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RESUMEN

Lolium perenne se encuentra frecuentemente asociada

con hongos endofitos de los géneros Epichloé vy
Neotyphodium (E/N) que producen metabolitos
secundarios que, en determinadas concentraciones,

pueden generar problemas de toxicidad en el ganado.
Existen diferencias genéticas entre especies flingicas e
individuos de la misma especie con respecto a su
capacidad de producir alcaloides. Con la finalidad de
identificar la diversidad taxonémica de enddfitos E/N en
poblaciones naturales de L. perenne, se examinaron 378
plantas procedentes de ocho localidades diferentes
(desde pastos de dehesa a pastos en zonas costeras). Se
observdo una incidencia promedio de infecciones
14% a 62%
poblaciones. Utilizando cultivos puros se procedié a una
)4

secuencias nucleotidicas parciales de la region ITS de

endofiticas del 38%, variable de entre

clasificacion taxonomica basada en morfologia
ADN ribosémico y del gen de R-tubulina, con lo que fue
posible identificar la existencia de al menos cuatro
grupos fenotipicos y genotipicos diferentes entre los

enddfitos E/N aislados.

Palabras clave: pastos, raigras, diversidad de endofitos,

variabilidad morfologica, identificacion genética.
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SUMMARY

Lolium perenne is often associated with fungal endophytes
of the genera Epichloé and Neotyphodium (E/N). Endo-
phytes produce secondary metabolites as a mean of
natural protection against herbivores but can cause tox-
icity problems in livestock. In order to identify the taxo-
nomic diversity of E/N endophytes in natural populations
of L. perenne, 378 plants from eight different locations
were examined (from dehesa grasslands to pastures in
coastal areas). We found an average endophyte inci-
dence of 38%, ranging from 12% to 60%. Pure cultures of
the E/N endophytes isolated were used to classify them
based on morphological features and on partial nucleo-
tide sequences of the ITS region of ribosomal DNA and
the B-tubulin gene. It was possible to identify at least
four different phenotypic and genotypic groups between
the E/N endophytes isolated.

Key words: grasses, raygrass, diversity of endophytes,

morphologic variability, genetic identification.
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INTRODUCCION

El raigras (Lolium perenne L.) es la es-
pecie forrajera mas utilizada en Europa, debi-
do
(Peeters, 2004). Gran parte de esa adaptabili-

a su amplia distribucién ecoldgica
dad podria deberse a la asociacion simbiotica
que establece con hongos de los géneros
Epichloé y Neotyphodium (E/N) (Gibert et al,
2012). Asi, en Nueva Zelanda, las praderas
de L perenne no persisten sin el enddfito
Neotyphodium lolii ya que el hongo protege a
la planta del ataque de un insecto (Easton et
al. 2001). Las especies sexuales de los hon-
gos Epichloé y sus anamorfos Neotyphodium,
se encuentran entre los microorganismos
denominados endofitos, en virtud de que du-
rante su etapa de crecimiento vegetativo es-
tablecen asociaciones asintomaticas con las
plantas. El enddfito obtiene una provision de
nutrientes y un medio de diseminacién a tra-
vés de las semillas del huésped, al cual confie-
re dos beneficios principales: aumento de la
resistencia a estrés biotico y abidtico y de-
fensa contra la depredacion (Clay y Schardl,
2002). Ambos efectos son promovidos por la

produccién de compuestos biologicos acti-

vos, que pueden provocar efectos toxicos
sobre el ganado (Clay y Schardl, 2002).

Aln cuando en Europa los informes
sobre casos de toxicosis son poco frecuen-
tes, es importante tener conocimiento sobre
la presencia y el tipo de hongos en pastos

para evaluar posibles riesgos en produccion
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animal. Segiin Arnold (2007) la abundancia,
diversidad, y composicién de enddfitos esta
influenciada por su microhabitat y en cultivos
de hongos puros se han encontrado diferen-
cias genéticas, variacion morfologica y bio-
quimica entre colonias de la misma especie
(Bony et al., 2001). Estos hechos deben con-
siderarse en el contexto de la dependencia
ambiental de las comunidades de endofitos y
los retos implicitos en estimar su diversidad

genética.

Actualmente existen variedades de L.
perenne inoculadas con enddfitos que no
producen alcaloides toxicos para mamiferos,
y que ademas contribuyen a una mejor pro-
ductividad, persistencia, resistencia a plagas y
adaptacion a zonas marginales (Bouton y Eas-
ton, 2005). El objetivo de este trabajo fue
identificar la abundancia y diversidad taxono-
mica de enddfitos Epichloé/Neotyphodium en
poblaciones naturales de L. perenne. Supone
un primer paso fundamental para determinar
en futuras investigaciones su perfil de alcaloi-
des y seleccionar aquellos aislados con po-
tencial agricola comercial para la mejora de

esta graminea.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo de plantas

Se recogieron plantas silvestres de
Lolium perenne de varios habitats ubicados en
ocho diferentes localidades del NW de Espa-
ha (Tabla I).
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Tabla 1. Ubicacion y otras caracteristicas de las localidades de muestreo de Lolium perenne.

Localidad Provincia Habitat Altitud Numero de plantas
Cedeira Coruia Costa, monte de eucalipto 62 51
Ciudad Rodrigo  Salamanca  Ribera 625 25
La Vecilla Ledn Tierra de cultivo 879 49
Los Valles Salamanca  Dehesa 813 50
Montemayor Salamanca  Monte de castafio 628 50
Porqueriza Salamanca  Dehesa 807 50
Tabara Zamora Monte de roble 766 50
Valle Fuentes Leon Monte bajo 1133 53

A final de la primavera y principio del
verano de 2012, se recogieron un total de
378 plantas y se trasplantaron a macetas que
actualmente se mantienen en un recinto
abierto en el IRNASA-CSIC (Salamanca). En
algunos de los ejemplares se observaron es-
de
Epichloé typhina (Pers.) Tul. y C. Tul.

tromas caracteristicos infeccion por

Aislamiento e identificacion de

endofitos

El aislamiento de los endodfitos E/N de
L. perenne se inicié con el corte de fragmen-
tos de 4 — 5 mm de longitud del tallo que
fueron desinfectados superficialmente duran-
te 10 minutos con una solucion de lejia co-
mercial al 20% (1% de cloro activo). A conti-
nuacion se enjuagaron con agua destilada es-
téril para colocar |5 — 20 fragmentos en pla-
cas de Petri con agar de patata y dextrosa
(PDA) con 200 mg I'' de cloranfenicol. La
presencia de hongos endofitos E/N se deter-

mind por observacion directa considerando
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el tiempo de emergencia y las caracteristicas
de crecimiento del micelio. Las colonias de
endofitos E/N se caracterizan porque el mi-
celio surge aproximadamente al mismo tiem-
po (después de cinco dias) en todos los frag-
mentos y son de color claro. Aquellas colo-
nias con crecimiento mas rapido (2 - 3 dias)
y otras caracteristicas morfologicas fueron
eliminadas de las placas. Las colonias identifi-
cadas como posibles enddfitos E/N se transfi-
rieron a placas de PDA para observar su de-
sarrollo morfolégico, descartar falsos positi-
vos y proceder a su clasificacion e identifica-
cion.

En el proceso de identificacion taxo-
nomica de aislados de endofitos E/N, se re-
currio a la observacion de caracteres morfo-
logicos y a analisis moleculares. En una pri-
mera etapa las caracteristicas morfologicas
que se observaron en el medio de cultivo
fueron: la velocidad de crecimiento, la forma

del cultivo, el color del micelio y su esporula-
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cion. Como segundo paso se utilizaron las
secuencias nucleotidicas parciales de la re-
gion ITSI-5.85-ITS2 (Innis et al, 1990) y del
gen de B-tubulina (tub2) (Gentile et al., 2005),
que permiten agrupar aislados pertenecien-

tes al mismo taxon.

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia de endoéfitos en pobla-

ciones de L. perenne

El inicio de la emergencia de enddfi-
tos E/N en fragmentos de planta, varid desde
cinco hasta mas de 30 dias. Se consideraron
“positivas” las plantas en las que, a partir del
fragmento de planta en PDA, se desarrollo
micelio con las caracteristicas antes indicadas
(Materiales y Métodos). En todas las pobla-
ciones muestreadas se observo la presencia
de enddfitos E/N. Se detectaron |37 plantas
con endodfitos E/N, lo que representa un
38,1% del total de plantas analizadas. La inci-
dencia fue variable entre poblaciones, desde
el 14% en Montemayor hasta el 62% en Los
Valles (Tabla 2). En estudios similares realiza-

dos por Lewis et al. (1997) se indican por-

M2

M1
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centajes entre 1% y 50% en 523 poblaciones

de raigras en Europa.
Clasificacion morfolégica

Se obtuvieron 144 aislados de endofi-
tos E/N de las 137 plantas infectadas, debido
a que en siete de estas se detectaron coin-
fecciones. La presencia de dos endofitos en
una misma planta es un hecho poco frecuen-
te (Panka et al,, 2013). La clasificacion ha da-
do lugar a tres grupos morfologicos bien di-
ferenciados y un grupo mixto (Figura |): gru-
po MI: colonias de color blanco, con la me-
nor tasa de crecimiento, agregacion del mi-
celio en forma de cerebro; M2: color blanco,
el de mayor tasa de crecimiento, abundante
micelio superficial en forma algodonosa; M3:
de color marron claro, con una velocidad de
crecimiento intermedio y escaso desarrollo
de micelio superficial; MN: es un conjunto de
aislados con morfotipos diferentes a los des-
critos, algunos son morfologicamente inesta-
bles a través del tiempo; similares en tiempo
de emergencia y tipo de micelio a los grupos

anteriores.

M3 MN

Figura 1. Colonias representativas de la morfologia de endéfitos Epichloé/Neotyphodium aislados de

Lolium perenne.
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La aparentemente menor diversidad
morfoldgica aqui descrita (Figura |), en com-
paracion a la indicada por otros autores
(Bony et al,, 2001) se debe a que el conjunto
referido como MN, engloba varios aislados
con plasticidad fenotipica en su forma de
crecimiento en PDA, comportamiento co-
mun entre hongos aislados de medios natu-
rales que crecen en medios sintéticos
(Slepecky y Starmer, 2009). Sin embargo, es
un factor a tener en cuenta debido a que las
caracteristicas morfologicas podrian estar
relacionadas con el perfil de alcaloides pro-

ducidos (Bony et al.,, 2001).

La morfologia dominante entre los
aislados fue la correspondiente al grupo M|
(44,4% de las colonias), y el grupo morfologi-
co con menor presencia fue el M2 (15,9%)

(Tabla 2). De las plantas en que se detectd

k5

doble infeccion se obtuvieron endofitos con
morfologias M| y M3. La totalidad de los ais-
lados de las plantas con estromas en el mo-
mento del muestreo pertenecieron al grupo
M2.

En todas las localidades se encontra-
ron endofitos con al menos dos morfotipos
diferentes (Tabla 2). La mayor variabilidad
morfologica fue en pastos de dehesas (Los
Valles y Porqueriza), en las que se encontra-
ron los cuatro morfotipos. Segiin Lewis et al.
(1997), altos niveles de infeccion en Lolium
corresponden a zonas donde el estrés debi-
do a la sequia estival es frecuente. En estas
condiciones, la presencia de vegetacién con
endofitos es mayor al ser estas plantas las
que toleran mejor la situacion de estrés
hidrico en comparacion con el pasto sin en-

dofitos.

Tabla 2. Agrupacién morfoldgica por localidad de muestreo de las colonias de endéfitos E/N aislados en
Lolium perenne.

Localidad Morfologia' Incidencia de hongos endéfitos
M1 M2 M3 MN Epichloe/Neotyphodium
Numero de aislados Nuimero de plantas (%)
Cedeira 5 0 0 4 9 17,6
Ciudad Rodrigo 3 6 6 0 15 60,0
La Vencilla 17 1 0 4 22 449
Los Valles 12 12 2 5 31 62,0
Montemayor 3 0 0 4 7 14,0
Porqueriza 4 4 4 4 16 32,0
Tabara 12 0 14 1 27 54,0
Valle Fuentes 8 0 4 5 17 32,1
Total: 64 23 30 27 144 -
Porcentaje (%): 44 4 16,0 20,8 18,8 100 38,1

TDescripcion morfolégica: M1= color blanco, crecimiento lento, forma de cerebro; M2= color blanco, cre-
cimiento rapido, micelio superficial algodonoso; M3= color marrén claro, crecimiento lento, micelio super-

ficial escaso; MN= sin morfologia definida.
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Clasificacion genética

Una primera aproximacion para la
clasificacion taxonémica de los endofitos ais-
lados se hizo en base a la similitud de las se-
de la region ITS1-5.85-ITS2 y del

gen de B-tubulina (tub2) con otras presentes

cuencias

en la base de datos Genbank. Con este fin se
utilizé el programa BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool, National Center for
Biotechnology Information, http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov). En ambos casos se
corroboré la pertenencia de la totalidad de
los aislados a dos géneros: (a) individuos si-
milares al género Epichloé (E. typhina y E. fes-
tucae) con morfotipos MI, M2, M3 y MN o
(b) mas cercanos al género Neotyphodium (N.
lolii y N. coenophialum), aislados con morfolo-
gia M| y M3. Aunque hay una relacion gené-

tica estrecha entre E. festucae y N. lolii no hay

Fe

informes sobre la presencia del primero de
estos en L. perenne (van Zijll et al., 2008).
Para un estudio filogenético mas detallado y
corroborar una relacion entre la morfologia
en PDA y la genética de los endofitos E/N
aislados, se construyeron arboles filogenéti-
cos con 33 secuencias parciales, tanto de la
region ITS como del gen de B-tubulina (tub2).
Las secuencias se seleccionaron de forma
aleatoria entre los endodfitos de los grupos
morfoldgicos M|, M2 y M3, excluyéndose los

aislados MN debido a su inestabilidad.

El arbol filogenético construido con
datos moleculares generd cuatro grupos ge-
néticos: GI, G2a, G2b, y G3 (Figura 2). Se
encontro una relaciéon directa entre genotipo
y fenotipo de los aislados con morfologia M|
y M3. Los enddfitos del grupo G2a con mor-

fologia M2 corresponden a Epichloé typhina.

E. festucae [TUB2: KFO42044, ITS:X62987]

"{ N. coenophialum [TUB2: KF036276, ITS: X60135]

G3, Morfologia M3

G1, Morfologia M1

T N. lolii [tub2: AY865628, ITS: AB134337)

Lic2b

'} ' L i
0.006 0004 0002 0.000

I-IGZa+Epichloe typhina [b-tub: X52616, ITS: AB105953]

Morfologia M2

Figura 2. Arbol filogenético basado en la agrupacién de las secuencias parciales de la region ITS y del gen
de B-tubulina (tub2). Incluyen 4 secuencias de referencia de Epichloé typhina, E. festucae, Neotyphodium
lolii y N. coenophialum. Entre corchetes se indica el nimero de accesion de la base de datos GenBank.
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Sin embargo, para una clasificacién taxono-
mica a nivel de especie de los grupos Gl,
G2b, G3 y los de morfologia MN, se requie-
re del uso de otras técnicas de identificacion
debido a su cercania taxonémica y la posible
existencia de hibridos entre los enddfitos E/

N aislados.

La produccion de determinados alca-
loides esta controlada de forma genética
(Young et al., 2005), por lo que entre los en-
dofitos obtenidos probablemente se encuen-
tren diferencias en el perfil de alcaloides.
Ademas, Rasmussen et al., (2007) indican que
su concentracion estaria vinculada particular-
mente con la abundancia de micelio in planta,
factor relacionado con el patron de desarro-

llo morfologico del enddfito.

CONCLUSIONES

La incidencia de endofitos E/N en po-
blaciones naturales de Lolium perenne es va-
riable, con 38,1% en promedio. En vista de
los resultados obtenidos de la clasificacion
morfoldgica y de los datos genéticos de en-
dofitos E/N, con mas de cuatro grupos dife-
rentes, podriamos considerar que estos habi-
tats contienen variabilidad suficiente para su
utilizacion como germoplasma en investiga-
ciones futuras cuyo objetivo sea seleccionar
colonias con un perfil de alcaloides adecuado
para la mejora de cultivares de L. perenne

utilizados en pastizales y céspedes.
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