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RESUMEN

Los endofitos del género Epichloé (Clavicipitaceae) infectan gramineas de zonas
templadas. Estos endofitos pueden conferir ventajas adaptativas frente a estreses y
herbivoria, atribuible en parte a la capacidad de producir diferentes clases de
alcaloides. Debido a los beneficios que los hospederos pueden recibir de la simbiosis,
los endodfitos del género Epichloé han sido ampliamente estudiados y se consideran
componentes importantes de la agricultura sostenible, existiendo pocos estudios sobre
la incidencia endodfita en pastos nativos del hemisferio sur. Aqui, presentamos el
primer estudio a nivel nacional de caracterizacion de endofitos nativos asociados a 83
poblaciones de Bromus auleticus. El estudio de la diversidad de endofitos presentd un
abordaje multifacético de: i) andlisis genéticos para identificar genotipos mediante la
deteccion por PCR multiplex de genes asociados a la biosintesis de alcaloides y tipo
de apareamiento, ii) aislar en medio axénico endofitos correspondientes a cada
genotipo identificado para realizar una caracterizacion morfologica, iii) analizar la
expresion de alcaloides (peramina, chanoclavina I y ergovalina) por HPLC, e iv)
identificar a partir de los enddfitos prevalentes que genotipos presentaban accion
disuasiva a Rhopalosiphum padi mediante ensayos de antibiosis . Encontramos que el
70% de las poblaciones presentaron infeccion, con incidencias de 17 al 100%. Se
determind la existencia de diversidad endofitica tanto inter como intrapoblacional (9
poblaciones con dos genotipos de endoéfitos). En total se identificaron nueve genotipos
con diferentes capacidades toxicogénicas potenciales. La caracterizacion quimica y
morfoldgica de los genotipos permitio inferir a los linajes que les dieron origen. Estos
elementos apoyan la hipotesis sobre la presencia de linajes no descriptos alin en esta
graminea hospedera. El ensayo de antibiosis logré identificar la accion antiafido para
el genotipo productor de lolinas. Este endofito pasa a ser una de las opciones mas
atractivas a considerar como herramienta en un programa de mejoramiento de Bromus

auleticus para obtener cultivares con buenas caracteristicas agronémicas.

Palabras clave: simbiontes, diversidad genética, metabolitos secundarios, biocontrol
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DIVERSITY OF ENDOPHYTES IN BROMUS AULETICUS TRINUS (EX
NESS): ADAPTIVE IMPLICATIONS

SUMMARY

Fungal endophytes of the genus Epichloé (Clavicipitaceae) infect temperate grasses.
These endophytes may confer their hosts adaptive advantages against stresses, such as
herbivory, attributable in part to their ability to produce different classes of alkaloids.
Due to the benefits that hosts receive from their symbiosis, endophytes of this genus
have been extensively studied and are considered important components of sustainable
agriculture. Despite that, there are few studies on endophytic incidence of native
grasses in the southern hemisphere. Here, we present the first nationwide
characterization study of native endophytes associated with 83 populations of Bromus
auleticus. This study was conducted using a multifaceted approach that included: 1)
genetic analysis to identify genotypes by detection of genes associated with alkaloid
biosynthesis and mating type, ii) morphological characterization of endophytes with
different genotypes isolated in axenic medium, iii) peramine, chanoclavin I and
ergovaline expression analysis by HPLC, and iv) antibiosis tests to determine deterrent
action against Rhopalosiphum padi of prevalent endophyte genotypes. Results indicate
that 70% of the tested populations were endophyte infected, with seed incidence levels
of 16 to 100%. Endophyte diversity was found at both inter- and intra-population levels
(8 populations presented two endophyte genotypes). Overall, nine genotypes with
potentially different toxicogenic profiles were identified. Lineages that gave origin to
these genotypes were inferred from the chemical and morphological characterization.
These findings support the hypothesis of the existence of lineages not yet described in
this host grass species. The antibiosis test showed anti-aphid action of the putative
loline-producing genotype. This endophyte constitutes a promising option to be
included in Bromus auleticus breeding programs, thus obtaining cultivars with good
agronomic characteristics (e.g. resistant to aphids).

Keywords: native grass, symbionts, genetic diversity, secondary metabolites,

biocontrol
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1. INTRODUCCION

El término endoéfito fue utilizado por primera vez en el siglo XIX por De Bary
(1866), para definir organismos que viven dentro del tejido de una planta, y desde
entonces han surgido variantes. Una de las definiciones mas comtiinmente utilizada en
la actualidad fue propuesta por Petrini (1991) que define como endoéfitos a los diversos
microorganismos tales como hongos y bacterias que residen dentro del tejido vegetal
sano, durante al menos una parte de su ciclo de vida, sin causarle al huésped ningun

sintoma aparente de enfermedad

La mayoria de las plantas en los ecosistemas naturales presentan simbiosis con
hongos micorricicos y hongos endoéfitos (Petrini, 1986). En lo que concierne a los
hongos endofitos, estos juegan un rol importante sobre la ecologia, la aptitud fisica y
la evolucioén de las plantas hospederas (Brundrett, 2006) asi como sobre la diversidad

y estructura comunitaria de otros organismos (Omacini et al., 2001).

Existen dos grupos principales de hongos endoéfitos que presentan diferencias en
taxonomia, rango de huésped, tipo de tejidos que colonizan, forma de transmision,
funciones ecolodgicas y relaciones evolutivas: los endodfitos clavicipitaceos, que
infectan exclusivamente pastos y los no clavicipitaceos que se asocian a plantas no

vasculares, helechos, coniferas y angiospermas (Rodriguez et al., 2009).

En el grupo Clavicipitaceae (Hypocreales, Ascomycota) se incluye el género
Epichloé, el cual es un grupo monofilético de hongos simbiontes especializados en
asociaciones con plantas de la subfamilia de gramineas Podideae (Leuchtmann et al.,
2014). Este género es considerado de gran importancia por su actividad biologica
vinculada a los beneficios frente a estreses bidticos y abioticos que les confieren a sus

plantas huéspedes (Schardl, 2010).



1.1. ASOCIACION SIMBIOTICA ENTRE ENDOFITOS DEL GENERO
EPICHLOE Y GRAMINEAS

Del género Epichloé se han reportado hongos endéfitos en mas de 80 géneros y
290 especies de gramineas en el mundo (Press et al., 2015). Las especies asexuales
Neotyphodium derivan de especies sexuales de Epichloé, y por ende se han
reclasificado en el género de Epichloé segin la similitud morfologica de los conidios
y las caracteristicas de las fuentes de hibridacion de hongos endofiticos anamorficos
(Schardl, 2010). Por consiguiente, el género Epichloé comprende especies sexuales
haploides y asexuales que pueden ser hibridos o haploides. Estas ultimas parecen haber
evolucionado a partir de una sola especie mediante la pérdida del estado sexual, aunque
la mayoria de las especies asexuales son hibridos interespecificos (Moon et al.,, 2000,
Moon et al.,, 2004). Estudios sugieren que dicha hibridacién es un evento comun y
surge por fusion de células somdticas o anastomosis seguida de cariogamia (Schardl y

Craven, 2003).

Las especies de Epichloé son tipicamente especificas del huésped, y presentan
una gran diversidad tanto dentro como entre especies. Crecen en forma sistémica por
espacios intercelulares de los tejidos de la parte aérea, tanto de estructuras vegetativas
como reproductivas (Figura 1). Las hifas colonizan por via apoplastica alimentdndose
a expensas de aminodacidos y azlicares, sin dafiar las células a la que subyacen, de tal
manera que no provocan ninguna reaccion de defensa del hospedante. (Moy et al.,
2002). El crecimiento en planta se caracteriza por ser por division y extension
intercalar. Especificamente las hifas se unen a las células del huésped en crecimiento
y el crecimiento acumulativo a lo largo del filamento permite que el hongo se extienda
al mismo ritmo que el huésped, por lo que el crecimiento del hongo es sincronizado

con el de su huésped (Christensen et al., 2008).



Figura 1. Hifa de endéfito en parénquima foliar.

La diversidad existente dentro del género Epichloé permite encontrar una amplia
gama de interacciones con el huésped. La interaccion Epichloé - graminea puede variar
desde mutualismo o el mutualismo a diversos grados de antagonismo. Sus ciclos de
vida pueden implicar la transmision vertical a través de las semillas del huésped y/o
transmision horizontal de una planta a otra a través de esporas meioticas. Todo
dependiendo del genotipo particular del huésped, del haplotipo del endoéfito, y de las
condiciones ambientales en donde se da la asociacion (Saikkonen et al., 2004,

Saikkonen et al., 2006, Saikkonen et al., 2010; Cheplick y Faeth, 2009).

Las especies sexuales de Epichloé se caracterizan por tener la capacidad de
producir estromas en los macollos reproductivos, impidiendo la produccién normal de
semilla al intervenir en la maduracion de las inflorescencias (enfermedad de choke)
(Schardl, 2010). Para llevar a cabo la reproduccion sexual, en el estroma se producen
conidios, que actuan como espermacios y que fecundaran un estroma de tipo de
apareamiento opuesto, determinado por los idiomorfos MTA y MTB en el locus MT
(Schardl et al., 2014). Esta fecundacion es mediada por moscas del género Botanophila

que se alimentan sobre el estroma y son quienes transportan los conidios de un estroma



a otro. Luego de la fecundacion, en el estroma maduran ascos que contienen
ascosporas, las cuales seran el inoculo inicial en nuevas plantas (transmision
horizontal) (Bultman y Leuchtmann, 2003b). Esta caracteristica les confiere un
caracter patogénico, ya que afecta en mayor o menor grado la reproduccion de la planta
huésped. No obstante, algunas especies sexuales también pueden transmitirse

verticalmente por semillas infectadas (Leuchtmann et al., 2014).

Por otra parte, las especies de Epichloé de reproduccion asexual se transmiten
exclusivamente mediante la colonizacion asintomética en los ovarios de las flores en
desarrollo y se diseminan con la semilla del huésped (transmision vertical) (Philipson
y Christey, 1986). Durante la germinacion de la semilla, las hifas del hongo colonizan
los meristemos, dando asi plantas hijas con el mismo genotipo de endéfito que la planta
madre que les dio origen (Christensen et al., 2008). Se ha informado sobre el
crecimiento y la producciéon de conidios en varios huéspedes (Oberhofer y
Leuchtmann, 2014, Tadych et al., 2007). Por consiguiente, las especies asexuales de
Epichloé han cobrado importancia agronémica, debido al caracter mutualista de sus
asociaciones en el cual ambos protagonistas se benefician (Clay, 1988, Miiller y
Krauss, 2005). Especificamente, la graminea proporciona refugio, nutricion,
reproduccion y una forma de dispersion (Philipson y Christey, 1986, Schardl et al.,
2004) mientras que el endofito proporciona ventajas adaptativas a la planta huésped
frente a estrés abiodtico y biotico, asegurandose su éxito ecoldgico (Scott y Schardl,

1993, Schardl et al., 2004).

Entre los beneficios para la planta debidos a la asociacién con Epichloé se ha
reportado mejor habilidad adaptativa frente a una amplia gama de condiciones
ambientales, obtenida a través de un mayor crecimiento, mayor vigor de las plantulas,
mayor persistencia, mejor performance bajo estrés hidrico y menor deficiencia de
nutrientes comparado con plantas que no se encuentran infectadas (Malinowski y
Belesky, 2000). Con respecto a la resistencia al estrés bidtico, la presencia del endofito
confiere resistencia a la herbivoria que esta explicada en mayor parte por la produccién

de metabolitos secundarios (alcaloides) toxicos tanto para herbivoros vertebrados



como invertebrados (Clay y Schardl, 2002). Ademads, se asocia a resistencia a
nematodos y algunos patdégenos fungicos (Kimmons et al., 1990, Gwinn y Gavin 1992,

Schardl y Phillips 1997, Johnson et al., 2003).

En este contexto, la mayoria de los endéfitos se reproducen asexualmente. Esto
estaria explicado por la mayor diversidad y cantidad de alcaloides que presentan en
comparacion a sus parientes sexuales, debido al proceso de hibridacion que les da
origen permitiendo apilamiento de genes para la biosintesis de diferentes alcaloides.
Por lo tanto, las especies asexuales tienen el potencial de proporcionar una mejor
proteccion de la herbivoria. Esto resulta logico, ya que los endoéfitos transmitidos por
semilla dependen totalmente del éxito del linaje de los hospederos. (Leuchtmann et al.,
2000). No obstante, la produccion de alcaloides depende de las condiciones
ambientales, del genotipo del endofito y del genotipo de la planta huésped (Hesse et
al., 2003; Faeth et al., 2004; Faeth et al., 2010). Por consiguiente, la gran diversidad
existente tanto en tipo como en niveles de alcaloides en pastos nativos podria estar
vinculada a la diversidad genética no solo de las cepas de endofito, sino que también,
a la gran heterogeneidad que presentan las gramineas nativas hospedadoras (Faeth y

Sullivan, 2003), y los diversos ambientes en donde transcurren esas interacciones.

Con respecto a las especies de gramineas que establecen asociaciones
simbidticas se destacan las especies forrajeras comiinmente de zonas templadas, como
Festuca arundinacea, Lolium perenne, L. multiflorum, y también especies silvestres
de los géneros Briza, Bromus, Hordeum, Melica, Phleum y Poa, entre otras (Iannone

etal., 2011).



1.2. PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los endoéfitos fungicos son productores de diversos metabolitos secundarios
bioactivos. Actualmente, un total de 160 metabolitos secundarios se han reportado a
partir de endofitos del género Epichloé (Song et al., 2020). En ellos se incluyen cuatro
familias de alcaloides: alcaloides del ergot, indol diterpenos (Figura 2),
aminopirrolizidinas saturadas (lolinas) y peramina (Figura 3). Ademads, se encuentran
enzimas extracelulares (Correa et al.,, 2014) e hidrocarburos volatiles, péptidos,
derivados de indol, pirimidinas, sesquiterpenoides, flavonoides, derivados de fenol y
acido fenodlico, metabolitos alifaticos, esteroles, aminas y amidas, entre otros (Song et

al., 2020).

1.2.1. Toxicidad en el ganado

Dentro de las cuatro familias de alcaloides capaces de ser producidas por
Epichloé, los alcaloides del ergot (compuestos de ergovalina, ergonovina, ergina) y el
lolitrem B correspondiente al grupo de los indol diterpenos, son los causantes de
toxicidad en animales luego de ser consumidos (Saikkonen et al., 2013). Ademas de
estos compuestos que son muy frecuentes en festuca alta (Festuca arundinacea
Schreb.) y ryegrass raigras perenne (Lolium perenne L.), también se destaca el
compuesto paxilina, por generar acciones toxicas en ratones. Estos compuestos
interactian con la dopamina, receptores de serotonina y noradrenalina en el sistema
nervioso central y periférico afectando la motilidad, la temperatura corporal y el
apetito de los animales (Briase et al., 2009). Consecuentemente, existen dos
enfermedades ampliamente reportadas en ganado en pastoreo: festucosis “fescue
toxicosis” asociada a concentraciones de ergovalina en festuca (Koulman et al., 2007,
Bacon et al., 1977) y tembladera "ryegrass staggers” causado por concentraciones del

compuesto lolitrem B en pasturas de raigras perenne (Fletcher y Harvey, 1981).

Dentro del genoma de Epichloé los genes involucrados en la biosintesis de

alcaloides del ergot (EAS) e indol diterpenos (IDT) estan dispuestos en grupos o



clusteres. Es por esto que se ha observado variabilidad entre las distintas especies de

Epichloé en cuanto a la presencia/ausencia de determinados genes o variaciones en sus

secuencias, lo que determina los compuestos intermediarios y finales capaz de

sintetizar por los distintos endofitos (Figura 2) (Schardl et al., 2013c).
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1.2.2. Actividad insecticida

Los endofitos Epichloé confieren resistencia contra la herbivoria tanto de forma
directa mediante la produccion de alcaloides, como en forma indirecta mejorando
mecanismos de defensa de la planta (Bastias et al., 2017, Unsicker et al., 2009). Por
ejemplo, en este ultimo caso, la planta después de un dafio de herbivoria induce
cambios en los compuestos organicos volatiles emitidos, para atraer enemigos
naturales quienes ejerceran control bioldgico de los insectos herbivoros (Kessler y

Baldwin, 2001).

En lo que respecta a la accion de los alcaloides, la peramina y las lolinas son los
grupos de alcaloides de interés agrondémico ya que no presentan connotaciones
negativas al ser consumidos por animales de pastoreo y presentan accion insecticida.
Mientras que los alcaloides del ergot e indol diterpenos si bien presentan accion
neurotdxica en insectos, manifiestan una actividad téxica apreciable en el ganado

(Schardl et al., 2013c).

Se ha logrado identificar y secuenciar los genes involucrados en la biosintesis
para las cuatro familias de alcaloides. El genoma del endoéfito solo requiere un tnico
gen multifuncional (per4) para la biosintesis de peramina (Tanaka et al., 2005). Es el
compuesto mas frecuentemente encontrado en las especies de Epichloé, y simplemente
con la copia intacta de per4 se obtiene la sintesis del compuesto peramina en la planta
(Figura. 3) (Schardl et al., 2013c). También se ha encontrado que algunas cepas de
endofitos no pueden producir el metabolito debido a una delecion a gran escala en la
region 3'-terminal del gen (Scott et al., 2007; Hettiarachchige et al., 2015). La peramina
fue identificada a partir de la asociacion de Epichloé festucae vaer. lolii en pasturas de
raigras perenne, la cual proporcionaba proteccion contra el gorgojo argentino del tallo
(Listronotus bonariensis; Coleoptera) en Nueva Zelanda (Schardl et al., 2012). La
accion disuasiva frente a este gorgojo esta reportada tanto en adultos como en larvas,

a concentraciones de 0.1 y 10 pg /g™! respectivamente. (Rowan et al., 1990).



A diferencia de la peramina, la biosintesis de las lolinas (LOL) est4 determinada
por un grupo de 11 genes ubicados en el locus LOL, que se encuentran ordenados de
la siguiente forma: lolF, lolC, lolD, lolO, lolA, lolU, lolP, lolT, lolE, loIN y loIM
(Figura 3) (Spiering et al. 2005). También se ha determinado que enzimas del endéfito
fangico y/o de la planta pueden participar en la diversificacion quimica de los

compuestos finales producidos en la familia de las lolinas (Pan et al., 2014).

Peramina Lolinas
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Figura 3. Esquema simplificado de las rutas de biosintesis para peramina (izquierda)

y lolinas (derecha). Adaptado de Schardl et al., (2012), Schardl et al., (2013b.)

La biosintesis de las lolinas est4 asociada particularmente a endoéfitos hibridos y
muestran un espectro de actividad contra insectos particularmente amplio, variando su
especificidad dependiendo de las especies de insectos, la etapa de desarrollo y tipo de
compuesto (Schardl et al., 2007). Por ejemplo, se ha demostrado que los compuestos
de N-acetilolina (NAL) y la N-formilolina (NFL) presentan accién insecticida contra
el escarabajo japonés (Popillia japonica; Coleoptera) (Potter et al., 1992), lagarta
cogollera (Spodoptera frugiperda Lepidoptera), gorgojo del tallo argentino
(Listronotus bonariensis; Coleoptera:) (Jensen et al., 2009), pulgén de la avena
(Rhopalosiphum padi; Hemiptera) y pulgén verde (Schizapis graminum; Hemiptera)
(Wilkinson et al., 2000). Muchos de los trabajos reportados adjudican la accién

disuasiva contra los nematodos a este grupo de alcaloides (Bacetty et al., 2009).



1.2.3. Promocion del crecimiento y competitividad en plantas

Diferentes estudios han revelado que los endo6fitos promueven un aumento en la
tasa de germinacion de semillas de plantas infectadas, como por ejemplo de Lolium
perenne (Clay, 1987) y Bromus setifolius (Novas et al., 2003). Los efectos positivos
también se asociaron a un aumento del macollaje, reproduccion y crecimiento, que
produce mejoras en el desarrollo de biomasa y capacidad de rebrote de las plantas

infectadas (Malinowski et al., 2000).

Ademas, los endodfitos pueden conferir también resistencia contra estreses
abidticos, como déficit hidrico, heladas (Arachevaleta et al., 1989; Malinowski et al.,
2000), inundacion (Song et al., 2015), situaciones de déficit nutricional (Ren et al.,
2007) o estrés por presencia de metales pesados (Zaurov et al., 2001; Soleimani et al.,
2010). Estas mejoras en la adaptabilidad de las plantas hospederas a los diferentes

factores se traduce en mejoras productivas.

1.2.4. Actividad antifingica

La actividad antifungica de los endoéfitos fingicos estd vinculada a la produccion
de péptidos y derivados del indol. En este sentido la bibliografia es consistente, tanto
en experimentos in vivo como in vitro, en el efecto positivo que ejercen los endofitos
en plantas hospederas sobre hongos patégenos, en comparacion con plantas libres de
simbiontes (Yue et al., 2000; Clarke et al., 2006; Tian et al., 2008). Por ejemplo, la
epichlicina (Koshino et al., 1988) mostrd actividad inhibitoria hacia la germinacion de
esporas de Cladosporium phlei. La ciclosporina T mostr6 actividad antifingica
significativa contra hongos patdgenos de gramineas, incluyendo Curvularia lunata,
Bipolaris sorokiniana, Fusarium avenaceum y Alternaria alternata (Araya et al.,
2003). Por otra parte, el efecto sobre hongos mutualistas no es consistente. En el caso
de los hongos micorricicos arbusculares (HMA), los resultados varian segtn la planta
hospedera. En asociaciones con gramineas comerciales se ha registrado un efecto

negativo de la presencia de endofitos sobre la infeccidon o colonizacion por micorrizas
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(Omacini et al., 2006). En cambio, cuando se utilizb como hospedante una graminea

nativa, se registro un efecto positivo (Novas et al., 2005; Novas et al., 2009).

Muchos de los efectos antifingicos podrian estar mediados por compuestos
derivados del indol seglin estudios realizados. El 4cido indol-3-acético estd asociado a
una fuerte actividad inhibitoria a bajas concentraciones contra Cryphonectria
parasitica. Ademas, de la actividad inhibitoria del indol 3-etanol y acido indol-3-
acético contra Lactisaria fusiformis, Magnaporthe poae y Rhizoctonia solani (Song et

al., 2020).

1.3. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ENDOFITOS

La deteccion de endofitos del género Epichloé tanto en tejido vegetal como en
semilla se realiza cominmente mediante una variedad de métodos histoquimicos,
inmunologicos y moleculares (Johnson et al., 2013). En el caso de los métodos
histologicos, las hifas del endo6fito se pueden visualizar facilmente en diferentes
organos de la planta (flores, macollos, hojas) utilizando tintas como por ejemplo azul
de anilina o microscopia de interferencia diferencial (Card et al., 2011). La debilidad
de estas técnicas es que no pueden diferenciar entre endofitos vivos de muertos y
muchas veces determinar incidencia endofitica de un gran nimero de muestras puede
ser una tarea laboriosa. Por lo tanto, otras técnicas se estdn implementando como
alternativa: la técnica de tejido inmunoblot (TPIB) ( Hahn et al., 2003) y la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Doss y Welty, 1995), entre otras.

La PCR no solo se utiliza para la deteccion de endodfitos, también es una
herramienta para estudiar los perfiles genéticos de los endofitos segun los genes
involucrados en la biosintesis de alcaloides. En este sentido, se cuenta con la secuencia
de los loci genéticos asociados a las cuatro familias de alcaloides, lo que permite el
disefio de cebadores. Adicionalmente, la PCR multiplex permite la amplificacion de
varias secuencias de ADN diferentes de manera simultdnea. Segin la presencia o

ausencia de las amplificaciones se genera el perfil genético y de esta manera se logra
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conocer la capacidad toxicogénica potencial y también identificar la variabilidad entre
especies o cepas de una misma especie (Charlton et al., 2014). Las principales ventajas
de la PCR multiplex se asocian a la obtencion de informacion de varios loci en una
sola reaccion, a la creacion de estratégias mas eficientes cuando se trabajan con

diferentes aislamientos y a la utilizacion de menor cantidad de reactivos.

1.4. DIVERSIDAD Y DISTRIBUCION DE LOS HONGOS ENDOFITOS
ASOCIADOS A GRAMINEAS DE AMERICA DEL SUR

Los hongos endodfitos del género Epichloé se encuentran entre los
microorganismos mas comunes y diversos que infectan muchas especies de gramineas
de la familia Poaceae. Diferentes especies de gramineas estan infectadas con una o
mas especies de endofitos de este género (Hume et al., 2016). Un total de 45 especies
de gramineas de América del Sur estan asociadas a Epichloé. Especificamente, en esta
region los trabajos realizados corresponden a los paises de Argentina y Uruguay,
donde han reportado 39 taxones de hospederos y 19 genotipos de endofitos agrupados
en 8 linajes diferentes. Cabe destacar, que en esta region solamente se han encontrado
especies asexuales (Cabral et al., 1999, Moon et al., 2002, Gentile et al., 2005, lannone
etal., 2012b).

La especie asexual hibrida E. tembladerae (Cabral & J.F White) lannone &
Schardl (generada por la hibridacion de E. festucae x E. typhina) es el endofito
prevalente, asociado con al menos 22 especies de gramineas hospedadoras. Existen
también otros hibridos asexuales de E. festucae x E. typhina, ademas de endofitos
producto de las hibridaciones de E. typhina x E. amarillans o E. festucae x E. aff- elymi
x E. typhina. No obstante, E. typhina subsp. poae es una especie asexual no hibrido
que ha sido reportado en mas de una especie hospedadora. Los estudios genéticos
diferencian los linajes identificados y establecen que al menos tres genotipos de E.
typhina subsp. poae (Tadych, KV Ambrose, FC Belanger & JF White) y dos genotipos

de E. festucae (Leuchtm., Schardl y M.R. Siegel) estuvieron involucrados en los
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eventos de hibridaciéon que dieron origen a los endéfitos sudamericanos (Iannone,

2018).

Los genotipos de endofitos antes mencionados se caracterizan por no sintetizar
ergopeptinas o lolitrem B asociados a casos de toxicidad en ganado, pero si otros
compuestos de la familia de los indol diterpenos y alcaloides del ergot. En su mayoria
los genotipos identificados son productores de peramina y las especies E. pampeana 'y
E. cabralii presentan en sus genotipos genes para la produccion de lolinas (Iannone,

2018).

En algunas especies de gramineas la incidencia de endofitos se asocia con
caracteristicas ambientales como la altitud, la abundancia de herbivoros, la comunidad
de plantas, tipo de suelo o caracteristicas climaticas (Schulthess y Faeth 1998, White
et al. 2001, Bazely et al., 2007, Granath et al., 2007, Hamilton et al., 2009, Lembicz et
al., 2011). Especificamente, los estudios sugieren que la distribucion de los endofitos
en gramineas nativas depende mayoritariamente de las condiciones ambientales, en

particular del tipo e intensidad del estrés (Novas et al., 2007).

En este sentido, Novas et al. (2007) muestrearon poblaciones nativas de Bromus
setifolius de la provincia de Santa Cruz, Phleum alpinum y Poa spiciformis de Tierra
del Fuego, Argentina. En dicho estudio determinaron que la incidencia de endofito en
B. setifolius se correlacion6 positivamente con la precipitacion media anual, mientras
que en P. alpinum se detect6 lo contrario. Para P. spicifomis la incidencia se asocio
con la comunidad vegetal. White et al. (2001) también estudiaron la asociacion con
poblaciones de B. setifolius, pero provenientes de la provincia de Mendoza Argentina,
y concluyeron que la incidencia de endofitos se correlaciona positivamente con la

presencia de hormigas.

Por otra parte, lannone et al. (2012a) estudiaron la diversidad y distribucion de
endofitos en Poa lanuginosa y P. bonariensis. En este estudio identificaron que E.
tembladerae es el unico endodfito para ambas especies de gramineas y que la incidencia

estd fuertemente asociada con caracteristicas ecolodgicas y ambientales. Las
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poblaciones con endofitos para ambas especies se ubicaron en aquellas regiones que
presentaron niveles de estrés ambiental moderados y escasas condiciones
agronomicas, como son las dunas costeras para la especie P. lanuginosa o ambientes

con bosque xerofitico para el caso de P. bonariensis.

Iannone et al. (2009) y Mc Cargo et al.(2014) estudiaron la diversidad de endéfitos en
Bromus auleticus. En las poblaciones estudiadas, determinaron al menos tres endofitos
asociados a esta graminea: 1) E. tembladerae asociado a las poblaciones provenientes
de bosques y pastizales del litoral costero de Buenos Aires y Entre Rios; ii) Epichloé
sp. en pastizales de Entre Rios, Cérdoba, San Luis y la costa de Buenos Aires; y iii) E.

pampeana asociado a las poblaciones de pastizales ubicadas en la pampa himeda.

Los resultados de estos estudios sugieren que las condiciones de estrés moderado
favorecen la simbiosis, a diferencia de condiciones extremas, posiblemente debido a
que el costo de la simbiosis con endofitos parece superar sus beneficios en condiciones

de recursos limitados (Ahlholm et al., 2002).
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1.5. IMPLICANCIAS AGRONOMICAS DE EPICHLOE

La mayor capacidad competitiva en plantas asociadas a endoéfitos del género
Epichloé mejoraria el desempeno de las especies forrajeras en condiciones ambientales
cambiantes. En este sentido, la bibliografia reporta ampliamente mejoras en la calidad
y cantidad de forraje producido, asi como también los efectos de biocontrol realizados
por las asociaciones simbidticas, que terminan siendo un valor agregado en las
especies de gramineas comerciales. Es decir, existe un beneficio econdémico y también
ambiental por el uso de cultivares mejorados con endofitos, este tiltimo asociado a una
reduccion en el uso de agroquimicos (Kauppinen et al., 2016). Por otro lado, la
identificacion de cepas fungicas productoras de alcaloides no toxicos para mamiferos
permitiria evitar las pérdidas econémicas que producen a la produccion ganadera
(Gundel et al., 2013). El ejemplo mas exitoso es el de la cepa comercial "MaxQ" (E.
coenophiala) introducido en la variedad de Festuca arundinacea “Jesup”. Esta cepa es
considerada amigable para el ganado, pero con importante acciéon de control contra
insectos plaga (Johnson et al., 2013). Otras cepas con diferente perfil de alcaloides han
sido seleccionadas para inocular a gramineas comerciales (Young et al., 2013, Easton
et al., 2001). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la compatibilidad genética
entre el endofito y el linaje del huésped cumplen un rol en los efectos sobre la aptitud
fisica de plantas hospedadoras, la cual también dependerd del contexto ecologico
ambiental (Omacini et al., 2005, Miiller y Krauss, 2005, Saikkonen et al., 2006). De
hecho, bajo ciertas condiciones ambientales se han observado efectos negativos sobre

el crecimiento de las plantas (Cheplick y Faeth, 2009).
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1.6. BROMUS AULETICUS: ESPECIE HOSPEDERA DE EPICHLOE

Bromus auleticus Trin. Ex Nees (Pooideae) es una graminea alégama perenne
invernal nativa de Argentina, sur de Brasil y Uruguay. Las poblaciones naturales de
esta especie se encuentran adaptadas a un amplio rango de suelos, muchas veces
vinculadas a tapices no perturbados ni pastoreados, y es considerada una especie que
se encuentra en proceso de domesticacion (Millot, 2001). B. auleticus es un
constituyente invernal importante en los campos naturales, aportando forraje de
calidad en este periodo de déficit. La calidad estd asociada a una muy buena
palatabilidad, digestibilidad, proteina y condiciones bromatoldgicas para los animales
(Bustamante et al., 2012). Ademas, tiene muy buen comportamiento en pasturas
mixtas a pesar de su lenta implantacion y es favorecida por pastoreos rotativos (Llado

etal., 1994).

Se considera que la especie ha sufrido erosién genética como consecuencia del
laboreo continuo y principalmente el sobrepastoreo, porque al ser una especie
apetecida de porte cespitoso, es vulnerable al mismo. En nuestro pais, la region
dedicada a la ganaderia extensiva es donde existe mayor presencia y diversidad
genética. Consecuentemente, B. auleticus ha sido objeto de colecta y caracterizacion

morfoldgica como recurso fitogenético forrajero (Condon et al., 2017).

Esta graminea establece asociaciones simbidticas con al menos tres endofitos
diferentes del género Epichloé, segun estudios realizados en Argentina: E.
tembladerae capaz de producir peramina y compuestos intermediarios de la familia de
indol diterpenos, E. pampeana capaz de producir peramina y lolinas (Iannone et al.,
2011, Tannone et al., 2012b) y una especie no formalmente descripta potencial
productora de precursores de alcaloides del ergot (Mc Cargo, 2015). Esta especie se
encontrd en poblaciones de Entre Rios y Corrientes, en pastizales de la provincia de
Buenos Aires y en sierras del norte de Cordoba. La presencia de las dos especies ya
descriptas mejora la tasa de crecimiento vegetativo, supervivencia y rebrote de las

plantas hospederas en comparacion con sus contrapartes libres de endofitos (Iannone
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et al.,, 2012c). Se han registrado efectos positivos en la germinacién de semillas de
Bromus infectadas con estas especies (Iannone y Cabral, 2006), en la proteccion contra
el hongo patogeno (Ustillago bullata) y en la asociacién con micorrizas vesiculo-
arbusculares (Vignale et al., 2013). Cabe destacar que hasta el momento, el efecto de

la interaccion Bromus auleticus — endo6fito contra insectos no ha sido reportado.

La asociacion Bromus auleticus — endofito presenta una interesante diversidad
que puede brindar conocimiento sobre los procesos evolutivos de esta simbiosis.
Particularmente conocer los tipos de alcaloides producidos a partir de los endofitos de
estas asociaciones podria contribuir a explicar la distribucion geografico-espacial de
la asociacion. Ademads, podria ser de gran utilidad en el proceso de seleccion y

mejoramiento de esta especie como nuevos cultivares para uso forrajero.

1.7. LOS AFIDOS Y EPICHLOE

Los afidos son insectos pequenos y de cuerpo blando. En el abdomen presentan
un par de sifones y una cauda (Figura 4). Los sifones se insertan dorso-lateralmente
entre el quinto y el sexto segmento abdominal. La cauda est4 dispuesta en el extremo
del abdomen, varia su forma segun la especie y presenta, junto a los sifones, valor
sistematico (Ribeiro et al., 2014). En Uruguay la reproduccion es partenogénica ya que
no se encuentran huevos ni machos. Por lo tanto, las colonias que forman estan
comprendidas por hembras (aladas o 4pteras) y ninfas nacidas viviparamente

(Bentancourt y Morelli, 2009).
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Sifones

Figura 4. Adulto aptero de Rhopalosiphum padi. Foto de David Cappaert,
Bugwood.org

Los dafios asociados a estos insectos son principalmente dafios directos
realizados durante la alimentacidon y en algunas especies también dafios indirectos al
actuar como vectores de virus importantes para las plantas (Walls et al., 2019). Se
caracterizan por ciclos generacionales cortos y alta prolificidad, que les permiten
rapida plasticidad de seleccion del genotipo mas adaptado a determinados compuestos
de resistencia presentes en los vegetales (Ziist y Agrawal, 2016). Por estas
caracteristicas constituyen una de las principales limitantes en la produccién tanto en
cultivos como en pasturas y actualmente su control es fundamentalmente quimico.
Otras medidas de control més inocuas para el ambiente se convierten en una alternativa

interesante de control contra insectos plaga.

Una de las asociaciones madas estudiadas son las relaciones mutualistas
simbidticas establecidas por gramineas Pddideae y los hongos endoéfitos del género
Epichloé, debido a sus importantes impactos en los herbivoros (Saikkonen et al.,

2006). En este aspecto la especie de afido Rhopalosiphum padi ha sido utilizado en
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diferentes modelos de investigacion para evaluar el desempeno de los endéfitos como
controladores anti-afidos. R. padi es un afido generalista de cereales con distribucion
ubicua, y es un vector importante (junto con Schizaphis graminum) de muchos virus
de los cereales, como el virus de enanismo amarillo en cebada “Barley Yellow Dwarf’”
(BYDV) (Walls et al., 2019). En este aspecto, se ha determinado que la alimentacion
de R. padi induce emisiones de compuestos organicos volatiles (COV) en especies de
festuca, dichos COV participan en las defensas directas e indirectas de las plantas
contra el ataque de herbivoros. No obstante, los endéfitos de Epichloé son capaces de
modular las emisiones COV de forma constitutiva o inducidamente por los afidos
dependiendo de la asociacion (Li T et al., 2014). Con respecto a las defensas directas
de los endofitos contra afidos, los efectos tanto disuasivos como de actividad
insecticida son consistentemente asociados a las lolinas que son translocadas por el
floema (Wilkinson et al., 2000). Adicionalmente, se han identificado asociaciones con
endofitos (E. coenophiala) que producen una reduccion significativa en la incidencia

de BYDV en festuca (Mahmood et al., 1993).
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1.8. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es estudiar la incidencia, prevalencia y
diversidad de endofitos Epichloé de 83 poblaciones nativas de Bromus auleticus. Para
ello, se realiz6 una caracterizacion detallada de los endoéfitos encontrados segtn los

siguientes objetivos especificos:

1) Caracterizar los endéfitos de acuerdo a genotipos definidos por la presencia/ausencia
de genes para la produccién de alcaloides pertenecientes a las cuatro familias de
alcaloides (peramina, lolinas alcaloides del ergot e indol diterpenos ) y la presencia de
los genes para ambos idiomorfos de tipo de apareamiento (M7A4 o MTB).

i1) Caracterizar morfologicamente cada genotipo de endofito identificado.

iil) Analizar la expresion en planta de tres compuestos diferentes: Peramina,

Chanoclavina I y Ergovalina.

iv) Identificar genotipos de enddfitos con accion disuasiva, mas especificamente anti-

afido utilizando la especie Rhopalosiphum padi.

Las hipdtesis que sustentan los objetivos son:

1) Existe una gran diversidad de endéfitos en Bromus auleticus, que presentan

diferentes capacidades toxicogénicas.

i1) Las poblaciones de Bromus auleticus no presentan endofitos toxicos para el ganado.

ii1) La asociacion simbiotica otorga a las plantas huésped proteccion contra afidos,

definida en parte por el perfil genético de los endofitos asociado a la produccion de

lolinas.
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2. DIVERSIDAD DE LOS ENDOFITOS DE BROMUS AULETICUS:
IMPLICANCIAS EN SU ROL ANTI AFIDO!

2.1. RESUMEN

El género Epichloé esta exclusivamente relacionado a gramineas de zona con clima
templado (subfamilia Pooideae). Estos endofitos fungicos confieren beneficios a las
plantas huésped atribuible en parte a la produccion de al menos un compuesto de estas
cuatro familias de alcaloides: peramina, lolinas (aminopirrolizidinas saturadas), indol
diterpenos y alcaloides del ergot. En este trabajo por primera vez se estudid la
incidencia, prevalencia y diversidad de endofitos nativos entre 83 poblaciones de
Bromus auleticus colectadas en Uruguay. El mismo consisti6 en la caracterizacion de
la diversidad genotipica mediante PCR multiplex segtn los genes para la biosintesis
de alcaloides y tipo de apareamiento, una caracterizacion morfoldgica de los genotipos
identificados, analisis de expresion de alcaloides mediante HPLC y de los endofitos
prevalentes se identificaron que genotipos presentaban accidon disuasiva a
Rhopalosiphum padi mediante ensayos de antibiosis. A raiz de dichos estudios,
encontramos en las poblaciones una prevalencia del 70%, con una variabilidad en el
nivel de incidencia de 0 a 100%. Se determiné diversidad endofitica tanto inter como
intra-poblacional en Bromus auleticus, identificando un total de nueve genotipos de
endofitos diferentes que se pueden agrupar en cuatro morfotipos distintos. Dos de estos
morfotipos corresponderian a especies no descriptas aun en B. auleticus.
Adicionalmente, el estudio de la aptitud anti-afido se realizé mediante un ensayo de
antibiosis utilizando la especie de pulgdn Rhopalosiphum padi (Hemiptera:
Aphididae). Nuestros resultados confirman, que la presencia del genotipo de endofito
putativamente productor de lolinas disminuy6 de forma significativa la sobrevivencia,
reproduccion y desarrollo de los R. padi, independientemente del genotipo del

huésped.

Palabras claves: simbiontes, mutualismo, antibiosis, diversidad, alcaloides.

! Este articulo se publicara en Mycologia
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2.2. SUMMARY

The genus Epichloé is exclusively related to cool season grasses (subfamily Pooideae).
These fungal endophytes confer benefits on host plants attributable in part to the
production of at least one compound from these four alkaloid families: peramines,
lolines (saturated aminopyrrolizidines), indole diterpenes, and ergot alkaloids. In this
work, for the first time, the diversity of native endophytes was studied among 83
populations of Bromus auleticus collected in Uruguay. It consisted of the
characterization of genotypic diversity by multiplex PCR according to the genes for
alkaloid biosynthesis and mating type, a morphological characterization of the
identified genotypes, analysis of alkaloid expression by HPLC and of the prevalent
endophytes, genotypes were identified that confer protection against aphids. As a
result of these studies, we found variability in the level of infection, endophytic
diversity both inter and intra-population in Bromus auleticus, identifying a total of nine
different endophyte genotypes that can be grouped into four different morphotypes.
Two of these morphotypes correspond to species not yet described in B. auleticus.
Additionally, the study of anti-aphid aptitude was carried out by means of an antibiosis
test using the aphid species Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae). Our results
confirm that the presence of the putatively producing endophyte genotype of lolines
significantly decreased the survival, reproduction and development of R. padi,

regardless of the host genotype.
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2.3. INTRODUCCION

Los hongos del género Epichloé (Hipocreales, Clavicipitaceae) son endofitos
asociados exclusivamente a gramineas de zonas de clima templado (Poaceae,
subfamilia Pooideae). Estos endofitos comprenden especies sexuales no hibridas y
especies asexuales, éstas generalmente hibridos interespecificos o haploides (Moon et
al., 2004). Las especies de Epichloé son tipicamente especificas del huésped, y crecen
en forma sistémica por espacios intercelulares de tejido vegetal aéreo, sin dafiar las
células a la que subyacen. Por consiguiente, no provocan ninguna reaccion de defensa
por parte del hospedante (Moy et al., 2002). Las especies sexuales presentan la
capacidad de producir estromas alrededor de los macollos reproductivos, suprimiendo
la maduracion de las inflorescencias del huésped (enfermedad de estrangulamiento), y
por consiguiente afectando la produccion normal de semilla (Schardl, 2010). Para
completar la reproduccion sexual, el estroma maduro necesitara de la fertilizacion de
una espermdtida proveniente de un estroma de tipo de apareamiento opuesto,
determinado por los idiomorfos MTA y MTB del locus MT (Schardl et al., 2014). Luego
de la fecundacion, en el estroma maduran ascos que contienen ascosporas, las cuales
seran el indculo inicial en nuevas plantas (transmision horizontal) (Bultman y
Leuchtmann, 2003b). No obstante, algunas especies sexuales pueden transmitirse
verticalmente por semillas infectadas (Leuchtmann et al., 2014). En contraste, las
especies asexuales son incapaces de producir estromas en las plantas huésped, su
medio de transmision es vertical, mediante la colonizacion de los ovarios de flores en
formacién y disemindndose benignamente por la semilla del huésped; dando asi
plantas hijas con el mismo genotipo de endodfito de la planta madre (Philipson y
Christey, 1986). La mayoria de las especies de Epichloé son de transmision asexual y
vertical (White et al., 1996, Moon et al., 2000, Moon et al., 2002). Esto resulta logico,
ya que las especies asexuales al crecer de forma asintomatica se caracterizan por una
asociacion mutualista en la que ambos participantes se benefician. En efecto, la
seleccion natural serd a favor de estas asociaciones, a diferencia de las establecidas
con especies sexuales que tienen un caracter patogénico, por perjudicar en menor o

mayor medida la reproduccion de la planta huésped (Schardl et al., 2002).
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Los beneficios aportados por las especies de Epichloé estan relacionados a
mejoras en la capacidad adaptativa de su planta huésped frente a estreses bidticos y
abidticos (Schardl et al., 2004, Khan et al., 2015). Particularmente, en lo que respecta
a los beneficios contra estreses bidticos, los endofitos confieren resistencia contra la
herbivoria, atribuible en parte a la capacidad de sintetizar cuatro familias de alcaloides:
peramina, lolinas, indol diterpenos y alcaloides del ergot. (Schardl et al., 2012).
Peramina y lolinas se caracterizan por presentar accion disuasiva (Clay et al., 1985),
mientras los alcaloides del ergot e indol diterpenos si bien tienen efectos disuasivos
potentes, estan asociados con efectos neurotoxicos en mamiferos; por lo tanto, no son
deseables en el ambito productivo. Subsecuentemente, la mayoria de los estudios se
han enfocado en asociaciones de Epichloé con festuca (Festuca arundinacea) y raigras
perenne (Lolium multiflorum). Debido a que en estas dos gramineas forrajeras se han
reportado ampliamente casos de toxicidad de animales en pastoreo: festucosis o
“fescue toxicosis”, asociada a concentraciones de ergovalina y tembladera o "ryegrass

staggers”, causado por concentraciones del compuesto lolitrem B.

Actualmente, se ha logrado identificar y secuenciar los genes involucrados en la
biosintesis para las cuatro familias de alcaloides (Schardl et al., 2013). Los loci
genéticos involucrados en la biosintesis de lolina (LOL), alcaloides del ergot (EAS) e
indol diterpenos (IDT/LTM) se disponen en complejos de genes (Panaccione et al.,
2001, Wang et al., 2004, Spiering et al., 2005, Young et al., 2006, Fleetwood et al.,
2007), que segun la presencia/ausencia de genes o de variaciones en las secuencias se
define la produccion de alcaloides o compuestos intermediarios de las vias de
biosintesis. (Fleetwood et al., 2011). En lo que respecta a la produccién de peramina
es un unico gen que codifica una enzima multifuncional para la produccion del
compuesto peramina (PER) (Tanaka et al., 2005). La técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) es una de las alternativas que se ha utilizado para identificar
genotipos de endofitos y poder predecir la capacidad de produccion de alcaloides

(Charlton et al., 2012, Young et al., 2009). De esta manera se ha logrado comprender
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la variabilidad quimiotipica que presentan las diferentes especies o variacion

intraespecifica.

A su vez, el conocimiento de la interaccion graminea - Epichloé surge de la
investigacion realizada en asociaciones del hemisferio norte, existiendo en menor
medida informacién sobre la diversidad y abundancia de simbiontes de especies de
gramineas del hemisferio sur. Especificamente estudios en Argentina han comenzado
con la caracterizacion de simbiontes en Bromus auleticus, identificando los siguientes
endofitos asociados a esta graminea: Epichloé tembladerae (Iannone et al., 2009),
Epichloé pampeana (Iannone et al., 2009) y una especie no formalmente descripta que
Mc Cargo (2015) determiné a partir de la identificacion de genotipos asociados a un
linaje diferente a los reportados y por lo tanto postuldé nombrar como una especie
diferente: Epichloé platensis. Algunas de las ventajas adaptativas de las asociaciones
con las especies descriptas incluyen mejoras en: poder germinativo, velocidad de
crecimiento, produccion de tallo, mayor resistencia a la defoliacién en comparacion a
sus homologos sin infeccion (Iannone et al., 2006, [annone et al., 2009), resistencia al
carbon Ustilago bullata (Iannone et al., 2013; Vignale et al., 2013) y mayor capacidad

de asociarse con micorrizas HMA (Novas et al., 2005, Novas et al., 2009).

Bromus auleticus Trin ex Nees (Pooideae) es una graminea perenne invernal,
nativa de bioma campos, con una distribuciéon natural que incluye el centro de
Argentina, sur de Brasil y Uruguay. Tiene la particularidad de presentar muy buenas
caracteristicas forrajeras como, por ejemplo: alta productividad, palatabilidad,
contenido de proteina, resistencia a sequia y adaptabilidad a un amplio rango de suelo
(Bustamante et al., 2012), presentdndose como buen candidato a recursos genético
forrajero. De todas maneras, la mayoria de las poblaciones de esta graminea son
naturales, ya que se encuentra en proceso de domesticacion (Millot, 2001). Por estos
motivos, B. auleticus ha sido objeto de colecta y caracterizacion morfologica en
nuestro pais como recurso fitogenético forrajero, obteniendo accesiones que revelaron
una gran diversidad intraespecifica y versatilidad en su comportamiento agrondmico

(Condon et al., 2017).
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El objetivo de este estudio fue caracterizar la incidencia, prevalencia y
diversidad de los endofitos asociados a las poblaciones naturales de Bromus auleticus
en Uruguay, utilizando la mayor cobertura geografica posible. Para lograr este objetivo
general se utilizé una coleccion de Bromus auleticus que se encontraba disponible en
el Banco de germoplasma de INIA La Estanzuela. La misma esta constituida por
poblaciones recolectadas en diferentes eco-regiones del Uruguay durante 2007-2009
(Condén et al.,, 2017) y otras provenientes de lineas selectas. Un total de 83
poblaciaciones de B. auleticus de utilizaron para alcanzar los siguientes objetivos
especificos: 1) identificar genotipos de endofitos segun los perfiles de genes basados
en la biosintesis de alcaloides y tipo de apareamiento, con posterior prediccion de
alcaloides potenciales a producir; 2) caracterizar morfologicamente los genotipos de
Epichloé indentificados y confirmar mediante la técnica de PCR su correspondencia
al género; 3) determinar la expresion en planta de peramina, chanoclavina i y
ergovalina mediante HPLC 4) evaluar el rol de los endoéfitos frente a la herviboria. En
lo que respecta a este tltimo punto, se planted un ensayo para determinar la resistencia
por el mecanismo de antibiosis frente el afido Rhopalosiphum padi en plantas de B.
auleticus con y sin endofito. De este modo identificar que genotipos de endofitos

afectan negativamente la biologia del 4fido (Painter, 1951).
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2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal utilizado en los estudios

El material vegetal utilizado proviene de un total de 83 accesiones de Bromus
auleticus de Uruguay. De estas,73 fueron colectadas en las diferentes ecorregiones del
Uruguay durante el 2007, 2008 y 2009 (Condon et al., 2017) y 10 son accesiones
colectadas previamente e identificadas como lineas selectas y conservadas en el banco
de germoplasma de INIA La Estanzuela desde 1997 (Cuadro S1, Figura S1). Las
semillas colectadas en cada sitio provienen de al menos 100 plantas ubicadas
principalmente en bordes de carreteras. Estas semillas fueron utilizadas para: 1) la
extraccion de ADN flngico; ii) originar un banco vivo de plantas a campo que se
utilizaron luego en el analisis de produccion de alcaloides y para obtener aislamientos
para la caracterizacion morfologica; y iii) originar plantas jovenes destinadas a el
ensayo de antibiosis para la identificacion de genotipos de endodfitos disuasivos. A
partir del punto 1) se determinaron niveles de infeccion en semilla para cada accesion
y los genotipos de endodfitos presentes, los cuales se georreferenciaron usando Map

tiles by CartoDB, under CC BY 3.0. Data by Open Street Map, under ODbL.

El banco vivo de plantas a campo se instalo en la estacion Experimental de INIA
La Estanzuela en el 2017. El mismo consistié en 26 plantas de cada una de las 83
accesiones colectadas originalmente, de las cuales se conocia su estado endofitico por
analisis de inmunoblot (Hahn et al., 2003) realizado cuando las plantas tenian dos

macollos, en Agresearch, Nueva Zelanda.
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2.4.2. Caracterizacion genética

La caracterizacion genética de los endofitos se realizo en el “"The Noble Research
Institute™ (Forage Improvement Division) utilizando semilla del banco de
germoplasma de INIA. El ADN fungico se extrajo a partir de 6 a 12 semillas de cada
una de las 83 accesiones originales utilizando un kit MagAttract 96 DNA plant core
kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. Sobre el ADN
extraido se realizaron ocho reacciones de PCR multiplex usando cebadores especificos
para detectar simultaneamente los genes involucrados en la biosintesis de alcaloides
para los locus PER, LOL, EAS e IDT/LTM Yy tipo de apareamiento definido por el
locus MT, ademas del gen tef4 como factor de elongacion de la traduccion (Cuadro
S2) (Charlton et al., 2014). Cada reaccion de PCR se realizé en un volumen total de
25 puL que contenia 6 ng de ADN fungico; 0.2 pl de ADN polimerasa GoTaq; 5X
tampon de reaccion GoTaq verde que contiene MgCl2; 0.5 uL de dNTPs (10mM) y
0.5 pL de cada cebador especifico en listado en Cuadro S2. Los pardmetros para todas
las amplificaciones fueron: 94 ° C durante 1 minuto, luego 33 ciclos de 94 ° C durante
15 segundos, 56 ° C durante 30 segundos y 72 ° C durante 45 segundos, y por ultimo
72 © C durante 10 minutos. Los PCR tanto multiplex como individuales se realizaron
usando los mismos pardmetros en el termociclador. Finalmente, para analizar los
productos de PCR, se realizaron corridas de electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
en tampon Tris-Boric-EDTA 1X (TBE), y luego se visualizaron con bromuro de etidio

por transiluminaciéon UV.
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2.4.3. Analisis de expresion de alcaloides

Para evaluar la expresion de alcaloides se formo un pool de material vegetal, que
consistio en usar hojas liofilizadas de las plantas de cada accesion (n: 26) presentes en
el banco de plantas a campo, pero solamente de las accesiones que habian presentado
100 por ciento de infeccion en semilla (Cuadro S3). El andlisis de alcaloides se realizo
en "The Noble Research Institute”™ (Analytical Chemistry Core Facility), utilizando 50
mg de tejido liofilizado (Pannaccione et al., 2006, Young et al., 2009) mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de fase inversa y se
identificaron en base a los tiempos de retencion estandar conocidos de chanoclavina I,
ergovalina y del compuesto de peramina (Panaccione et al., 2006, Panaccione et al.,

2012).

2.4.4. Caracterizacion morfologica

Para la caracterizacion morfologica de los endofitos, fue necesario aislar los
endofitos de las plantas que presentaran cada genotipo identificado en la actividad
2.4.2. En primer lugar, se seleccionaron plantas del banco vivo que habian dado
positivo en los andlisis de inmunoblotting y se corrobord utilizando la técnica de

histologia de tejido parenquimatoso de vainas tefiido con colorante azul de anilina.

Una vez que se identificaron tres plantas infectadas para cada genotipo de
endofito, los macollos se cortaron en fragmentos para luego realizar una esterilizacion
superficial, con lavados sucesivos de etanol al 70% durante 1 minuto, hipoclorito de
sodio al 2.5% durante 15 minutos y etanol al 50% durante 1 minuto, de esta forma
eliminar cualquier tipo de contaminante (Mc Cargo et al., 2014). Luego, se sembraron
cinco fragmentos de cada planta por placa con agar papa dextrosa con 100 ppm de
cloranfenicol (PDAc), que fueron incubados en oscuridad a 24°C. Una vez que se
visualizaron hifas de lento crecimiento y de color blanco, se repic a una nueva placa,
considerando solo un aislamiento por planta. De cada aislamiento obtenido se realizo

la verificacion de la correspondencia al género Epichloé mediante la técnica de PCR
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utilizando el kit de extraccion ZR Fungal/Bacterial DNA miniprep (Zymo Research,
Irvine, CA) seglin protocolo del fabricante y con los mismos cebadores utilizados en

la caracterizacion genética.

Para la caracterizacién macroscdpica, cada aislamiento se repicé por duplicado,
tomando un fragmento del borde de una colonia en crecimiento activo y colocandolo
en placas de Petri con medio PDAc. Los cultivos se incubaron en oscuridad a 24°C
para determinar a los 30 dias post siembra los siguientes parametros: color de la
colonia (anverso y reverso), didmetro de la colonia (promedio de cuatro mediciones:

dos diametros perpendiculares de cada réplica) y caracteristicas del micelio aéreo.

Para la caracterizacion microscopica de cada aislamiento, se tomd un fragmento
de micelio, que se sembrd en placas de Petri con medio de agar-agua (2%) sin
nutrientes para fomentar la produccion de conidios. Posteriormente, se incub6 durante
15-20 dias en la oscuridad a 24°C. En este caso, se observo la disposicion de conidios
y células conididgenas bajo un microscopio Optico para determinar longitud y ancho

de cada uno (20 mediciones de cada uno por placa).

2.4.5. Ensavo de Antibiosis

La resistencia al estrés bidtico conferida por Epichloé fue evaluada mediante
ensayos de antibiosis utilizando el afido Rhopalosiphum padi. Para dichos ensayos, se
seleccionaron 12 accesiones de Bromus auleticus asociadas con diferentes genotipos
de Epichloé contrastantes. Las mismas fueron seleccionadas segin los resultados
obtenidos en los anélisis de diversidad genética, y correspondieron a los tres genotipos
de Epichloé prevalentes en las poblaciones de B. auleticus de Uruguay. Cada genotipo

de endofito se representd con cuatro accesiones diferentes (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Genotipos de endodfitos prevalentes entre las poblaciones de Bromus
auleticus cada uno con sus respectivas variantes en la produccion de alcaloides, y

representados con cuatro accesiones diferentes.

Genotipos  Alcaloides predichos & ID Accesion ~ Departamento Infeccion %

19366 Tacuarembo 100
19371 Salto 83,33
1 PER/NFL 19946 Maldonado 100
19957 Flores 100
19386 Cerro Largo 83,33
19949 Rocha 83,33
2 PER/TDI/PAX 19961 Rio Negro 100
19976 Salto 83,3
11241 Colonia 83,3
19378 Salto 100
3 PER/CC/TDI/PAX 19379 Salto 100
19384 Rocha 83,3

& : Peramina(PER); N-formilolina (NFL); Terpendol I (TDI); Paxilina (PAX).

Para generar las poblaciones de R. padi utilizadas en los ensayos de antibiosis se
colectaron hembras partenogénicas en un cultivo de avena en la estacion experimental
de INIA La Estanzuela. La cria comenz6 inoculando cada hembra en diferentes plantas
de trigo susceptible, bajo condiciones controladas de temperatura e iluminaciéon (20 C
+2 Cy 12:12 h L: O) en el laboratorio de Entomologia de la misma estacion. Luego
se selecciond la colonia con mejor desempefio y semanalmente se transfirieron 12
afidos, cada uno a plantas diferentes. A las 24 hs se removian los afidos adultos.
Aproximadamente 4 semanas después, se contaba con una poblacién numerosa y de

edades sincronizadas de R. padi para comenzar los ensayos.

Por otro lado, semillas de las poblaciones de B. auleticus asociadas a los
genotipos de endofitos seleccionados (Cuadro 1), se germinaron en rollos de papel
mantenidos en incubadora, para luego de siete dias trasplantar plantulas en macetas

individuales, que contenian una mezcla 2:1:1:1 de tierra, arena, sustrato “biofer” y
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vermiculita. Se seleccionaron 10 plantas por accesion, para que cada accesion
estuviera representada por cinco plantas infectadas con endofitos (E +) y cinco plantas
sin endofitos (E-). Mediante técnica de tincion histologica de tejidos se diagnostico el
estatus endofitico, en el estado de dos macollos, de cada una de las plantas utilizadas
en el ensayo. Donde se visualizaron las hifas paralelas a la pared celular se
consideraron E+, de lo contrario se consideraban plantas E- que naturalmente

perdieron la asociacion.

Inicialmente, se inocularon dos &fidos adultos (apteros; generacion 0) por planta,
con el objetivo de obtener una ninfa neonatal para cada planta (generacion 1). Los
adultos fueron confinados a las hojas utilizando cépsulas de gelatina a modo de jaula
(Figura 1). Las capsulas fueron inspeccionadas diariamente, y al obtener una ninfa
neonatal (fundadora), se procedi6 a eliminar solamente los adultos. Diariamente, para
la ninfa fundadora se registrd: el nimero de individuos muertos, el nimero de dias de
sus estados (inmaduro y reproductivo) y cantidad de ninfas producidas (generacion 2)
una vez alcanzado el estado adulto. La descendencia fue retirada de la capsula
utilizando pinceles, dejando atras, dentro de la cépsula el afido original (gen. 1). Las

observaciones diarias culminaron en la muerte del afido fundador.
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Figura 1. Cépsula de confinamiento con ninfa neonata (fundadora) de R. padi en planta

de Bromus auleticus.

En total se realizaron tres repeticiones (corridas) diferidas en el tiempo del
ensayo de antibiosis. Cada repeticion se realizé en condiciones controladas (20 C + 2
Cy 12:12 h L: O) y se utilizaron las mismas 12 accesiones (cuatro accesiones y tres
genotipos de endofito), sin reutilizar las plantas entre corridas. Por lo tanto, en cada
repeticion se utilizaron 120 plantas que corresponden a 10 plantas (SE+; S5E-) por
accesion, con un total de 40 plantas por cada uno de los genotipos de endofito,

totalizando 360 plantas en las tres repeticiones.
Finalmente, con los registros diarios se determinaron las siguientes ocho
variables de crecimiento y desarrollo del afido fundador (gen. 1) (Sanchez Chopa y

Descamps, 2013):

1) dias pre-reproductivos (PreR): correspondiente a cada dia en estado inmaduro

desde el nacimiento.
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vi)

dias reproductivos (R): comienza con el nacimiento de la primera descendencia
(generacion 2) y finaliza con el ultimo nacimiento.

dias con nacimientos (DN): dias dentro del periodo reproductivo en los que
nacieron ninfas (generacion 2). También denominado dias activos del periodo
reproductivo.

probabilidad de descendencia: proporcion de ninfas fundadoras que dejaron
descendencia.

fecundidad (Fec): es igual al nimero de ninfas nacidas durante todo el periodo
reproductivo.

tasa de natalidad del periodo activo (TNDN): equivalente a la relacion entre el

numero de afidos nacidos y los dias activos del periodo reproductivo.

vii) tasa de natalidad del periodo reproductivo (TNR): corresponde a la relacion

entre el nimero de afidos nacidos y el total de dias del periodo reproductivo.

viii) longevidad (S): dias desde el nacimiento hasta la muerte del 4fido fundador.
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2.4.5.1. Analisis estadistico

Los datos utilizados para el andlisis estadistico solo incluyeron afidos fundadores
(generacion 1) que alcanzaron su periodo reproductivo; en otras palabras los afidos
fundadores que no llegaron al estado reproductivo se excluyeron del analisis. Los datos
de la descendencia, asi como otras variables reproductivas y de desarrollo, se
analizaron utilizando el procedimiento de modelo mixto lineal generalizado SAS
(PROC GLIMMIX, SAS, 1994). En el mismo se utilizaron los efectos de corrida,
genotipo del endofito, tratamiento anidado dentro de genotipo del endofito, las
interacciones de corrida por genotipo y corrida por tratamiento dentro de genotipo
como efectos fijos, utilizando la distribucion Poisson con vinculo logaritmico. Como
efectos aleatorios se utilizaron los efectos de accesion dentro de genotipo y planta
dentro de accesion, y las interacciones correspondientes. Para modelar el efecto de las
medidas repetidas en el tiempo se considero el dia de conteo como factor aleatorio con

las plantas dentro de cada accesion identificadas como sujetos de las medidas.

Para el andlisis de las variables i a iii y viii (Cuadro S4), se analizd6 mediante un
modelo generalizado mixto, utilizando PROC GLIMMIX (SAS, 1994). En este caso
los efectos fijos correspondieron a: efecto corrida, genotipo del endofito, el tratamiento
anidado dentro del genotipo, las interacciones corrida por genotipo y corrida por
tratamiento dentro de endofito, usando distribucion de Poisson y vinculo logaritmico.
Mientras que los efectos de accesion dentro de genotipo, accesion por tratamiento,
accesion por tratamiento por corrida fueron categorizados como factores aleatorios.
No obstante, para modelar las medidas repetidas se utiliz6 como efecto aleatorio al
efecto accesion anidado en los genotipos del endofito, con las plantas dentro de las

accesiones como sujetos de medidas.
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2.5. RESULTADOS

2.5.1. Deteccion de diversidad genética de Epichloé en Bromus auleticus

A partir de las semillas de las 83 accesiones de B. auleticus analizadas, se
determind a una prevalencia de endoéfitos del género Epichloé del 70% (Figura 2). De
las asociaciones con endofito, 32 accesiones tenian 100% de infeccion, y en las
restantes los niveles de incidencia observados variaron de un 17 a un 83 %. Un 12%
(n=9) de las accesiones presentaron dos genotipos de endofito en una misma accesion,

mientras que el resto solo presentd un tnico genotipo de endofito asociado.

En total, se identificaron nueve genotipos segun el perfil de genes asociados a la
biosintesis de alcaloides e idiomorfos de tipo de apareamiento (genotipos) (Cuadro 2).
Todos los genotipos identificados amplificaron los cebadores para el locus peramina
(PER) pero la variacion se detectd entre los alcaloides del ergot (EAS), lolinas (LOL)
y principalmente en los indol diterpenos (IDT/LTM). Con respecto al locus MT (tipo
de apareamiento) todos los genotipos amplificaron para el idiomorfo MTA4 (mtAC), y
los genotipos 1 y 7 presentaron ambos idiomorfos MTA y MTB (mtAC y mtAB

respectivamente).
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Figura 2. Origen geografico de las accesiones E+ (panel A) y las accesiones E-

(panel B) de Bromus auleticus.
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Cuadro 2. Genotipos de endofitos Epichloé asociados a las poblaciones de Bromus
auleticus identificados mediante la deteccion por PCR multiplex de los genes
involucrados en la sintesis de alcaloides, tipo de apareamiento y tef4 factor de

elongacion de la traduccion.

No. Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
No. Accesiones 15 24 17 3 2 3 1 1 1
tefA + + + + + + + + +
8
2 5 mtAC + + + + + + + + +
o) E
25
& g mBA + - - - - - + - -
peraA 5’ + + + + + + + + +
£
g perA-T2 + + + + + + + + +
&
perA-R + + + + + + ++ + +
lolC + - . , - - + - -
Q
= lolA + - - - - - + . -
S
£ lolO + - - - - - - - -
o
2
loIP + - - - - - - - -
dmaW - - + - - - + - -
2
§ easC - - + - - - + - -
S
2 easH - - - - - - + - -
©
o
2 easA - - - - - - + - -
2
S
S cloA - - - - - - - - -
=
IpsB - - - - - - + - -
S G ; + + + + + ; ; ;
=
=
g 1tmQ - + + . + + - + +
é tmP - + - - + - _ + 4
Q
£
g
3 ttmk - + - + - - - + -
S
=]
= ItmF - - - - - - - - -
PER PER PER PER PER PER PER PER PER PER
8
'E LOL NFL AcAP
2
B EAS cC cc
[~
IDT/LTM PAX-TDI PAX-TDI ~ PAS PAX-TDI

*+, marcador detectado; ++, dos copias determinadas en la aplificacion
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Los endofitos mas frecuentes correspondieron a los genotipos 1, 2 y 3 los cuales
se encontraron ampliamente distribuidos por todo el pais. Segln la variacion detectada
por presencia o ausencia de los genes se puede predecir que ningin genotipo de
endofito tiene la capacidad de sintetizar ergovalina. El analisis de los seis genes para
el locus EAS, revel6 que solamente dos genotipos presentaron al menos dos genes en
el perfil (Cuadro 2). Los genotipos 3 y 7 tienen los genes dmaW'y easC por lo que se
consideraron potenciales productores de chanoclavina I (CC) (Panaccione et al., 2001,
Wang et al., 2004, Fleetwood et al., 2007, Schardl et al., 2012). Se detecté una gran
diversidad dentro del locus IDT/LTM. De todas maneras, ninguno de los genotipos
presento el gen /tmF, por lo tanto, no son potenciales productores de lolitrem B (Young
et al., 2009), mientras que si lo son de compuestos intermediarios: genotipos 2, 3, 5
son potenciales productores de terpenol I (TDI) y paxilina (PAX), mientras que el
genotipo 4 y 6 del compuesto paspalina (PAS). Los genotipos 8 y 9 no presentaron el
primer gen de la ruta de biosintesis (id¢G) por lo que no podrian producir ningtn tipo
de indol diterpeno. Por otra parte, para los genes de LOL, se identificaron dos
genotipos diferentes. El genotipo 1 present6 todos los genes probados para este locus,
inclusive lo/P, que es elemental para la sintesis de N-formilolina (NFL) (Spiering et
al., 2008), mientras que el genotipo 7 present6 /o/C'y lolA, que lo indicaria productor
de acetamidopirrolizidina (AcAP). En lo que respecta al locus PER, todos los
genotipos identificados presentaron perd, y el genotipo 7 se diferenci6 por presentar
una delecion en uno de los alelos detectada por el cebador perd-R. De todos modos,

todos los genotipos serian productores de peramina.
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2.5.2. Caracterizacion quimica

El estudio mediante HPLC permiti6 corroborar los perfiles genéticos
determinando la expresion de peramina en la mayoria de las poblaciones 'y
chanoclavina I para la poblacion asociada a uno de los genotipos con genes necesarios
para la sintesis de este compuesto intermediario: dmaW y easC (genotipo 3)
(Panaccione et al., 2001, Wang et al., 2004, Fleetwood et al., 2007, Schardl et al.,
2012). Adicionalmente se corrobord para la familia de los alcaloides del ergot que
ninguno de los genotipos de endodfitos evaluados expresaron el compuesto de

ergovalina, en concordancia con los resultados genéticos (Cuadro S3).

2.5.3. Caracterizacion morfologica

Se obtuvieron 27 aislamientos de los nueve genotipos de endodfitos, aislados
desde accesiones de B. auleticus en medio PDA (Figura S2-S16). Se encontro
diversidad morfolégica entre los diferentes aislamientos, tanto entre genotipos como

también dentro del mismo genotipo.

Los aislamientos presentaron colonias aterciopeladas, algodonosas o esponjosas,
blancas con reverso de color amarillo a castafio y de tamafio variado (9-26 mm de
diametro a los 30 dias). Asimismo, presentaron diferentes tasas de crecimiento y
caracteristicas microscopicas Los conidios y células conididgenas no presentaron
grandes diferencias en tamafio (Cuadro 3), pero si se observé variabilidad en la forma
y disposicion de los conidios. Los resultados morfologicos junto a los resultados
genéticos permitieron identificar 4 morfotipos de endofitos diferentes (Cuadro 4,
Figura 3) de acuerdo a caracteristicas comunes. Estos resultados son consistentes con
la diversidad previamente reportada en simbiontes de Bromus auleticus por lannone et
al., (2009) , Cabral et al., (1999), y proporciona mas informacién para completar la
caracterizacion de las especies descritas y posibles nuevas especies no descritas hasta

el momento (morfotipos C y D) (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Caracteristicas de las colonias, células conidiégenas y conidios observados

en cada genotipo de endofito presente en Bromus auleticus.

Diametro de

Célula Conididgena (um)

Conidios (pm)

Genotipo colonia (mm) Largo Ancho basal ~ Ancho apical Largo Ancho
1 9.16+0,68 20,57+0,99 1,48+0,05 1,12+0,04 7,47+0,24 229 +0,07
2 21,58 +6,04 21,13+0,71 1,62+0,07 1,17+0,05 6,40+0,14 2,48 +0,06
3 18,33 +4,88 18,09+0,41 1,53+0,06 1,13+0,04 634+0,13 2,52 +0,07
4 19,00 £3,00 21,13+0,54 2,08+0,08 1,66+0,07 7,72+0,21 2,98 +0,12
5 6,76 £0,52 23.97+0,77 1,70+0,06 1,34+0,04 7.65+0,16 2,39 +0,06
6 25,83 +1,76  25,64+0,64 2,05+0,05 1,57+0,05 6,79+0,12 2,57 +0,06
7 8,75+0,53 21,72+0,83 227+0,07 1,83+0,07 6,97+0,21 2,79 +0,06
8 23,69 +1,27 30,00£0,94 2,52+0,11 2,05+0,07 9,04 +0,15 3,04 +0,09
9 21,55+ 1,45 20,50+0,71 2,10+0,06 1,71+0,06 830£0,19 321+0,15

40x=2um (media =+ error estandar)

Cuadro 4. Caracteristicas de aspecto de las colonias, tasas de crecimiento, conidios,

perfiles de alcaloides y eventos posibles de hibridacion de los endofitos identificados

en Bromus auleticus

Tasa de "
Morfotipo Colonia Textura crecimiento  *Conidios Perfiles gen.etlcos Hibridaciéon
de alcaloides
(mm/d)
micelio blanco y . . E. pampeana
lantoid ‘A/Lol +
A reverso claro. aterciopelada lento (0,3) a (ZH;II:)S per ((;)ll)nas (E. typhina x
Forma cerebroide o E. festucae)
micelo sumergido perA/ variabilidad
blanco con . . » alantoides gtrenetlca de indol tembladerae
B reverso castafio. aterciopelada rapido (0,75-1) diterpenos .
. (7pm) (E. typhina x
Retorciendo el (G2, G4, G5, G6, E. festuca )
agar G8,G9) -
micelio aéreo E. platensi
blanco, reverso . . . perd/dmaW/ - pratensts
~ . intermedio  reniformes . (E. festucae x
C castafio. esponjosa 0.5 6.47 easC/ idtG-ltmQ E tohi E
Retorciendo agar ©.5) ®, (G3) 1 prna x
en el centro wm) elyme)
icelo bl 2 perdA/ lolC-  Epichloé spp.
D mieeto artlc? con tercionelad lento (0.25 reniformes lolA/dmaw-easC- (E. amarillans
reverso castano. aterciopelada ento (0,25) (6,97um) easH-easA-lpsB  x E. baconii x

Colonia abultada

(G

E. typhina)

*Promedio largo de conidios.
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Figura 3. Colonias y morfologia conidial del morfotipo A representado por la accesion
19977 (a-b-c), morfotipo B representado por la accesion 19961 (d-e-f), morfotipo C
representado por la accesion 19384 (g-h-1), morfotipo D representado por la accesion
19388 (j-k-1) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias en PDAc a 24 C. Los
cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron en agar agua. 40x=

2um
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La caracterizacion morfologica y el perfil de genes establecidos permite
caracterizar a los morfotipos de endofitos y asociarlos a diferentes a diferentes linajes.
El morfotipo A se correspondi6 con la especie de lento crecimiento y productora de
PER y NFL descripta previamente como Epichloé pampeana (Iannone et al., 2009).
Esta especie se encontr6 asociada a las poblaciones del norte centro y este del pais

(Figura 4).

El morfotipo B se definié como E. tembladerae por presentar rapido crecimiento,
una gran diversidad genética en la familia de los indol diterpenos y por ser el morfotipo
prevalente entre las poblaciones de Bromus. Por ende su distribucion es generalizada

en todo el territorio, no presentando ambientes preferenciales (Figura 5).

El morfotipo C se asoci6 a E. platensis (Mc Cargo, 2015) el mismo se distingue
por presentar crecimiento intermedio, y por ser potencial productor de PER CC, TDI

y PAX. Esta especie se asoci6 a las poblaciones del litoral del pais (Figura 6).
Por ultimo, el morfotipo D determinado como un hibrido capaz de sintetizar

PER, AcAP y CC. Este endofito fue encontrado solamente en una poblacion de

Bromus auleticus coexistiendo con el morfotipo B (E. tembladerae) (Figura 7).
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Figura 5. Origen geografico de las accesiones de Bromus auleticus asociadas al

morfotipo B/genotipos 2, 4,5,6,8 y 9.
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Figura 7. Origen geografico de la accesion de Bromus auleticus asociada al

morfotipo D / genotipo 7.
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2.5.4. Identificacion de genotipos de endofitos disuasivos

La presencia de endofitos en plantas de B. auleticus afectd negativamente la
biologia de R. padi dependiendo del genotipo de enddfito asociado. El efecto de las
accesiones dentro de los genotipos fue considerado en los modelos estadisticos como
un efecto aleatorio anidado dentro del genotipo del endéfito como efecto principal, asi
como las interacciones asociadas con el mismo. Estos efectos no representaron
componentes significativos de las varianzas estimadas (datos no presentados). La
significancia de los efectos fijos considerados en el modelo: repeticion, genotipo del
endofito, estatus endofitico dentro del genotipo y sus interacciones se presenta en la
Cuadro 5. Los resultados indicaron que si bien hubo un efecto significativo para las
repeticiones del ensayo, ésta no presentd interaccion significativa ni con el genotipo
ni con el estatus endofitico, lo que permite analizar los datos en su analisis conjunto
mediante la comparacion de las medias ajustadas de las distintas variables para el

factor estatus endofitico dentro de genotipo.
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Cuadro 5. p valor observados en el anélisis de los efectos fijos del modelo.

Estatus Repeticion*

Variable” endofitico  Genotipo Repeticion Rep*Genotipo Estatus endo
(Genotipo) (Genotipo)
p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Prep 0,0301 0,0032 <0,001 0,6562 0,5964
:z R 0,0288 0,1874 0,0422 0,1910 0,5740
% DN 0,0113 0,2824 0,0203 0,3648 0,2298
= S 0,0099 0,005 0,0018 0,1495 0,4615
2 F 0,0038 0,4538 0,8528 0,6027 0,2389
% Descendencia 0,0155 0,5064 0,0679 0,4830 0,2790
é TNDN 0,2073 0,0819 0,2716 0,2447 0,1818
§ TNR 0,6683 0,0469 0,3379 0,4496 0,2185

* Prep (dias de periodo Pre-reproductivo), R (dias de periodo Reproductivo), DN (Dias
de nacimientos), S (dias de Sobrevivencia), F (Fecundidad), TNDN (Tasa de natalidad

de los dias con nacimientos), TNR (Tasa de natalidad del periodo reproductivo).

La presencia del genotipo 1 (Morfotipo A) de enddfito tuvo un efecto negativo
sobre la biologia de R. padi. En este caso, el desarrollo y reproduccion de los afidos
mantenidos en plantas E+ de B. auleticus se vieron afectados negativamente en
comparacion con los afidos colocados en sus contrapartes E-. Por el contrario, la
presencia del endofito con genotipo 2 no manifesté un efecto negativo en ninguna de
las variables. Mientras que los R. padi en plantas E+ con genotipo 3 tenian

significativamente una menor fecundidad que en las plantas E-.

Especificamente, los afidos colocados en plantas E+ con el genotipo 1,
putativamente productor de PER y NFL, presentaron menor sobrevivencia que los
afidos colocados en plantas E- de las mismas accesiones (Figura 8). Esta menor
sobrevivencia, esta explicada por una reduccion en los periodos pre reproductivo
(Figura 9) y reproductivo (Figura 10). Es decir, la generacion 1 tuvo un menor

desarrollo, ya que comenz¢ antes su fase adulta, y a su vez esta fue menor.
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Adicionalmente, también se determiné una menor capacidad reproductiva. Esto
se evidencio en una menor proporcion de afidos que dejan descendencia y al mismo
tiempo en una reduccion en la fecundidad de estos (Figura 12-13). Los afidos en
plantas E+ con endofito de genotipo 3 a diferencia de los anteriores solamente vieron
reducida su capacidad reproductiva produciendo un menor nimero total de
nacimientos, si bien la proporcion de R padi que dejaron descendencia no presento
diferencia entre plantas E+ y E-. Esto podria estar explicado por la reduccion en los
dias activos durante el periodo reproductivo que presentaron los afidos en plantas en

E+ (Figura 11) y que no lograron compensaron con la tasa de natalidad (Cuadro 6).
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Figura 8. Sobrevivencia promedio de afidos en plantas con endéfito (E+) segin
genotipo, y plantas sin endofito (E-) de las mismas accesiones. Medias con la misma

letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).
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Figura 9. Dias del periodo pre reproductivo promedio de afidos en plantas con endofito
(E+) seglin genotipo, y plantas sin endofito (E-) de las mismas accesiones. Medias con

la misma letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).
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Figura 10. Dias del periodo reproductivo promedio de 4fidos en plantas con endofito
(E+) segtn genotipo, plantas sin endofito (E-) de las mismas accesiones. Medias con

la misma letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).
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Figura 11. Dias activos del periodo reproductivo (DN) promedio de afidos en plantas
con endofito (E+) seglin genotipo, y plantas sin end6fito (E-) de las mismas accesiones.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).
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Figura 12. Probabilidad promedio de nacimiento de 4fidos en plantas con endofito (E+)
segun genotipo, y plantas sin endofito (E-) de las mismas accesiones. Medias con la

misma letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).
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genotipo, y plantas sin endofito (E-) de las mismas accesiones. Medias con la misma

letra no son significativamente diferentes (Alpha=0.05).

Cuadro 6. Tasa de natalidad del periodo reproductivo (TNR) y Tasa de natalidad de la
fase activa del periodo reproductivo (TNDN) de R. padi en plantas E+ y E- segiin

genotipo de endofito.

Error Error
Estatus Media Media
Genotipo estandar de estandar de
endofitico TNR TNDN
la media la media
1 E- 2,1223 a 0,2767 0,9409 ba 0,2053
1 E+ 2,251 a 0,4384 0,4656 b 0,1524
2 E- 1,6871 ab 0,1942 1,3422 a 0,2645
2 E+ 1,3635b 0,1799 0,979 ba 0,2073
3 E- 1,5944 ab 0,2216 0,9644 ba 0,2196
3 E+ 1,5543 ab 0,2259 0,6885 ba 0,1707
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2.6. DISCUSION

Si bien la distribucion y abundancia de endofitos Epichloé en B. auleticus se ha
explorado previamente para nuestra region (Mc Cargo 2015; lannone et al., 2009), este
es el primer estudio a nivel nacional de endoéfitos nativos, el cual contribuye a la
caracterizacion realizada hasta el momento en endofitos del hemisferio sur. Ademas,
el conocimiento nacional de estas asociaciones nativas de Bromus- Epichloé, tiene el
potencial de contribuir en la: a) explotacion de nuevas estrategias bioldgicas para
desarrollar la conservaciéon y reintroduccion de especies nativas como Bromus
auleticus en pastizales naturales degradados, o b) desarrollo de nuevas variedades con

otras potencialidades bajo condiciones de estrés bidtico.

En la coleccion diversa de germoplasma de B. auleticus (Condon et al., 2017) la
técnica de PCR multiplex permitié encontrar una gran diversidad genotipica de
simbiontes, tanto intra como inter poblacional, logrando predecir con éxito la

produccion de alcaloides y tipo de apareamiento.

La incidencia endofitica en las poblaciones fue alta entre 17 - 100%, si bien se
encontraron accesiones con 0% de infeccion. Las accesiones libres de endoéfito, sin
considerar las que provienen de lineas selectas (provenientes de material mantenido
en el banco de germoplasma, original de colectas y condiciones de conservacion de
semilla previa no conocida que pueden haber perdido el enddfito durante el
almacenamiento o durante los procesos de seleccion) se pueden dividir en dos grupos:
el grupo del norte asociado a las ecorregiones de la cuesta basaltica y cuenca
sedimentaria del oeste, mientras que el grupo del sur se asocia principalmente a las
ecorregiones de sierras del este y escudo cristalino (Brazeiro et al., 2012). En este
ultimo caso, fue muy dificil encontrar poblaciones de Bromus, por lo tanto, se podria
pensar que el ambiente de las regiones no es propicio para la graminea y mucho menos
para la asociacion. Por otra parte, en el grupo del norte si se conté con un niimero
considerado de accesiones, por lo que sugiere que las causas del patron de distribucion

de las poblaciones libres de end6fitos no son las mismas para ambos grupos. Se podria
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pensar que las poblaciones del grupo norte presentan caracteristicas genotipicas no
compatibles con la asociacion con endoéfitos (Bec et al., 2013), o también que
caracteristicas ambientales proporcionan un ambiente desfavorable para la asociacion.
De todos modos, las poblaciones naturales libres de endofitos de este estudio se
encuentran relativamente proximas a poblaciones infectadas por ende serd necesario
un estudio mas detallado para evaluar las posibles causas de este patron de

distribucidn.

El estudio genético permitio identificar 9 genotipos de endofitos diferentes a
partir de estas poblaciones de Bromus auleticus. Ninguno de ellos present6 los genes
necesarios para la sintesis de lolitrem B y ergovalina, vinculados a la toxicidad en
mamiferos, pero si la capacidad de sintetizar otros compuestos intermediarios de los
indoles y alcaloides del ergot. Entre los indol diterpenos que podrian producir algunos
genotipos la paxilina es levemente toxico para ratones, pero no parece tener efecto en
el ganado (Young et al., 2009). Mientras que los genotipos 8 y 9 no amplificaron para
el gen idtG, por ende no podrian producir ningun tipo de indol diterpenos, porque idtG
es el primer gen de la ruta de biosintesis. Esto podria deberse a una mutacién en la
zona donde se adhieren los primers y por eso no amplificé o simplemente no se
encuentra el gen, debido a que en los clusteres suelen perderse los genes. En cambio,
todos los genotipos son productores de peramina y en algunos casos putativamente
productores de los compuestos finales N-formillolina y acetamido-pirrolizidina
pertenecientes a las lolinas, ambas familias conocidas por su accion disuasiva de
insectos fitofagos (Schardl et al., 2012). Esto es una caracteristica a favor, si se pensara
en estos endofitos como potenciales herramientas dentro de un plan de mejoramiento

de especies forrajeras.

La caracterizacion genética se complementd con la caracterizacion morfologica
y quimica permitiendo asociar los genotipos de endofitos en cuatro morfotipos
diferentes. Los mismos presentaron consistencia con caracteristicas comunes de
linajes ya reportados en esta forrajera nativa, permitiendo inferir a los posibles linajes

que originaron cada uno de los morfotipos establecidos. De todos modos, para
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completar la caracterizacion serd necesario realizar analisis filogenéticos que permitan
comprender el origen evolutivo de estos endofitos. Igualmente, este trabajo pretende
caracterizar la diversidad existente en los endofitos nativos para lograr determinar
asociaciones biologicas con caracteristicas adaptativas que jueguen un rol en la aptitud

ecoldgica del huésped.

El morfotipo A sugiere que corresponde a E. pampeana (lannone et al., 2009).
En este caso presentd una distribucion restringida al centro norte (Rivera, Tacuarembd,
Salto y Durazno) y sureste del pais (Flores, Florida, Lavalleja y Maldonado). El
morfotipo B, en cambio estd ampliamente distribuido por todo el pais. El mismo
comprende varios de los genotipos identificados en este trabajo, los cuales se
diferencian por la variacion presente en los genes para indol diterpenos. Esta variacion
es caracteristica de E. tembladerae, especie prevalente en Bromus auleticus y otras

gramineas de la region (Iannone et al., 2009, Cabral et al., 1999).

Est4d demostrado que E. tembladerae y E. pampeana surgen de los ancestros E.
typhina y E. festucae, pero que claramente presentan escenarios evolutivos de origen
diferentes. En este sentido, nuestra hipdtesis es que el evento de hibridacion que
origind a E. pampeana es mas reciente del que origind E. tembladerae. Esto le ha
otorgado a E. tembladerae tiempo para adaptarse mejor a diferentes ambientes gracias
a la mayor variacién en los perfiles genéticos que presenta e incluso colonizar
diferentes especies hospederas posiblemente por transmision horizontal. Mientras que
los genotipos que dieron origen a E. pampeana fueron seleccionados a favor de
determinadas condiciones ambientales por eso su incidencia presenta siempre patrones
de distribucion. En concordancia, estudios realizados a partir de poblaciones de B.
auleticus nativas de Argentina E. pampeana se encontrd solo en pastizales de la pampa
himeda mientras que E. fembladerae se encontr6é en poblaciones de dunas, colinas y
bosques costeros maritimos (Iannone et al., 2009). Por otro lado, el morfotipo C
concuerda con el linaje propuesto por Mc Cargo (2015) como E. platensis, el cual en
este caso estd asociado con poblaciones del oeste, sur y este del pais, mas
especificamente sobre el litoral (Artigas, Salto, Paysandu, Rio Negro, Colonia, San

José y Rocha). Segln los resultados filogenéticos realizados a partir de aislamientos

54



uruguayos en colectas previas (lannone, 2018, Mc Cargo, 2015), procede de la
hibridacion de E. festucae x E. typhina x E. elymi. El patron de distribucion de esta
especie puede ser por diferentes factores ambientales, que quedan pendiente
determinar. Por ultimo y mas interesante, el morfotipo 4, se encontrd en una sola
accesion que también presentd E. tembladerae. Si bien no corresponde a una especie
descripta formalmente en Bromus, los estudios filogenéticos realizados de
aislamientos provenientes del mismo sitio de nuestra colecta sugieren segin la
secuenciacion de calM que el evento de hibridacion se dio entre ancestros comunes de
E. amarillans/E. baconni x E. typhina (Iannone, 2018). Anteriormente, este linaje ha
sido reportado en otras gramineas como por ejemplo Phleum alpinum (Mc Cargo et
al., 2014). El sitio de colecta de esta poblacion se caracteriza por encontrarse en una
region donde predominan los suelos Acrisoles luvicos. Los mismos son suelos acidos,
muy meteorizados y con presencia de aluminio intercambiable (Brazeiro et al., 2012).
Estas caracteristicas pueden ser un factor de estrés que podria haber sido determinante

para seleccionar a favor de este endofito propio de la zona.

Con respecto a la resistencia frente a estrés bidtico, en nuestros ensayos de
antibiosis identificamos como genotipo con accion anti-afido de R. padi al definido
como E. pampeana (genotipo 1, morfotipo A). Los afidos R. padi mantenidos en
plantas E+, asociadas especificamente con este endofito presentaron sobrevivencia
reducida en comparacion con los afidos colocados en plantas E-. Especificamente, sus
periodos pre-reproductivo y reproductivo tuvieron menos dias de duracion, y eso
determind una menor fecundidad absoluta (numero de ninfas totales). Sin embargo, la
tasa de natalidad no fue afectada por la presencia del endoéfito. Estos resultados
concuerdan con los efectos estudiados para esta especie de afido con respecto a la
presencia de endofitos del género Epichloé. Por ejemplo, Sullivan et al. (2007)
determind el efecto negativo de la infeccidbn con E. coenophialum sobre la
sobrevivencia de R. padi. Mientras Bultman y Bell (2003a) determinaron que la
presencia de Epichloé redujo el crecimiento de las poblaciones de este 4fido en plantas
E+ al obtener al igual que en nuestros resultados, un menor numero de afidos nacidos

en plantas E+ que en las plantas E-. En otras asociaciones, como las de plantas E+ de
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P. alpinum, también se observdé una supresion significativa en el crecimiento
poblacional de R. padi en comparaciéon con plantas E- de la misma especie. En este
estudio, el efecto negativo del genotipo 1 de endofito putativamente productor de
lolinas sobre la biologia de R. padi era esperable, porque la produccién de lolinas esta
fuertemente asociada al efecto disuasivo contra esta especie de afido. En este sentido,
Wilkinson et al. (2000) observaron que la mortalidad de afidos (R. padi y Schizaphis
graminium) era mayor en las plantas que presentaban lolinas, debido a que la
mortalidad de los 4fidos se correlacion6 con las concentraciones de este alcaloide. Por
otra parte, ademas de los efectos directos de las lolinas sobre la biologia de los afidos,
también se podria pensar en potenciales efectos de los endoéfitos sobre la reduccion de
dafios indirectos de estos insectos, como lo es la transmision de virus (BYDV)

(Lehtonen et al., 2006).

A diferencia del genotipo 1 (E. pampeana) los demas endéfitos evaluados en el
ensayo de antibiosis genotipo 2 y 3 (E. tembladerae y E. platensis respectivamente)
no presentan genes para la sintesis de lolinas. Consecuentemente el efecto de la
presencia de estos endofitos fue diferente. En lo que respecta a E. tembladerae el efecto
de las plantas E+ fue neutro y el efecto de E. platensis se categoriz6 como efecto
intermedio. Debido a que este endofito E. platensis (Morfotipo C/ genotipo 3)
productor de PER, CC, PAX y TDI presento efectos negativos en la fecundidad de R.
padi. En este caso no se observa un efecto completamente disuasivo del endéfito, pero
claramente presenta otra clase de interaccion que seria interesante seguir evaluando.
Por lo tanto, consideramos a E. pampeana como el unico de los endofitos evaluados

que manifesto una resistencia constitutiva.

Si bien el efecto de las lolinas frente a 4fidos es consistente, no hay que
desestimar la variabilidad sobre preferencia de los insectos y el rendimiento que
presentan las gramineas infectadas contra los demas insectos fitéfagos, asociada en
muchos casos a factores ambientales que modulan las propiedades protectoras (Popay
et al., 2009, Bultman y Bell, 2003a). No obstante, los efectos del endoéfito sobre la

aptitud ecoldgica de plantas hospedantes depende de tres factores esenciales: la
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constitucion genotipica de la planta, el haplotipo del endéfito, asi como también del
ambiente en el que se encuentren (Saikkonen et al., 2006). Teniendo en cuenta los
aspectos mencionados, es sumamente interesante pensar en end6fitos como un nuevo
bioinsumo a implementar dentro de un manejo integrado de plagas. En el caso de los
afidos, estos insectos agravaron los dafios en nuestros ambientes por el uso sistematico
de insecticidas de amplio espectro (Piretroides). El empleo erroneo del control quimico
provocd un desbalance del sistema, al afectar también a los controladores biolégicos
que naturalmente controlan las poblaciones de afidos (Ribeiro et al., 2014).
Consecuentemente, en la actualidad los afidos son un factor critico durante las
implantaciones de pasturas, etapa del cultivo mas vulnerable del cultivo. Si bien el
control quimico sigue siendo una alternativa, esta no es una opcion recomendable, por
el potencial impacto sobre la biodiversidad que caracteriza a los pastos y ademas por
no contar umbrales de dafio para ninguna especie de afido en pasturas de gramineas,
para que puedan hacer de esta, una practica racional. Por lo tanto, las alternativas no
son muchas. Los resultados logrados en este ensayo de antibiosis se obtuvieron en
plantas jovenes y apoyan la opcion de control mediante endofitos durante la
implantacion. Esto amplia la gama de alternativas de control preventivo, y plantea
muchas preguntas, por ejemplo, ;Qué interaccion tendria un cura semilla con accién
insecticida con un endéfito en semilla? ; Podrian tener una interaccion sinérgica? ;Qué
otros beneficios aportarian? Si bien ya existen cepas comerciales de Epichloé en
forrajeras de material nacional, incorporar en nuestros materiales cepas nativas, las
cuales ya han pasado por un proceso evolutivo y de seleccion a favor de determinado

perfil genético en determinado ambiente las hace mucho mas atractivas.
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2.7. CONCLUSION

Hongos endoéfitos del género Epichloé presentan diversidad entre las
poblaciones de Bromus auleticus de Uruguay, la cual se evidencia en los niveles de
incidencia asi como en diferencias morfoldgicas, y genéticas que otorgan diferentes
capacidades toxicogénicas. Dicha diversidad puede asociarse a diferentes linajes, en
algunos casos ampliando la distribucion regional de los endéfitos ya descritos en B.
auleticus 'y en otros identificando nuevos linajes de endofitos en esta graminea.
Algunos genotipos de endodfitos presentan accion anti-afido mediante el mecanismo de
antibiosis, permitiendo ampliar la gama de alternativas dentro de las estrategias para
la proteccion vegetal. Adicionalmente, estos endofitos son “amigables” con el ganado
y podrian adaptarse a materiales comerciales para obtener ventajas adaptativas
otorgadas por la asociacion mutualista y de esta menera conseguir mejoras en la aptitud

forrajera de las gramineas.
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2.9. INFORMACION SUPLEMENTARIA

Cuadro S1. Accesiones de Bromus auleticus con sus respectivas identificaciones,

origen geografico y niveles de incidencia en semilla utilizadas para el estudio de

endofitos de Uruguay.

ID Accesion Departamento

Test semilla

E+

infeccién %

11240
11241
11242
11243
11244
11245
11246
11247
18881
18900
19366
19367
19368
19369
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19376
19377
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19379
19380
19382
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19397
19399

Artigas
Colonia
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Colonia
Paysandu
Colonia
San José
Colonia
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Salto
Salto
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ID Accesiéon Departamento

Test semilla

E+

infeccion %

19401
19402
19403
19404
19405
19945
19946
19947
19948
19949
19950
19951
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Parc 134
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San José
Artigas
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Florida
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Cuadro S2. Genes amplificados mediante la técnica de PCR (Reaccioén en Cadena de

la Polimerasa) con sus respectivos nombres de cebadores, tamafios y secuencias.

Adaptado de Charlton et al., 2014.

Locus Gen Nombre cebador Secuencia de cebador Tamafio ADN (bp) Multiplex

TefA tofA tefl-exonld-1 GGG TAA GGA CGA AAA GACTCA 360 )
tef1-exon6u-1 CGG CAG CGA TAA TCA GGA TAG

PER perA (mid) per T2-F TCTTCAGGCATCGCAGGAAC 600 )
per T2-R TCGGCCACCTCCAGCCTGATG

LOL 10IC (new) lolC-3a GGTCTAGTATTACGTTGCCAGGG 447 |
lolC-5b TCTAAACTTGACGCAGTTCGGC

EAS dmaW dmaW-F4 GTGTACTTTACTGTGTTCGGCATG 280 1
dmaW-6R GTGGAGATACACACTTAAATATGGC

LTM GG ¥dtG—F GAGCTTGAGAAGCTTACGAATCC 113 bp 1
idtG-R GGGCAATGGAGCGATTCTCTC

MTA matA mtAC-F CAATGGTGGTCACCTGAGAAG 785 2
mtAC-R CGGTCTCATTCTTCCAGAGAGAGG

PER perA (reductase) per red F2 GAGATCAGTTCGCAGTTGTCAG 447-589 5
per red R CTAGCCTCCAGATCTTGTGAAAG

MTB matB mtBA-F TCTACCGCAAGGAACGACACAATACCG 213 5
mtBA-R GCTTTTCCAGCAAGGCTTGCTTGACTC

EAS dmaW - alt dmaW818(311+21)d AACCCATCAACGGAGCAACTG 758 3
dmaWg818(1068-24)Ju  GCCAAACACTGTGAAATACACCTG

EAS IpsB pl2-R TACCCACTGCCTCGAACTTG 508 3
pl2-F CCGTCTTCCCGTATACCGAA

LTMADT ItmQ 1tmQ-313 CTACCAGGACAGGCGTGACGTCC 334 3
1tmQ-282 CAGAGGTTTAACCCTCTTGACGC

LOL lolA lolA-F1 GAGACACTAGAGAAATGGCAGCTGC 270 3
lolA-R1 GGCATCCATGGTGGCGAAGATGTG

LOL 1l0 lolO-F1 GTGAACTGGCAGTAGTCCGTATG 492719 4
lolO0-R2 AATCCATGCCAGTGTCGGGAATG

EAS casA easA-R ATCTACCACAAGCTTGGCGGAC 350 4
easA-F GCGGTTGCATTGAGAATCGCTC

EAS casC easC-F2 CTGGAGCATATGGAGAGTTTG 278 4
easC-R2 AATGTTCAGGCAAACCCAGTC

IDT/LTM ItmE ItmE-356 CCGAGTTTGATGACCTGCTG 687 5
ItmE-341 TTCCGCTTCCGAGTAGACTC

LOL lolP loIP-F1 GTTCTAAACATCGTGACTGGGC 566 5
loIP-R1 GGTAGGTCAGCATCTTGTCAACG

EAS cloA-mp cloA-MP-F2 CGCACAACGCTCCATTGATGGC 434 5
cloA-MP-R2 AAGCTCGTGCCGGGAATTAGGC

PER perA 5' region perA-5'F3 ATGACGAGCTCGGAGCGAGTTG 309 5
perA-5'R TCGCAGCTGCAAGTCGAGCAC

LTM/IDT ItmF ?th -359 GAATTATGTTACTCTTGGGG 213 5
idtF-MP-R GTCTTCACCTGAGGGAAGTC

PER perA (Lark) Neo-per-F CGTCGTGGTAACGCACGCAAACG 652324 6
Neo-per-R CAGTCTGCCTTGCCGACCGGGGT

LIM/DT HtmF ItmF-359 GAATTATGTTACTCTTGGGG 227 6
1tmF-360 AAGTTGGCACATAGGTCTTC

EAS IpsB IpsB-F1 TCGAAGGATGCAGTCCTTGC 701 7
IpsB-R1 CAGACACCGCTCGTTCAAATG

LOL lolP loIP-F1 GTTCTAAACATCGTGACTGGGC 566 7
loIP-R1 GGTAGGTCAGCATCTTGTCAACG

PER perA 5' region perA-5'F3 ATGACGAGCTCGGAGCGAGTTG 309 7
perA-5'R TCGCAGCTGCAAGTCGAGCAC

PER perA-17bp perA T2-F TCTTCAGGCATCGCAGGAAC 742 3
perA 17 bp GTACGGATAACCTCAAC

LIM/DT HtmK ItmK - 160 ATATTGAATTGCTGCGTGAGGAG 568 3
ItmK-161 AGAGGCCAAGAAGCGGCCTGGACA

EAS cast easH-F AGATATGGCATCGTGACCAGCC 333 3
easH-R GGCATGTAGCATCAAATGGTGTC
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Cuadro S3. Resultados de expresion de alcaloides mediante HPLC a los tres
genotipos prevalentes en B. auleticus representados con accesiones con 100% de

infeccion seglin datos de Blotting.

Genotipo Accesiéon Prediccion Peramina Chanoclavina I Ergovalina

19366 92 nd nd
19367 nd nd nd
19368 nd 82 nd
19371 42366 30 nd
19383 nd nd nd
19405 1321 nd nd
1 19946 PER/NFL/--  nd nd nd
19957 nd 42 nd
19963 nd nd nd
19972 nd nd nd
P-109 nd nd nd
P-153 nd nd nd
19373 86641 nd nd
19404 84643 nd nd
19948 69314 nd nd
19956 120286 61 nd
2 19953 TERAEPAX ) hea1s 48 nd
19959 y IDI 91631 nd nd
19961 95631 35 nd
19970 12308 nd nd
19978 9974 nd nd
11241 PER/- 76228 518068 nd
3 19954 CC%))’?X Y 718015 630319 nd

6 19971  PER/-/-/PAS nd nd nd




Cuadro S4. Codigo SAS utilizado por los modelos para el andlisis de antibiosis

realizado para identificar genotipos de endofitos disuasivos.

proc glimmix data=No_Acum4 pconv=1e-4;

nloptions technique=congra maxiter=1000 gconv=1e-4;/*nloptions
maxiter=100;*/covtest /cl wald;

class Run Genotype Trat Accesion Planta Day;

model Offpring = Run Genotype Trat (Genotype) Run*Genotype Run*Trat
(Genotype) / dist=Poisson link=log; random Accesion(Genotype) Accesion*Trat/
solution;random Day / subject=planta(accesion) type=cs residual; Ismeans
genotype /diff cl ilink plot lines; Ismeans Trat(genotype) / diff cl ilink plot lines;

Ismeans run / diff cl ilink plot lines; run;

title ' Dias Pre-Reproductivos';

proc glimmix data=b;

class run geno endo acc plant;

model PreRep = run geno endo(geno) run*geno run*endo(geno) / dist=Poisson
link=log DDFM=SATTERTH;

random acc(geno) / subject=plant(acc) type=cs residual;

random acc*run acc*endo acc*endo*run;

Ismeans geno / diff cl ilink plot lines;

Ismeans endo(geno) / diff cl ilink plot lines;

Ismeans run / diff cl ilink plot lines;

run;
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Figura S1. Mapa con origen geografico de las 83 accesiones de Bromus auleticus.
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Aislamientos de accesion 19946 - Genotipo 1

Figura S2. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 1357 (A) 1359 (B) y 1361(C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias
en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19957 - Genotipo 1

Figura S3. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 1225 (A) 1226 (B) y 1232 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30
dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19386 - Genotipo 2

Figura S4. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 703 (A) 704 (B) y 728 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias
en PDAc a24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesién 19949 - Genotipo 2
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Figura S5. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las

plantas 778 (A) 779 (B) y 756 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias
en PDAc a24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19961 - Genotipo 2

Figura S6. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 1080 (A) 1079 (B) y 1085 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30
dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x= 2um
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Aislamientos de accesion 19976 - Genotipo 2
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Figura S7. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las

plantas 530 (A) 543 (B) y 544 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias

en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 11241 - Genotipo 3

Figura S8. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 8 (A) 23 (B) y 33 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias en
PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um

78



Aislamientos de accesion 19384 - Genotipo 3
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Figura S9. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endéfito a partir de las
plantas 1880 (A) 1883 (B) y 1885 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30
dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x= 2um
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Aislamientos de accesion 19378 - Genotipo 3

Figura S10. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las
plantas 1907 (A) 1915 (B) y 1916 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30
dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x= 2um
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Aislamientos de accesion 19379 - Genotipo 3

Figura S11. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las
plantas 1330 (A) 1329 (B) y 1346 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30
dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19947 - Genotipo 4y 9

Aislamiento de accesién 19952 - Genotipo 2 y 4

Figura S12. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las
plantas 911 (A) 933 (B) 936 (C) y 943 (D) de Bromus auleticus. Las colonias son de
30 dias en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se

cultivaron en agar agua. 40x= 2um
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Aislamientos de accesion 19958 - Genotipo 5

n

n -
Figura S13. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las

plantas 1 (A) 2 (B) y 3 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias en PDAc

a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron en agar

agua. 40x=2um
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Figura S14. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las

plantas 574 (A) 575 (B) y 579 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias

en PDAc a24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19388 - Genotlpo 7

Figura S15. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las
plantas 808 (A) 831 (B) y 809 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias
en PDAc a 24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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Aislamientos de accesion 19385 - Genotipo 8

Figura S16. Colonias y morfologia conidial de aislamientos de endofito a partir de las
plantas 808 (A) 831 (B) y 809 (C) de Bromus auleticus. Las colonias son de 30 dias
en PDAc a24 C. Los cultivos para la observacion de la ontogenia conidial se cultivaron

en agar agua. 40x=2um
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3. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES GLOBALES

El estudio de la diversidad genética de endofitos utilizando la técnica de PCR
multiplex permitio identificar con éxito los genotipos de endofitos presentes en las
poblaciones de B. auleticus basados segliin los genes involucrados en la sintesis de
alcaloides y tipo de apareamiento. Este método permite identificar de forma sélida los
perfiles genéticos con caracteristicas agrondmicas interesantes, como por ejemplo sin
capacidad toxica para animales e independientemente de la viabilidad del endéfito y/o

tejido vegetal evaluado (Takach y Young, 2014).

Posteriormente, con apoyo de la caracterizacién morfologica y quimica se logrd
agrupar los genotipos en morfotipos y asociarlos a cuatro linajes diferentes que dieron
origen a los endofitos nativos de Bromus auleticus: E. pampeana (Iannone et al.,
2009), E. tembaderae (Cabral et al., 1999), y dos linajes diferentes en concordancia
con los descriptos en otros estudios de endoéfitos de B. auleticus (Mc Cargo, 2015,
Iannone, 2018). Uno producto de la hibridacion de E. festucae x E. typhina x E. elymi
nombrado como E. platensis y otro nuevo linaje E.amarillans/E.baconii x E. typhina
no descipto aun en Bromus auleticus, pero si en Phleum alpinum (Mc Cargo et al.,
2014) y en Hordeum comosum de la Patagonia Argentina (lannone et al., 2015). Los
resultados de este estudio proporcionan informacion sobre la diversidad genotipica de
endofitos presentes en poblaciones de esta graminea forrajera y respalda la evidencia

de la existencia de varias especies de endofitos.

Encontramos dos aspectos interesantes a raiz de nuestros resultados. En primer
lugar, la diferenciacion en la incidencia y distribucion de cada endoéfito identificado y
en segundo lugar la distincion en la capacidad toxicogénica de cada uno. Ambos
puntos no son independientes, debido a que los beneficios que son atribuibles a las
plantas hospederas a través de los alcaloides pueden definir la distribucion y la
seleccion a favor de determinado genotipo de endofito. En este sentido, en el pais no
se cuentan con plagas propias de determinadas zonas, que puedan generar presion de
seleccion a favor por determinada asociacion. Pero si factores abidticos como tipo de
suelo, precipitaciones, temperatura que pueden condicionar la incidencia y

distribucion de determinada asociacion.
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Uruguay consta con un diverso germoplasma de Bromus auleticus, que esta
asociado a cepas endofiticas que enriquecen el valor perse de la graminea forrajera.
Ninguno de los endofitos identificados present6 la capacidad de sintetizar compuestos
toxicos a mamiferos como lolitrem B o alcaloides del ergot complejos. Solamente en
la familia de los indol diterpenos se predicen como potenciales productores de
paspalina, paxilina y terpendol I a E. tembladerae y E. platensis en el caso de los
ultimos dos. Cabe destacar que no se asocian a efectos toxicos en el ganado (Young et

al., 2009).

Desde el punto de vista de los beneficios contra la herbivoria, el genotipo 1
manifesto resistencia constitutiva contra R. padi. Este endofito demostrd con éxito su
accion anti-afido en el ensayo de antibiosis al reducir la performance de los afidos
ubicados en las plantas infectadas en contraposicion a los mantenidos en plantas sin
endofito. Segin la prediccion de alcaloides, este endofito tiene la capacidad de
producir peramina y N-formilolina como compuesto final. Es decir, que también tiene
la capacidad de producir compuestos intermediarios de la ruta de biosintesis de la
familia de las lolinas. Esta familia, ademas se destaca por presentar un amplio espectro
de accidn, tanto respecto a las especies de insectos que afecta como a los estados de
desarrollo de los mismos (Riedell et al., 1991). Por lo tanto, el endéfito de genotipo 1
presenta muy buenas caracteristicas como agente bio-controlador de insectos plaga.
Consituyendo una potencial herramienta para un programa de mejoramiento de
gramineas forrajeras que busque reducir el uso de insecticidas. Por lo tanto, podria ser
una linea de investigacion a desarrollar para poder continuar con el estudio de los
beneficios que se pueden obtener de este tipo de asociacion mutualista. Por ejemplo,
evaluar el efecto de los endofitos en otros insectos plagas, para identificar también
genotipos con accion disuasiva en insectos masticadores, o evaluar los efectos

positivos de los endofitos frente a estreses abidticos.
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