembladerae en un amplio niumero de
especies hospedantes y la presencia de conidios en cafias o en el filoplano de alguno
de sus hospedantes (White et al. 1996; lannone et al. 2009) sugiere la existencia de

contagio entre distintos hospedantes, sin embargo no ha sido demostrada.
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HIPOTESIS PARCIALES

- La transmision horizontal de endofitos asexuales puede producirse por

diferentes mecanismos y ocurrir en varios estadios de la planta.

- La transmision horizontal de endofitos Epichloé asexuales puede ocurrir a
través del micelio que tiene la capacidad de infectar una nueva planta en su

estadio de plantula, por si solo o por medio de una herida.

- Latransmisién horizontal puede ocurrir a través de conidios capaces de infectar
el ovario de las flores en desarrollo y alojarse en las semillas de plantas de

igual o diferente especie hospedante.

OBJETIVOS PARCIALES

- Investigar los posibles mecanismos naturales de transmision horizontal de
endofitos asexuales entre plantas hospedantes, de una misma especie o de

diferentes especies.

- Lograr inocular diferentes linajes de endofitos asociados a B. auleticus en

plantulas de dicho hospedante pertenecientes a diferentes ecotipos.

- Lograr la inoculacién cruzada de Epichloé tembladerae aislado de Poa lanigera

en B. auleticus naturalmente asociado a endofitos de otra especie.
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MATERIALES Y METODOS

Se probaron tres técnicas de inoculacion de endofitos asexuales Epichloé. En todos

los casos se utilizé a Bromus auleticus como material libre de endofitos (E-) receptor
del indculo. El laboratorio cuenta con plantaciones para obtener semillas E- de B.
auleticus de dos ecotipos diferentes en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA
Concepcion del Uruguay. Estas plantaciones E- provienen de plantas originalmente E+
que perdieron el endofito durante el almacenamiento de las semillas. Uno de los
ecotipos utilizados es originario de Intendente Alvear, provincia de La Pampa, ecotipo
LP, naturalmente asociado a E. pampeana (ver Capitulo 1). El otro ecotipo es
originario del P.N. El Palmar, ecotipo EP, que al inicio de esta tesis, cuando se
comenzaron los ensayos de inoculacién, se consideraba asociado a E. tembladerae y
la caracterizacion posterior indic6 que se encuentra asociado a E. platensis. Ademas,
se utilizaron semillas recolectadas de una poblacion de Balcarce, Pcia. de Buenos

Aires, ecotipo BC, caracterizada como naturalmente libre de endofitos en el Capitulo 1.

Como fuentes de inéculo se utilizaron 3 cepas de endofitos: E. tembladerae
BAFC3329 aislada de B. auleticus (EtBa) de Arroyo Urquiza (Colén, Entre Rios); E.
tembladerae 2787 aislada de Poa lanigera (EtPI) del P.N. El Palmar; y E. pampeana
BAFC1623 aislada de B. auleticus (EpBa) de Intendente Alvear, La Pampa.

Las cepas BAFC3329 y BAFC1623 fueron elegidas para contar con un
representante de las dos especies de endofitos de B. auleticus conocidas al inicio de
esta tesis y cuyo origen geografico fuera el mismo o el mas préximo posible al de las
semillas o plantas a inocular. La cepa 2787 se eligi6 como representante de E.
tembladerae de otro hospedante del mismo origen geografico que B. auleticus.
Ademas, ambas cepas de E. tembladerae presentan el mismo genotipo en cuanto al
perfil de genes de alcaloides y mating type (Fig 3.3). Hasta el momento no se conocen
otros hospedantes de endofitos en cercanias de la poblacion de Intendente Alvear.
Estas tres cepas pueden dferenciarse morfolégicamente por sus tasas de crecimiento
en medio APG (EtPI> EtBa> EpBa).

A continuacion se describen las tres técnicas de inoculacion utilizadas (Fig. 4.1).
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TECNICA 1: Esta técnica se basa en hacer crecer el micelio del endofito a inocular
sobre fragmentos de hojas “para simular el micelio epifitico” entre los cuales se
colocan las semillas a ser infectadas. Fue empleada exitosamente por Tadych et al.
(2012) en Poa secunda subsp. juncifolia con Epichloé typhina subsp. poae. En este
trabajo solo se modificaron los tiempos de crecimiento del inéculo para adaptarla a

la menor velocidad de crecimiento que presentan las cepas fungicas utilizadas.

Se trabajo con semillas de 2 de las poblaciones de B. auleticus (EP y LP) y las tres
cepas de endofitos, realizando las siguientes inoculaciones EpBa+LP, EtBa+EP y
EtPI+EP.

Para cada cepa, se autoclavaron 10 placas de Petri (9cm) con 5ml de agua
destilada y 20 fragmentos de 2cm de largo de hojas de B. auleticus E- de EP o LP,
segun la procedencia del endofito a inocular. En este caso, se plantearon tratamientos
para evaluar aquellas combinaciones que serian mas probables de obtener resultados
positivos, es decir, inocular el genotipo originalmente presente en el ecotipo de la
semilla o aquel mas cercano geograficamente. Una vez autoclavadas se les agrego
suspensiones de conidios, obtenidas a partir de cultivos en césped, y se las incubo por
10 dias a 24°C y oscuridad observando crecimiento de micelio sobre los fragmentos
de hoja (Fig. 4.2). Por otro lado, se esterilizaron superficialmente semillas de B.
auleticus de El Palmar y La Pampa las cuales se remojaron en agua destilada estéril
por 48hrs. A continuacion, se colocaron 10 de las semillas por caja de Petri con
inéculo y se las incubd a 24°C y oscuridad para que germinen, manteniéndolas en
estas condiciones hasta que las plantulas tuvieron aproximadamente 5cm de largo.
Las cajas en las que se observaron semillas contaminadas por otros hongos fueron
descartadas. Se partié de diez cajas (100 semillas) por tratamiento para poder contar
con al menos 50 plantas en las que analizar el éxito de la inoculacion al final del
ensayo. Posteriormente, las plantulas se plantaron en germinadores con pocillos llenos
de tierra y arena (1:1) y se mantuvieron en camara de cultivo a 24°C y con fotoperiodo
de 12hrs de luz/oscuridad hasta que produjeron varios macollos. Se realizé un
tratamiento control en el que las semillas fueron germinadas entre los fragmentos de
hojas sin el agregado de inéculo endofitico. El éxito de la inoculacion se establecio
mediante el analisis de la presencia de hifas de Epichloé en el parénquima de las

vainas foliares.
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Figura 4.2: A. Inoculaciéon de endofitos Epichloé durante la germinacion de las semillas de
Bromus auleticus. B. Micelio fungico de Epichloé sobre fragmentos de hojas de B. auleticus a
los 10 dias de colocada la solucion de conidios.

TECNICA 2: Esta técnica se basa en colocar micelio del endofito a inocular en una
incision realizada en la region meristematica de las plantulas a ser infectadas. Fue
empleada exitosamente por Latchs y Christensen (1985) y es la utilizada

habitualmente para la obtencién de cultivares con endofitos.

Se trabajo con semillas de las 3 poblaciones de B. auleticus y las tres cepas de

endofitos, realizando todas las combinaciones de inoculacién posibles.

Se desinfectaron superficialmente semillas de cada poblacion, habiéndoles quitado
previamente la lemma y la palea, mediante lavados sucesivos en etanol 70% 5
minutos, lavandina comercial 50% 20 minutos y etanol 50% 1 minuto. Inmediatamente

después, las semillas se mantuvieron durante 48hrs en agua estéril a 5°C para
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promover la germinacion. Luego, se sembraron de a 10 semillas por placa de Petri
(9cm) con 2,5% agar agua con cloranfenicol (AAc). Se las incubd en oscuridad en
camara a 24°C revisando periddicamente su germinacién o contaminacion. En este
ultimo caso, se traspasaron las semillas aun estériles a nuevas cajas de Petri con AAc.
Cuando las plantulas alcanzaron aproximadamente 2cm de largo se insertd con una
aguja micelio en activo crecimiento en la region meristematica de la plantula (Fig.
4.3A). Debido a que los ecotipos de B. auleticus presentaron diferentes porcentajes de
germinacion y carga fungica contaminante en la semilla, se obtuvo diferente nimero
de semillas inoculadas para los diferentes tratamientos del experimento, aunque se
traté de esterilizar la cantidad suficiente de semillas para contar con al menos 50
plantulas de cada ecotipo por cepa a ser inoculada. Luego de unos 5 dias de
inoculadas (Fig 4.3B), se chequearon las plantulas inoculadas y se las plantdé en
germinadores con pocillos llenos de tierra y arena (1:1) que se mantuvieron en camara
de cultivo a 24°C con fotoperiodo de 12hrs de luz/oscuridad. Se realizé como control
una mimica de inoculacion mediante la incision en la zona meristematica sin la

inoculacion de micelio.

El éxito de la inoculacién se establecido mediante el analisis de la presencia de hifas
de Epichloé en el parénquima de vainas foliares de las plantas inoculadas cuando
contaban con mas de un macollo (aprox. 3 meses después de la inoculacién) (Clark et
al. 1983). De las plantas que resultaron positivamente inoculadas se re-aislé el
endofito para confirmar su identidad mediante identificacién morfoldgica de la colonia y

su tasa de crecimiento en APG.

.

4
MERISTEMA ‘

Figura 4.3: A. Inoculaciéon de endofitos Epichloé en plantulas de Bromus auleticus. B. Micelio
fungico de Epichloé a los 5 dias de inoculado en el meristema de la plantula.

TECNICA 3: Esta técnica se basa en inocular una solucién de conidios del endofito
sobre las flores de las plantas y evaluar su capacidad infectiva. Gillanders (2007)

intentd inocular E. uncinata en flores de cultivares de Festuca spp. sin éxito
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utilizando una metodologia diferente. Sin embargo, dado que el endofito infecta el
ovario, la floracién podria ser una etapa susceptible a la infeccién por transmision

horizontal.

Se trabajé con las plantas adultas de 2 de las poblaciones de B. auleticus (EP y LP)
y 2 de las cepas de endofitos (EtBa y EtPI). Las plantas de cada ecotipo se encuentran
en sectores diferentes, plantadas en forma individual dejando un metro entre planta y
planta. Se realizaron dos ensayos, uno en el afno 2012 en el que se trabajé con 16
plantas de EP (inoculaciones realizadas EtBa+EP y EtPI+EP), y otro en el afio 2013 en
el que se inocularon 10 plantas de cada origen (inoculaciones realizadas EtBa+EP,
EtPI+EP, EtBa+LP y EtPI+LP). No se utilizé la cepa de E. pampeana por su anormal y

muy baja produccién de conidios.

Con esta técnica se probo la inoculaciéon en dos diferentes estadios de maduracion
de la panoja. En Octubre del 2012 se inoculé cuando las plantas se encontraban en
antesis (Fig. 4.4A), mientras que en Octubre del 2013 se inoculé cuando la panoja
habia terminado de surgir pero las flores estaban aun cerradas (Fig. 4.4B).

Aproximadamente 20 dias antes de la inoculacién en el campo se sembré cada
cepa en placas de Petri (9cm) con APGc de forma tal de obtener un césped. El dia
anterior a la inoculacién se realiz6 una suspensién de conidios para cada cepa
lavando los cultivos con una solucion de agua y tween 20 estéril. Luego de
concentrarlas mediante centrifugacion, se cuantificO ambas soluciones utilizando
camaras de Neubauer. En el ensayo del 2012 se partié de cultivos en 10 placas de
Petri y se inocularon suspensiones de 4 x10* conidios/ml, mientras que, en el ensayo
del 2013 se partié de cultivos en 20 placas de Petri y se trabajé con concentraciones
de 1 x10° conidios/ml. Dichas suspensiones se llevaron refrigeradas al campo. La
inoculacién consistié en sumergir completamente dos panojas por cepa de cada planta
inoculada (Fig. 4.5). Las semillas producidas por las panojas inoculadas fueron
cosechadas en Diciembre del correspondiente afio. El éxito de la inoculacién se
estableciéo mediante el analisis de la presencia de hifas de Epichloé en al menos 10 de
las semillas, dependiendo de la disponibilidad, producidas por las panojas inoculadas

mediante tincién con azul de anilina e inspeccién bajo microscopio éptico.
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Figura 4.4: Inflorescencias de Bromus auleticus A. Estado de maduracion en el que fueron
inoculadas en el 2012. B. Estado de maduracién en el que fueron inoculadas en el 2013.

Figura 4.5: Inoculacion de una solucién de conidios de endofitos Epichloé en una panoja de
Bromus auleticus.
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RESULTADOS

No se obtuvieron plantas infectadas por micelio epifitico utilizando la Técnica 1
(Tabla 4.1). La inoculacion de conidios sobre flores (Técnica 3) tampoco produjo
infecciones positivas (Tabla 4.1 y Fig. 4.6). Como este resultado podria deberse a que
el tiempo requerido por los conidios para germinar y desarrollar un micelio infectivo era
mayor al periodo que durd la antesis (Gutiérrez et al. 2006) se realizd el segundo
ensayo en el que la inoculacion se hizo al momento de la expansién de la panoja. Sin

embargo, una vez mas, los resultados fueron negativos.

Técnica de . . Plantulas o semillas
. ! Ecotipo Inéculo
inoculacion observadas
EtB
Ep tBa 63
1 EtPI 59
LP EpBa 72
EtBa 235
3 (2012 EP
( ) EtPI 243
EtBa 131
EP EtPI 97
3(2013) EtBa 114
LP
EtPI 152

Tabla 4.1: Tratamientos realizados con la técnica de inoculacion en las semillas en
germinaciéon y en las inflorescencias de Bromus auleticus (técnicas 1 y 3 respectivamente)
detallando el ecotipo de B. auleticus que recibid el in6culo, origen del inéculo.y material
inspeccionado para cada tratamiento.

observado en las inoculaciones en las flores.
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Solo se obtuvieron plantas infectadas con endofito (E+) al utilizar la técnica de
inoculacion mediante herida en el meristema (Fig. 4.7). En la Tabla 4.2 se pueden
observar los detalles de cada tratamiento y los 3 tratamientos que resultaron E+.

En la siguiente época de floracion se quiso evaluar la estabilidad de las
asociaciones pero no se obtuvieron semillas, por lo tanto, se decidid analizar las cafias
florales. No todas las plantas E+ florecieron, pero en las que lo hicieron, se detectaron

hifas caracteristicas de endofitos Epichloé en todas sus cainas florales.

. . Semillas Plantulas Plantas N
Ecotipo Inoculo esterilizadas inoculadas sobrevivientes Plantas E+ Cafias E+
EtBa 254 104 41 (39%) 9 (22%) 20/6
EP EtPI 200 82 6 (7,3%) 0 (0%) -
EpBa 432 141 48 (34%) 0 (0%) -
Control 100 35 18 (51,4%) 0 (0%) -
Mortalidad 66,9%
EtBa 375 73 20 (27,4%) 2 (10%) 171
LP EtPI 210 97 12 (12,3%) 4 (33%) 0/0
EpBa 372 106 30 (28,3%) 0 (0%) -
Control 100 44 24 (54,5%) 0 (0%) -
Mortalidad 69,3%
EtBa 609 128 9 (7,3%) 0 (0%) -
BC EtPI 200 52 10 (19%) 0 (0%) -
EpBa 579 118 21(17,7%) 0 (0%) -
Control 100 26 7 (26%) 0 (0%) -
Mortalidad 82,5%

Tabla 4.2: Tratamientos realizados al inocular el meristema de plantulas de Bromus auleticus
(técnica 2), detallando el ecotipo de B. auleticus receptor, el origen del indculo y el nimero de
semillas esterilizadas, plantulas inoculadas y plantas sobrevivientes luego de 9 meses (en
negrita el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad). También se indica el numero de
plantas que resultaron infectadas por Epichloé spp (E+) y cuantas cafias florales E+ produjeron
las plantas que florecieron.

Figura 4.7: Epichloé en parénquima foliar, resultados E+ en las inoculaciones en el meristema.

108



CAPITULO 4 Mc Cargo P.D.

Debido al bajo porcentaje de éxito obtenido, solo se realizaron analisis estadisticos
de los resultados de la técnica 2 considerando las cepas de E. ftembladerae. Se
comparo la eficiencia global de infeccion de las dos cepas de E. tembladerae dando no
significativa (X,=0,031; p=0,86; a=0.05). Ademas, en el ecotipo LP, el éxito de
infeccion resultd independiente de la cepa de E. tembladerae utilizada
(G/q=2.38<X2=3.84). El analisis morfolégico del reaislamiento de endofitos de las
plantas que resultaron E+ permitié establecer que los endofitos aislados presentaron
las caracteristicas morfoldgicas del aislamiento inoculado.

Las semillas de B. auleticus originarias de Balcarce presentaron dos inconvenientes.
Por un lado, la carga fungica de la cubierta seminal resulté ser mas elevada que la de
los otros dos ecotipos, y por lo tanto muchas semillas se perdieron al resultar
insuficiente la esterilizacién superficial que se les realizé. Por otro lado, presentaron
una muy baja tasa de germinacion. Se observé una alta mortalidad de las plantulas
inoculadas en todos los tratamientos de la inoculacién por herida en el meristema (Fig
4.8).

Figura 4.8: Ejemplo de germinador con plantas inoculadas mediante herida en el meristema.
Se puede observar la alta mortalidad, ya que hay pocas plantas sobrevivientes en un
germinador donde habia plantulas inoculadas en todos sus pocillos.
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DISCUSION

El uso de estas tres técnicas de inoculacién tuvo como objetivo probar la posibilidad

de transmisién horizontal de endofitos asexuales en diversas etapas de desarrollo de
la planta. La unica técnica efectiva fue la inoculacion mediante una herida en el
meristema, que si bien podria ser la menos “natural”, por su eficiencia es la utilizada
habitualmente para obtener nuevas combinaciones de graminea-endofito, por lo que

se esperaba obtener algun resultado positivo.

La falta de éxito de inoculacion a través de micelio epifitico indicaria la incapacidad
del micelio de E. tembladerae y de E. pampeana para infectar plantulas sanas en las
condiciones ensayadas. Es posible que no todas las cepas asexuales presenten
transmision horizontal o que posean diferentes eficiencias de dicha transmisién, siendo
probablemente la razdn por la cual su existencia sélo ha sido comprobada en el ultimo
tiempo para algunos sistemas. Cabe mencionar que Tadych et al. (2012) utilizé para el
experimento una cepa capaz de desarrollar estromas inmaduros sobre el hospedante,

al igual que Li et al. (2015).

La infeccidon mediante la aplicacion de conidios en suspension a través de las flores
simularia una alternativa mas “natural” segun el ciclo de vida de estos hongos. Los
resultados negativos podrian deberse a que los conidios no son capaces de germinar
sobre las flores en las condiciones ambientales al momento que fueron realizadas las
inoculaciones o a que la infeccidon podria estar facilitada también por moscas que
habitualmente se observan en las inflorescencias de B. auleticus, no siendo en el caso
de las cepas probadas el agua el medio de dispersidon adecuado. Tampoco es posible
descartar que el numero de plantas y semillas analizadas no haya sido lo
suficientemente alto para detectar un fendémeno que podria ser muy poco frecuente en

términos estadisticos para ciertas especies de endofitos asexuales.

Con respecto a la inoculacion mediante herida en meristema, soélo resultaron
positivas las inoculaciones realizadas sobre plantulas que provenian de ecotipos que
habian sido previamente E+ (EP y LP), y los porcentajes de efectividad obtenidos son
consistentes o ligeramente inferiores con los reportados por otros autores (Simpson et
al. 2012; Oberhofer y Leuchtmann 2014). En cuanto a las plantulas originarias de
Balcarce, no se obtuvieron resultados positivos para ninguno de los tratamientos
planteados, sugiriendo que posiblemente haya algun tipo de incompatibilidad con los
endofitos inoculados. Este ecotipo presentd la mayor mortalidad de plantulas

inoculadas por cualquiera de los tres aislamientos (Tabla 4.2) y tampoco se encuentra
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infectada en las poblaciones naturales. Este resultado podria deberse a diferencias a
nivel genético entre las plantas de poblaciones naturalmente E+ vs. E- que hacen que
la simbiosis sea incompatible en éstas ultimas. Es interesante notar que las plantulas
de B. auleticus de La Pampa resultaron compatibles para la infeccién por parte de E.
tembladerae aislada tanto de B. auleticus como de P. lanigera, siendo el mayor
porcentaje aquel de la segunda combinacion, que proviene de un hospedante diferente
y distanciado geograficamente. Mientras que, en las plantas de El Palmar no fue
posible inocular E. tembladerae de una especie hospedante simpatrica. La
caracterizacion realizada de estos endofitos en el Capitulo 1 indicé que las plantas de
El Palmar no se asocian a E. tembladerae y posiblemente esto explique la presencia

de un endofito diferente en B. auleticus de esta localidad.

La cepa de E. pampeana (BAFC1623) no pudo ser inoculada con éxito con ninguna
de las técnicas en las que se la utilizé. Esto indicaria que esta especie podria ser
incapaz de transmitirse horizontalmente, y explicaria el motivo por el cual sélo se ha
encontrado en una especie hospedante y en una region particular de su area de
distribucion. Una de las posibles causas de esta incapacidad podria ser que presenta
velocidades de crecimiento muy bajas y produce pocos conidios que se separan con

parte de la célula conididbgena, posiblemente dificultando su dispersion.

En cuanto a la metodologia, se puede decir que B. auleticus presenta una baja tasa
de germinacion en las condiciones utilizadas para el ensayo, alcanzandose la mayor
velocidad de germinacion al mes de puestas a germinar. Ademas, a diferencia de los
hospedantes evaluados en la mayoria de los ensayos (especies comerciales anuales o
domesticadas) la germinacién se dio a lo largo de un periodo extenso con pocas
semillas germinando cada dia, requiriendo de un continuo control para ser inoculadas.
La tasa de germinacion suele ser mayor al hacer germinar las semillas sin esterilizar
en cajas de Petri con papel de filtro humedo, a pesar de esto, no se disminuyo el
tiempo de esterilizacion ya que al hacerlo hubo un considerable aumento de
contaminacion llevando a una mayor pérdida de material a inocular. En las semillas
originarias de Balcarce, ademas de la baja tasa de germinacion hubo una alta
proporcion de semillas descartadas por contaminacién, planteando la necesidad de

realizar diferentes protocolos de esterilizacion para ciertos ecotipos.

Seria interesante probar inoculaciones en diferentes hospedantes ya que el éxito
depende del genotipo de ambos miembros de la asociacién. Por ejemplo, hay casos
en que las inoculaciones reciprocas se comportan diferencialmente. Brem &
Leuchtmann (2003) registraron que cepas asexuales de Epichloé de Bromus benekenii

y Bromus ramosus no pudieron infectar a Bromus erectus mientras que la cepa de
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este ultimo hospedante (aunque sexual) si fue compatible con los tres hospedantes.
Debido a los resultados obtenidos en la inoculacidn en meristema de plantulas,
pareceria no haber ninguna incompatibilidad entre el ecotipo de B. auleticus de La
Pampa y la cepa de E. tembladerae (2787) aislada de Poa lanigera de El Palmar, por
lo que seria interesante probar la técnica utilizada por Tadych et al. (2012) para dicha

combinacion.

Estos resultados sugieren la posibilidad de transmision horizontal de E.
tembladerae, como se espera por encontrar dicha especie asociada a diversas
gramineas. Sin embargo, deberia evaluarse también la estabilidad de las nuevas
asociaciones mediante la deteccion de endofitos en las semillas de la siguiente
floracién y las plantulas que surjan de ellas. En este trabajo se detectaron hifas de
endofitos Epichloé en el parénquima de todas las cafas de las plantas que florecieron.
Sin embargo, no todas las plantas florecieron y no se obtuvieron semillas. Por lo que
estos resultados solo sugieren que en las nuevas asociaciones los endofitos son
capaces de colonizar macollos reproductivos, pero es necesario un ensayo con un

mayor numero de plantas inoculadas exitosamente y la obtencidn de semillas.

Considerando la diversidad de endofitos detectada en esta tesis, aun dentro de E.
tembladerae, resulta necesario plantear nuevos ensayos de inoculacion donde se
combinen los distintos genotipos de endofitos y poblaciones de B. auleticus y aun de
otros hospedantes asociados a E. fembladerae. Ademas, aun deberian evaluarse
posibles mecanismos de dispersion alternativos en condiciones naturales y que no
involucren herida artificial del meristema. Encontrar mecanismos de transmision
horizontal también puede ayudar a mejorar el rendimiento de las técnicas de
inoculacién in vitro. Sin embargo, no deja de ser importante recalcar que estos
resultados demuestran el potencial de B. auleticus para hospedar endofitos aislados

de otros hospedantes que sean de interés para el mejoramiento de dicha forrajera.
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CONCLUSIONES PARCIALES

- Diferentes cepas de E. tembladerae pudieron ser inoculadas con éxito a plantulas
de B. auleticus. El ecotipo de B. auleticus de La Pampa logré ser infectado con
cepas provenientes del mismo hospedante y de otro (P. lanigera), mientras que el

ecotipo de El Palmar, solo logré infectarse con aquella proveniente de B. auleticus.

- Estos resultados sugieren la posibilidad de transmision horizontal de E.
tembladerae, como se espera por encontrar dicha especie asociada a diversas

gramineas.

- AUn deberian realizarse mas estudios para evaluar posibles mecanismos de

dispersion alternativos en condiciones naturales.

113



DISCUSION GENERAL Mc Cargo P.D.

DISCUSION GENERAL

Bromus auleticus se encuentra asociada a diferentes especies de endofitos
Epichloé, habiéndose descripto hasta el momento dos especies: E. pampeana y E.
tembladerae. Dada la extensa area de distribucion que presenta esta graminea
invernal, nativa de Argentina, Uruguay y Brasil, se esperaba encontrar variabilidad
intraespecifica al analizar un mayor numero de aislamientos. Los marcadores
utilizados permitieron distinguir una mayor variabilidad a la esperada, que llevaron a
proponer la descripcidon de nuevos taxones. La gran variabilidad detectada mediante el
analisis filogenético de secuencias del gen calM demuestra su utilidad para estudios

de diversidad.

Los 8 genotipos hibridos detectados en B. auleticus conformarian al menos 4 linajes
bien establecidos, uno derivado de parentales E. amarillans/E. baconii x E. typhinay el
resto de E. festucae x E. typhina subsp. poae. Las relaciones filogenéticas de estos
linajes mostraron clados bien soportados determinando a E. pampeana, E.

tembladerae, E. platensis y el genotipo A.

La posicion de los aislamientos del genotipo D en las filogenias de calM no permite
determinar sus relaciones de ancestralidad con respecto a los linajes mencionados
anteriormente. Sin embargo, el perfil de alcaloides y los genes de mating type (AB) de
este genotipo indicarian una relacion mas cercana a E. pampeana. Entre los diferentes
escenarios evolutivos posibles, podria plantearse como hipétesis de origen de estos
endofitos la ocurrencia de 3 o 4 eventos de hibridacién. Por un lado, el que da lugar al
genotipo A. El segundo seria entre ancestros de E. typhina subsp. poae x E. festucae
uno con mating type A y el otro con mating type B con posterior divergencia,
obteniendo los genotipos D y E. pampeana. Finalmente, podrian plantearse dos
escenarios posibles para el origen de E. tembladerae y E. platensis, considerando 1 o
2 eventos de hibridacién entre ancestros de E. typhina subsp. poae var. aonikenkana x
E. festucae, ambos con mating type A. En un escenario, ambos linajes derivarian de
un unico evento de hibridacién que seria seguido por la pérdida de clusters enteros de
EAS en un linaje dando lugar a E. tembladerae, que posteriormente podria haberse
diversificado mediante la pérdida de algunos genes de IDT y la transmision horizontal
entre hospedantes de distintas especies. La otra linea evolutiva habria conservado
parte de los genes EAS dando lugar al linaje E. platensis que luego podria haberse
diversificado en los cuatro genotipos detectados actualmente. En otro escenario, se

consideran 2 eventos de hibridacién, uno se habria dado en B. auleticus originando a
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E. platensis con posterior divergencia en los distintos genotipos que componen esta
especie, posiblemente influenciados por las condiciones del drea geografica en donde
se encuentran. Esto habria ocurrido paralelamente a un segundo evento de hibridacion
de esas especies parentales que originaria a E. tembladerae seguido de la transmision
horizontal entre sus multiples hospedantes acompafiada de pérdida de algunos genes
IDT. Analisis filogenéticos de otras regiones génicas conservadas de amplia aplicacion,

como ser tefA'y tubB, podrian ayudar a resolver estas filogenias.

Loa marcadores utilizados en el presente trabajo permitieron detectar variabilidad
dentro de E. platensis y E. tembladerae, pero no dentro de E. pampeanay el genotipo
D, por lo que el analisis de un mayor numero de aislamientos y marcadores como los
microsatélites son necesarios para evaluar la diversidad intraespecifica en estos

taxones.

Los genotipos fungicos detectados en B. auleticus parecen encontrarse
predominantemente en diferentes zonas geograficas, resultado esperable dada la
importancia del ambiente en estas asociaciones simbidticas (Ahlholm et al. 2002;
Davitt et al. 2011). Incluso los genotipos diferenciados dentro de E. platensis muestran
un agrupamiento geografico. Entre las poblaciones en las que se analiz6 mas de un
aislamiento, sélo la ubicada en el Arroyo Don Gonzalo (Entre Rios) presentdé dos
genotipos fungicos. Sin embargo, en pocas poblaciones se analizO6 mas de dos
aislamientos. La distribucion potencial de estos genotipos mostré6 zonas altamente
adecuadas diferentes para cada genotipo, pero con superposicion de las areas con
menor potencial para encontrarlas. Estas observaciones remarcan la necesidad de
plantear nuevos muestreos para analisis poblacionales y asi poder afirmar cuales son
los limites de cada genotipo y si presentan distribuciones disyuntas. Esto también
permitiria obtener los datos necesarios para fortalecer o cambiar la asociacion
encontrada con las variables climaticas, siendo de interés incorporar otras variables
ambientales que trabajos previos relacionaron con la incidencia de los endofitos
Epichloé en diferentes hospedantes (lannone et al. 2012a; Novas et al. 2007). Dado
que al incluir diferentes hospedantes la mayoria de los genotipos se encontrd
solamente en B. auleticus, seria ideal caracterizar a las poblaciones del hospedante
conjuntamente con el endofito para estudiar el nivel de coevolucién entre ambos
simbiontes. Ademas, haber registrado poblaciones naturales libres de endofitos puede
colaborar a futuros estudios fisiolégicos que investiguen el efecto del endofito en el
rendimiento de su hospedante y el delicado balance que mantienen en sus relaciones

mutualistas, ademas de su interaccion con el ambiente.
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La continuidad de los muestreos también es de interés para el resto de las
gramineas. A medida que se logran relevar mas hospedantes, la presencia de linajes
con un ancestro comun de E. amarillans 'y E. baconii comienza a tomar mas relevancia
en Sudameérica, encontrandose en E. cabralii de Phleum alpinum, un aislamiento de
Hordeum comosum y un aislamiento de B. auleticus (el genotipo A de esta tesis), por
lo que ampliar los muestreos de las zonas donde estos aislamientos uUnicos fueron
encontrados ayudaria a establecer mejor las relaciones filogenéticas entre ellos. La
caracterizacion de los endofitos de Uruguay estad todavia en sus comienzos, pero

muestra claras senales de que también son diversos.

Una vez mas la caracterizacion de la diversidad de endofitos de Argentina muestra
la ubicuidad de Epichloé tembladerae. Esta especie se encuentra asociada a por lo
menos 18 especies de gramineas diferentes, agregando a Calamagrostis alba y
Polypongon elongatus a la lista por los muestreos realizados en el marco de esta tesis.
Cabral et al. (1999) fueron quienes la describieron por primera vez reportando su
toxicidad en 4 especies hospedantes, sin embargo, no se ha encontrado tal efecto en
grandes herbivoros para el resto de los hospedantes. El perfil de genes de alcaloides
de E. tembladerae muestra que ningun aislamiento analizado, incluso los de
hospedantes toxicos como Poa huecu y Festuca hieronymi, presenta genes
pertenecientes a la sintesis de alcaloides del ergot. Ademas, aunque variable, el perfil
para los genes de indol diterpenos indica que algunas cepas podrian producir TDC
como compuesto mas complejo de la ruta de los indol diterpenos, que sélo puede

afectar a pequefios herbivoros.

Las relaciones filogenéticas y las similitudes observadas en genotipos de endofitos
de hospedantes simpatricos asociados a E. tembladerae permite plantear a la
transmisién horizontal como mecanismo de propagacion y diversificacion de esta
especie. Sumado a esto, E. tembladerae reune caracteristicas que apoyan dicha
hipotesis: i. presenta estructuras de reproduccidén en el epifilo del hospedante; ii.
presenta un amplio rango de hospedantes simpatricos y iii. puede ser inoculada en
otras plantas de la misma u otra especie hospedante, aunque sélo se logré6 mediante
la manipulacion en el laboratorio. Los estudios donde se comprobd la transmision
horizontal son recientes y mas mecanismos que los descriptos hasta el momento
podrian estar involucrados en este proceso. Se considera al agua y a los herbivoros
como factores involucrados en la dispersion, tanto por salpicaduras de lluvia como por
pastoreo entre plantas infectadas y no infectadas con endofitos (Oberhofer y
Leuchtmann 2014; Wiewidra et al. 2015), siendo ambas posibles en el caso de E.

tembladerae con la intensa historia ganadera de Argentina y Uruguay. Los resultados
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obtenidos en esta tésis podran ser utilizados en futuros analisis de diversidad genética
y distancia geografica para intentar establecer patrones distribucién y diversificacion
entre los genotipos detectados. Ademas, sugieren que un estudio que abarque un
numero mas acotado de localidades con hospedantes simpatricos y que incluya una
mayor cantidad de aislamientos de cada hospedante y mediante el uso de otros
marcadores mas variables como los microsatélites, permitira clarificar o complicar aun
mas nuestro conocimiento de las relaciones filogenéticas entre endofitos de un

hospedante y la de sus vecinos.

La gran diversidad de endofitos que se evidenci6 al estudiar un numero
considerable de aislamientos de un solo hospedante, plantea el interrogante de cuanta
diversidad de endofitos existira en otras gramineas hospedantes de las que en general
no se han estudiado mas de diez aislamientos y en muchos casos parecen presentar
mas de un endofito como se ha detectado en Ph. alpinum, B. setifolius y Hordeum
comosum (Mc Cargo et al. 2014; lannone et al. 2015) o en Poa lanigera, Briza

paleapilifera'y F. hieronymi en esta tesis.

De acuerdo con el perfil de genes de alcaloides de los aislamientos analizados,
Argentina cuenta con una amplia diversidad de cepas con potencial para ser aplicadas
en el mejoramiento de forrajeras, incluyendo a nativas como B. auleticus, por producir
alcaloides con actividad anti-insectos pero ser inocuas para el ganado. Todas las
cepas serian capaces de sintetizar peramina, pero se destacan los genotipos D, J y E.
pampeana por ser potenciales productores de lolinas (ya comprobado en plantas
asociadas a E. pampeana). Lograr completar la caracterizacion en cuanto a las rutas
de sintesis de alcaloides de todos los aislamientos existentes y los que se obtendran
en un futuro, asi como el andlisis en la planta, seria de gran utilidad para la seleccion

de cepas con gran potencial agronémico.
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CONCLUSIONES GENERALES

Bromus auleticus presenta una alta diversidad de endofitos Epichloé, estando
asociada al menos a 8 genotipos hibridos interespecificos, cuatro de los cuales

fueron agrupados en la nueva especie propuesta Epichloé platensis.

e Los distintos endofitos de B. auleticus se encuentran predominantemente en

diferentes zonas geograficas.

e Los resultados obtenidos en cuanto a analisis filogenéticos, presencia de genes
de rutas de sintesis de alcaloides y mating type demuestran que E.
tembladerae no es el endofito predominante en este hospedante y que E.
tembladerae y E. pampeana serian el resultado de diferentes eventos de
hibridacion.

e Bromus auleticus habita en simpatria con otras gramineas hospedantes de
endofitos, sin embargo, no se detecta una clara asociacién entre cada

comunidad y una especie de endofito predominante.

e Nuevas evidencias apoyan la hipotesis que Epichloé tembladerae puede
potencialmente transmitirse de forma horizontal. Ademas de incluir dos
especies mas a su rango de hospedantes (Calamagrostis alba y Polypogon
elongatus), aislamientos obtenidos de B. auleticus o Poa lanigera pudieron ser
inoculados en plantas libres de ellos. Sin embargo, no se detectd un

mecanismo natural de dispersion.

e Todos los aislamientos de endofitos de Argentina analizados, incluyendo los
diferentes genotipos detectados en B. auleticus, no poseen los genes
necesarios para la sintesis de alcaloides téxicos para el ganado pero si para la

produccion de peramina (alcaloide anti-insectos).

e Epichloé platensis, es la Unica especie que podria producir chanoclavina I, un
alcaloide del ergot, que demostrd ser téxica para pequefios herbivoros. Los
genotipos endofiticos D, J y E. cabralii asociados a B. auleticus, Poa lanigera y
Phleum alpinum, respectivamente, serian productores de lolinas, ademas de E.
pampeana cuya capacidad para producir este alcaloide fue previamente

comprobada en plantas.
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ANEXO

Endofito

GB Accession

E. amarillans E57 Arrhenantherum elatius
E. amarillans 2732 Arrhenantherum elatius
E. amarillans E4668 Agrostis hyemalis

E. baconii 1031 Calamagrostis villosus

. cabralii BAFC3998-1 Phleurn alpinum

. cabralii BAFC3991-1 Phleun alpinum

. cabralii BAFC3998-2 Phleum alpinum

. cabralii BAFC3991-2 Phleum alpinum

. festucae 90661 Festuca rubra

. festucae 894 Festuca trachyphylla

. festucae 2368 Festuca rubra
gansuensis 7083 Achnatherum inebrians

tembladerae 1211 -1 Poa huecu
tembladerae 1213 -1 Poa huecu
tembladerae 1211 -2 Poa huecu
tembladerae 1213 -2 Poa huecu
tembladerae BAFC3330-1 B. auleticus
tembladerae BAFC3330-2 B. auleticus

. typhina 200740 Dactylis glomerata
. typhina subsp. poae 5819 Poa nemoralis

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

setifolius

E. sylvatica ATCC200748 Brachypodium sylvaticum
Epichloe festucae strain FI1 Festuca trachyphylla

E. festucae var. lolii Lp19

Epichloe typhina x Neotyphodium lolii strain Lp1

gansuensis var. inebrians E818 Achnatherum inebrians
pampeana BAFC1623-1 Bromus auleticus
pampeana BAFC3333-1 Bromus auleticus
pampeana BAFC1623-2 Bromus auleticus
pampeana BAFC3333-2 Bromus auleticus

tembladerae BAFC4002-1 Phleum alpinum
. tembladerae BAFC4002-2 Phleum alpinum

. typhina subsp poae var. aonikenkana BAFC420 B.

KF533986
KF533987

GCA_000223075.2

KF533988
KF533941
KF533941
KF533978
KF533981
KF533914

GCA_000226195.1

KF533913

PRJINAG67299
PRJNA174039

KF533915
KF533916
KF533954
KF533955
KF533919
KF533918
KF533958
KF533957
KF533920
KF533959
KF533935
KF533974
KF533947

AFSE01000156.1

KF533990
KF533951
AY742905
AY742903
KC970583

Anexo Tabla1.1: Numero de GenBank de las secuencias de referencia utilizadas. Aquellas no

incluidas fueron directamente sacadas de proyectos genoma.
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1-VII 0.000

1-1I 0.000

1-vV  0.000

1-Iv  0.000

1-111 0.000

1-Vl 0.000

2-IvVv 0.000

2-Iv2 0.000

2-111 0.000

2-11 0.000

2-12 0.000

2-13 0.000

2-11 0.000

Table. Estimates of Average Evolutionary Divergence over Sequence Pairs within Groups
The number of base substitutions per site from averaging over all sequence pairs within each
group are shown. Analyses were conducted using the Maximum Composite Likelihood model
[1]. Evolutionary analyses were conducted in MEGAG [2].

1. Tamura K., Nei M., and Kumar S. (2004). Prospects for inferring very large phylogenies by
using the neighbor-joining method. Proceedings of the National Academy of Sciences (USA)
101:11030-11035.

2. Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A., and Kumar S. (2013). MEGA6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution30: 2725-2729.

Anexo Tabla 1.2: Distancia dentro de grupos
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Title: fasta file
Description
Analysis
Analysis

Scope
Estimate Variance
Variance Estimation Method ---- None
Substitution Model
Substitutions Type
Model/Method
Substitutions to Include
Rates and Patterns
Rates among Sites
Pattern among Lineages
Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment --- Pairwise deletion
No. of Sites : 936
d : Estimate

Distance Estimation
Between group average

Nucleotide
Maximum Composite Likelihood
d: Transitions + Transversions

Uniform rates
Same (Homogeneous)

[ 1] #Egan

[ 2] #Eama
[ 3] #Ebac

[ 4] #1-1

[ 5] #EF

[ 6] #1-VII
[7]1#1-11

[ 8]#1-V
[9] #1-IV
[10] #1-111
[11]#1-VI
[12] #Ety
[13] #Etypoaonik
[14] #Etypoae
[15] #2-1-1
[16] #2-IV
[17] #2-IV-2
[18] #2-11l
[19] #2-1I
[20] #2-1-3
[21] #2-1-4
[22] #2-1-2

[ 123456789
(1]
[2]
[3]
[4]
[9]
[6]
[7]
[8]
[9]
[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
(7]
(18]
[19]
[20]

0 11 12 13 17
0.040
0.038
0.037
0.040
0.041
0.040
0.041
0.041
0.042
0.041
0.048
0.044
0.042
0.044
0.044
0.044
0.045
0.043
0.044
0.044

0.004

0.003 0.001

0.015 0.012 0.011

0.015 0.013 0.012 0.001

0.015 0.012 0.011 0.000 0.001

0.016 0.013 0.013 0.001 0.002 0.001

0.015 0.013 0.012 0.001 0.001 0.001 0.001
0.016 0.013 0.013 0.001 0.002 0.001 0.001
0.015 0.013 0.012 0.001 0.001 0.001 0.002
0.030 0.027 0.026 0.028 0.029 0.028 0.030
0.025 0.022 0.022 0.025 0.026 0.025 0.027
0.025 0.022 0.021 0.025 0.025 0.025 0.026
0.025 0.022 0.022 0.025 0.026 0.025 0.027
0.026 0.023 0.022 0.026 0.027 0.026 0.028
0.026 0.023 0.022 0.026 0.027 0.026 0.028
0.027 0.024 0.023 0.027 0.028 0.027 0.028
0.025 0.022 0.021 0.025 0.026 0.025 0.026
0.025 0.022 0.022 0.025 0.026 0.025 0.027
0.026 0.023 0.022 0.026 0.026 0.026 0.027

0.001
0.001
0.029
0.026
0.025
0.026
0.027
0.027
0.028
0.026
0.026
0.026

[22] 0.044
0.000 0.000

0.025 0.022 0.022 0.025 0.026 0.025 0.027 0.026

18

0.002
0.030
0.027
0.026
0.027
0.028
0.028
0.029
0.027
0.027
0.027

0.027

19

0.029
0.026
0.025
0.026
0.027
0.027
0.028
0.026
0.026
0.026

0.026

20 21

0.016
0.013
0.016
0.014
0.014
0.016
0.017
0.016
0.016

0.016

Table. Estimates of Evolutionary Divergence over Sequence Pairs between Groups

The number of base substitutions per site from averaging over all sequence pairs between groups are shown.

22]

0.003
0.000
0.001
0.002
0.001
0.001
0.000
0.000

0.000

0.003
0.001
0.002
0.003
0.004
0.003
0.003

0.003

0.001
0.002
0.001
0.001
0.000
0.000

0.000

using the Maximum Composite Likelihood model [1]. Evolutionary analyses were conducted in MEGAG [2].

0.000

0.001 0.002

0.002 0.002 0.002
0.001 0.002 0.001 0.001
0.002 0.002 0.002 0.001

0.001 0.002 0.001 0.001

Analyses were conducted

1. Tamura K., Nei M., and Kumar S. (2004). Prospects for inferring very large phylogenies by using the neighbor-joining method.
Proceedings of the National Academy of Sciences (USA) 101:11030-11035.
2. Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A., and Kumar S. (2013). MEGAG: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0.

Molecular Biology and Evolution30: 2725-2729.

Anexo Tabla 1.3: Distancia entre grupos
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finalaltcompleteinterpolate-ABylU
finalbio10completeinterpolate-AByL

finalbiot 1 completeinterpolate-AByU [

finalbio1 2completeinterpolate-AByU

finalhio13completeinterpolate-AByU [
finalbio14completeinterpolate-AByU

finalbio1 Scompleteinterpolate-AByl
% finalbio16completeinterpolate-AByU

g finalbio17completeinterpolate-AByU [

>
= finalbiol Bcompleteinterpolate-AByU

c
2 finalbio1 9completeinterpolate-AByU

Environm

finalbioZcompleteinterpolate-AByL
finalbio3completeinterpolate-AByU
finalbiodcompleteinterpolate-AByL
finalbioScompleteinterpolate-AByU
finalbioBeompletzinterpolate-AByL
finalbio7completeinterpolate-AByU
finalbioBeompleteinterpolate-AByU
finalbio9completeinterpolate-AByl

finalaltcompleteinterpolate-AByU [

finalbio1 Ocompleteinterpolate-AByU
finalbio11completeinterpolate-AByl
finalbio1 2completeinterpolate-AByl
finalbio13completeinterpolate-AByL)

finalbio14completeinterpolate-AByU [

finalbio15completeinterpolate-AByl

2 finalbio16completeinterpolate-AByU
'g finalbio17completeinterpolate-AByL)
_% finalbio18completeinterpolate-AByl)
@ finalbio19completeinterpolate-AByl)
finalbiol completeinterpolate-AByl

Environm

finalbio3completeinterpolate-AByU [

finalbio4completeinterpolate-AByl
finalbio5completeinterpolate-AByl)
finalbioGcompleteinterpolate-AByL
finalbio7completeinterpolate-AByL)
finalbioBcompleteinterpolate-AByL
finalbioScompleteinterpolate-AByL)

finalbio1completeinterpolate-AByL [

T

Jackknife of regularized training gain for B
T T T T T

finalbio2completeinterpolate-AByl

=
o

0.2 0.4 0.6 iR}

regularized training gain

1.0

Jackknife of regularized training gain for C
T T T T T T T

=
=]

0.2 0.4 0.6 IR} 1.0

regularized training gain

1.2

-
=

Without variable ®
With only variable ®
With all variables ®

Without variable ®
With only variable ®
With all variables ®
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finalaltcompleteinterpolate-AByU
finalbio10completeintarpolate-AByU
finalbio11completeinterpolate-AByl
finalbio1 2completeinterpolate-AByU
finalbio13completeinterpolata-AByU
finalbio1 4completeinterpolate-AByU
finalbio15completeinterpolate-AByU

g finalbio1 completeinterpolate-AByU
g finalbio1 7completeinterpolate-AByL

>
= finalbio! 8completeinterpolate-AByU [

=
@

finalbio19completeinterpolate-AByU
finalbio1 completeinterpolate-AByU

Environm

finalbio2completeinterpolate-AByL)
finalbio3completeinterpolate-AByL

finalbiodcompleteintarpolate-AByU [

finalbioScompleteinterpolate-AByU
finalbioGeompleteinterpolate-AByU
finalbio7completeinterpolate-AByU
finalbioBcompleteinterpolate-AByL
finalbio9completeinterpolate-AByl

Jackknife of regularized training gain for D

finalaltcompleteinterpolate-AByU
finalbio1 Ocompleteinterpolate-AByl
finalbio11completeinterpolate-AByl
finalbio1 2completzinterpolate-AByl
finalbio13completeinterpolate-AByl
finalbio14completeinterpolate-AByU
finalbio1 Scompleteinterpolate-AByU

2 finalbiol Geompleteinterpolate-ABylU
% finalbio1 7completeinterpolate-AByU
% finalbiol 8completeinterpolate-AByl)
g finalbio1 9completeinterpolate-AByl
finalbiot completeinterpolate-AByU

Environ

finalbio2completeinterpolate-AByU
finalbio3completeinterpolate-AByU
finalbiodcompleteinterpolatz-AByU
finalbioScompleteinterpolate-AByU
finalbioGcomplatzinterpolats-ABylU
finalbio7completeinterpolate-ABylJ
finalbioBcompleteinterpolate-AByl
finalbio9completeinterpolate-AByU

0.0

Without variable =
With only variable ®
With all variables =

0.00 0.050.100.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0,45 0.50 0.55 0.60

regularized training gain
Jackknife of regularized training gain for EFGH

Without variable =
| With only variahle ®
With all variables ®

02 04 06 08 10 12
regularized training gain

14 1.

o

Anexo Tabla 2.1: Resultados de Jacknife para cada linaje de endofitos de B. auleticus al que se
le model6 su distribucién potencial.
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