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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue: i) estudiar la presencia de hongos enddfitos en plantas forrajeras
de Paspalum dilatatum, P. notatum, Bromus catharticus, B. biebersteinii, Festuca arundinacea y
Lolium multiflorum, todas especies de gramineas caracteristicas de la Regién Pampeana, ii)
evaluar el potencial antagonico de distintas cepas enddfitas aisladas frente a hongos patdgenos, iii)
extraer y analizar los metabolitos secundarios producidos por cepas enddfitas y evaluar su posible
efecto inhibitorio contra patdgenos flngicos. Se tomaron muestras de las especies vegetales en las
localidades de Zavalla y Funes, del sur de la provincia de Santa Fe. Los principales taxa de hongos
aislados pertenecen a los géneros Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Fusarium,
Penicillium y Sthemphyllium. La localidad de Funes present6 la mayor cantidad de cepas flngicas
aisladas. La especie B. catharticus presenté el mayor porcentaje de infeccién, seguida por la
especie P. dilatatum, mientras que las muestras colectadas de F. arundinacea y L. multiflorum no
presentaron infeccion. Se evalué el efecto antagénico de cepas aisladas del género Acremonium
frente a cepas fungicas potencialmente patégenas. Acremonium sp.3 (033) presentd la mayor
actividad antag6nica mostrando un 91,42% y 91,35% de porcentaje de inhibiciéon de crecimiento
(PGI) frente a Alternaria alternata y a Alternaria sp., respectivamente. El efecto antagonico de esta
cepa de Acremonium presentd diferencias significativas y varié dependiendo de la cepa a la cual
fue enfrentado y del mecanismo de accion antagénica involucrado. Se evidenciaron dos posibles
mecanismos: micoparasitismo y produccién de metabolitos o toxinas fangicas por competencia.
Las pruebas de actividad antimicrobiana mostraron actividad positiva de los extractos flngicos
contra el crecimiento de cepas de Alternaria, Curvularia y Fusarium. Los extractos analizados por
cromatografia en capa delgada (TLC) mostraron perfiles con diferentes Rf cuando se compararon
dos solventes de corrida. Las cepas de Acremonium spp. caracterizadas en este estudio, son
buenas candidatas para el control biolégico de especies patégenas de pasturas. Hasta donde
sabemos, este estudio es el primer reporte de especies del género Acremonium asociadas a
Paspalum dilatatum y P. notatum en el pais, y presenta uno de los primeros andlisis de

antagonismo de especies enddfitas estudiadas en Argentina.

Palabras clave: Acremonium spp., control biolégico, Paspalum dilatatum, Paspalum notatum,

Bromus biebersteinii, Bromus catharticus, metabolitos secundarios fungicos.



ENDOPHYTIC FUNGI FROM FORAGE PLANTS IN THE PAMPEAN REGION,
EVALUATION OF THEIR POTENTIAL AS ANTAGONISTIC AGENTS AND PRODUCERS
OF BIOACTIVE METABOLITES.

ABSTRACT

The aim of this work was to study the presence of endophytes in forages in the southern
region of Santa Fe, evaluate the potential of endophytic fungi as antagonistic agents
against pathogenic fungi. The most abundant isolated taxa belonged to the genus
Acremonium. The grass species B. catharticus had the highest percentage of endophyte
infection. The endophytic isolates of the genus Acremonium showed antagonistic activity
against different fungal pathogenic strains tested. Acremonium sp.3 (033) showed the
highest antagonistic activity with a percent growth inhibition of 91.42 % and 91.35 % for
Alternaria alternata and Alternaria sp., respectively. Significant differences between the
treatments pathogen vs antagonists were found. These results could imply that the
antagonistic effect of strain of Acremonium is specific within species. Two possible
mechanisms were evidenced: mycoparasitism and production of metabolites or fungal
toxins during competition. The antimicrobial activity tests showed positive activity of the
fungal extracts against the growth of certain pathogenic strains tested. To our knowledge,
this work also presents the first reported studies of the antagonistic effects of the
endophytic species studied in Argentina, as well as the first report of the genus
Acremonium species associated with Paspalum dilatatum and Paspalum notatum in the

country.

Key words: Acremonium spp., Biological control, Paspalum dilatatum, Paspalum notatum,
Bromus biebersteinii, Bromus catharticus, fungal secondary metabolites.
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1. INTRODUCCION

El origen del término endofito proviene del siglo XIX; Antén de Bary lo utilizé para describir
los hongos que viven en el interior de las plantas (De Bary, 1866). En la interaccion
planta-hongo enddfito, generalmente se da origen a una relacién de caracter permanente
y obligado (Schulz y Boyle, 2005). Alrededor del 20 al 30% de las especies de pasturas a
nivel mundial, forman simbiosis con hongos enddfitos (Leuchtmann, 1992). El simbionte
fungico se puede localizar en el vastago del hospedante estableciendo micofilas, en las
cuales el endéfito puede desarrollar todo su ciclo de vida dentro del hospedante o parte

del mismo puede manifestarse externamente (Clay, 1990).

Las comunidades de hongos, incluidas las de enddfitos, siguen una distribucién log-
normal (pocas especies abundantes y muchas especies raras) al igual que lo que sucede
con las comunidades de macro-organismos (Lodge et al., 1996; Gamboa et al., 2005).
Estas caracteristicas, asociadas a lo relativamente fécil que es su muestreo y cultivo en el
laboratorio, hacen de este grupo de organismos un buen modelo para estudios ecoldgicos
y de biodiversidad (Gamboa, 2006).

Las practicas agricolas modernas han originado una reduccion de la biodiversidad,
conduciendo a un ecosistema artificial que requiere constante intervencion humana por
medio de aporte de agroquimicos, que ademas del incremento temporal de las
producciones, originan costos sociales y medioambientales indeseables. Las pérdidas de
produccién debido a plagas y enfermedades, se cifran en alrededor del 20 al 30% para la
mayoria de cultivos. Una agricultura sostenible reduce al minimo el uso de pesticidas y
fertilizantes, que perjudican el medio ambiente y la salud de los agricultores y

consumidores (Altieri y Nicholls, 1999).

En Argentina, el desplazamiento de la ganaderia a ambientes restrictivos, que se
caracterizan por ser menos productivos y a su vez con una distribucion de la produccion
de forraje mas estacional, casi sin excepcion, llevé a un proceso de sobrecarga de las
pasturas y pastizales naturales. La situacién actual es de fuertes desbalances entre la
escasa oferta y la alta demanda de forrajes, sélo atenuada en periodos de alto
crecimiento de las pasturas y pastizales, es decir, fines de primavera y verano (Bertin,

2009). La conservacion de una variedad de especies de forrajes, ya sean gramineas
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como leguminosas, en las regiones donde se cultivan las forrajeras, combinado con el
posible uso de nuevas biotecnologias que fomenten en la planta una resistencia positiva
ante el estrés bidtico y abidtico, constituyen herramientas fundamentales para resolver
parte de los problemas planteados como los desbalances estacionales e interanuales, el
déficit de forraje por estrés hidrico y el ataque de diversas plagas a la planta (Bertin,
2009).

La relacion entre los pastizales nativos y los hongos endofitos es muy compleja, existe
una variedad de interacciones (parasitismo, mutualismo, saprofitismo), que dependen
tanto del tipo de especie hospedante, como de la especie enddfita y de las condiciones
medio ambientales. Estudios realizados en Argentina sobre la alta resistencia de plantas
infectadas con enddfitos frente a las defoliaciones periddicas, concuerdan con la hipotesis
que los hongos enddfitos podrian conferir ventajas para las especies hospedantes bajo
condiciones de estrés (lannone y Cabral, 2006).

Diversos estudios, tanto en campo como con las colecciones de herbario, han reportado
que alrededor de 25 especies vegetales nativas de Argentina presentan infeccion endoéfita
(Gentile et al., 2005; lannone et al., 2011; lannone et al., 2102) y de acuerdo a
caracteristicas morfologicas analizadas y estudios filogenéticos, se han descrito dos
especies enddfitas asexuales de pastos de ciclo invernal en Argentina. Una de ellas es
Neotyphodium tembladerae, la cual presenta un amplio rango de especies hospedantes
de los géneros Poa, Festuca, Bromus, Phleum y Melica (lannone y Cabral, 2006). La
segunda es N. pampeanum, que esta asociada a algunas poblaciones de Bromus
auleticus Trin. ex Nees (lannone et al., 2011). Sin embargo, los reportes de infeccién
endofita de otros géneros de endéfitos sobre especies de gramineas en el pais son

escasos.

A pesar del aumento en el conocimiento sobre hongos endéfitos en pastos nativos de
Argentina durante los Ultimos afios, es muy poco lo que se ha estudiado sobre su
diversidad morfolégica, distribucién e incidencia en la mayoria de las especies vegetales
hospedantes. Estudios recientes como los realizados por lannone y Cabral, (2006);
lannone et al., (2011; 2012), han abarcado estos aspectos y han detectado nueve nuevos
hospedantes, con lo cual el nimero de especies reportadas para Argentina, como
especies de pastos de ciclo invernal hospedantes asciende a 34 (lannone et al., 2011). Se
han reportado aproximadamente 400 especies de pastos nativos de la subfamilia

Pooideae y hasta la fecha, s6lo se ha evaluado la incidencia de infeccién enddfita en
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alrededor de 200 especies. Por este motivo, existe poca informacién sobre la asociacién
enddfita con muchas especies de pastizales nativos y adicionalmente, son muchas las
areas en Argentina que contindan sin ser estudiadas respecto a las asociaciones de las

plantas con hongos endofitos (lannone et al., 2011).

Las especies de gramineas de los géneros Festuca, Lolium, Bromus y Paspalum
constituyen la base forrajera de numerosas explotaciones ganaderas. Estas gramineas,
asi como otras especies vegetales, establecen simbiosis con hongos que son importantes
en la estructura, funcién y salud de las comunidades de plantas (Sanchez-Marquez et al.,
2008). Dadas las caracteristicas expresadas, se resalta la importancia de poder investigar
la simbiosis de los hongos enddfitos con especies gramineas y establecer posibles
efectos de los hongos endofitos en el control biolégico de plagas y la produccion de
metabolitos bioactivos.

2. MARCO TEORICO

2.1. Sistemade pastizal en Argentina.

Los pastizales y sabanas del Cono Sur de América Latina poseen una valiosa diversidad
biol6gica entre las que se destaca una variada flora y fauna autéctona, también son
habitat de especies en vias de extincion como el yaguareté, el ciervo de los pantanos y el
0s0 hormiguero, entre otras especies (Chiossone, 2011). Desde el punto de vista
ecoldgico, los pastizales de Argentina cumplen una importante funcién en el ecosistema,
siendo reguladores de cuencas hidricas como la del complejo de Bermejo, Pilcomayo-
Paraguay, Parana, Rio de La Plata desde el Oeste o el complejo Iguazu- Parana desde el
Este; los esteros del Ibera en Corrientes o las depresiones del Salado y Laprida en la
Provincia de Buenos Aires. Los pastizales nativos y naturalizados tienen efecto positivo
para la conservacion y la revegetacion del suelo, también son importantes reservorios de
diversidad genética de especies forrajeras, se estima que en la region pampeana, la
familia Poaceae incluye aproximadamente 190 especies nativas y 40 especies
introducidas. A nivel productivo, los pastizales son destinados principalmente a la cria

vacuna y ovina (Chiossone, 2011).
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Los ecosistemas de pastizal ocupan mas del 70% del territorio nacional Argentino, a pesar
de encontrarse en retroceso debido a la extensién de la frontera agricola. En la
actualidad, los sistemas agricolas en Argentina estan basados en cultivos estivales con un
marcado predominio de soja. Durante la Ultima década, la carga animal de los campos de
pastoreo se ha duplicado y en consecuencia, la vegetacion natural ha sido fuertemente
modificada provocando un empobrecimiento floristico. Para la sustentabilidad del sistema,
es importante aumentar la proporcion de gramineas y asi mejorar el aporte de materia

organica y el balance de nutrientes (Chiossone, 2011).

En la region Sur de la provincia de Santa Fe, asi como en la pampa deprimida de la
provincia de Buenos Aires, la formacion vegetal caracteristica es el pastizal templado, el
cual puede agruparse en comunidades vegetales correspondidas estrechamente con las
condiciones edafo-topograficas. Las comunidades dominantes son: el flechillar de Stipa,
Piptochaetium, Bromus, Aristida, Briza, Poa, Paspalum, Panicum y Eragrostis. En tanto
gue en los ambientes inundables, el pastizal de bajo se caracteriza por la presencia de
gramineas correspondientes a los géneros Leersia, Paspalidium y Panicum (Chiossone,
2011).

2.2. Descripcion de las especies de gramineas utilizadas en el estudio.

Las gramineas pertenecen al orden Poales y a la familia Gramineae o Poaceae, son
plantas herbaceas, perennes o anuales. La familia Poaceae es la cuarta familia botanica
con mayor rigueza de especies, con mas de 670 géneros y cerca de 10.000 especies

descritas y la primera familia en importancia econémica mundial (Clayton et al., 2002).

Dentro del proyecto, el estudio se centr6 en 6 especies de gramineas nativas e

introducidas y adaptadas de la Region Pampeana.

e Paspalum dilatatum
e Paspalum notatum

e Bromus catharticus

e Bromus biebersteinii
e Festuca arundinacea

e Lolium multiflorum
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2.2.1. Paspalum dilatatum (Poir).

Paspalum dilatatum es una graminea perenne tropical a subtropical, con metabolismo C4
y ciclo estivo-otofial, originaria de América meridional. Es nativa de Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay (Garcia et al., 2001). A nivel morfolégico, presenta una
inflorescencia con varias espigas tipo racimos conteniendo multiples espiguillas diminutas,
cada una de 2,8-3,5 mm de largo. Se halla en zonas hiumedas y méas especialmente en
los subtropicos, con lluvias superiores a 900 mm/afio (USDA, 2013).

P. dilatatum es conocida en Argentina como pasto miel, presenta gran importancia como
forrajera, destacandose por su productividad y por la preferencia que el ganado manifiesta
por ella. Otras caracteristicas que vuelven a P. dilatatum un recurso forrajero de interés
son la resistencia al pisoteo y al pastoreo cuando dispone de buena fertilidad, la
resistencia a sequias y a excesos de agua por su extenso sistema radical, su capacidad
de rebrote vigoroso después de periodos de sequias y en respuesta a lluvias. Sin
embargo, la difusion de esta forrajera en la siembra se ha visto dificultada por
inconvenientes en la produccién de semilla. Principalmente debido a la susceptibilidad al
hongo Claviceps paspali, el cual destruye los cariopses reemplazandolos por esclerotos
(Garcia et al., 2001).

2.2.2. Paspalum notatum (Fliggé).

Paspalum notatum es una graminea perenne tropical a subtropical presenta metabolismo
C4. Se distingue por su prominente inflorescencia dual, en forma de V, Es nativa de
America del Norte, México, Centroamérica (Belice, Costa Rica, El Salvador, Honduras), el
Caribe (Antigua y Barbuda, Dominica, Granada, Martinica, San Cristébal y Nieves, Santa
Lucia, San Vicente y Granadinas, Trinidad y Tobago), y Suramérica (Guyana Francesa,
Guyana, Surinam, Venezuela, Colombia, noreste Argentino, Brasil, este de Bolivia,
Paraguay, Uruguay). Crece de 0 a 300 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Zuloaga y
Morrone, 2005). En Argentina se encuentra distribuido en las provincias de Buenos Aires,
Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy, Formosa, La Pampa,
Mendoza, Misiones, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San Luis y Tucuman (Soreng et

al., 2003). Es una graminea de lento crecimiento, formadora de estolones y gruesos y
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escamosos rizomas, presenta entrenudos cortos y las raices forman densas tramas
radiculares. Es una especie de hojas chatas, glabras, correosas, con laminas de 1
didmetro x 2-6 mm. Ligula anillada, densa, pelos cortos. Las bases foliares al término de
cada rizoma usualmente tienen un matiz purpureo, presenta un fruto cariopse oval, de 2,5
a 3,5 mm de largo (Clayton et al., 2006).

P. notatum se encuentra naturalizado en muchos lugares del mundo, se asocia a suelos
arenosos, tolerante de la sombra, salinidad y sequia extrema. Esta graminea es valorada
por su forma de estabilizadora de erosion, facilidad de establecerse y persistencia,
ademas, presenta un mantenimiento relativamente bajo, con pocas enfermedades y
problemas de insectos. Dadas sus caracteristicas de resistencia, es usada como pastura
para ganados y como pasto de jardin (Clayton et al., 2006).

2.2.3. Bromus catharticus (Vahl catharticus).

Bromus catharticus pertenece al género de gramineas Bromus C3, que incluye unas 100
especies anuales o perennes, distribuidas en regiones templadas (Hernandez, 1970). La
especie B. catharticus posee una raiz ramificada, tallo con nudos de tipo herbaceos, con
laminas lineales planas, lanceoladas, paralelinervias, con presencia de ligula, la
inflorescencia consiste en una panoja laxa. B. catharticus es una especie nativa de amplia
distribucion geografica, en toda América. En Argentina presenta amplia distribucion en la
provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Chubut, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios,
Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Salta,
Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis, Tierra del Fuego y Tucuman (Soreng
et al., 2003).

La especie B. catharticus es una buena forrajera invierno-primaveral, presenta una alta
productividad en suelos fértiles. Junto con otras especies del género Bromus, es el tipo de
forraje méas apropiado para el ganado vacuno, principalmente debido a su talla elevada, lo

que la diferencia de otros géneros de gramineas forrajeras (Hernandez, 1970).
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2.2.4. Bromus biebersteinii (Roemer & Schultes).

Bromus biebersteinii es una especie forrajera C3 de regiones templadas, presenta una
altura de 50 a 100 cm con hojas simples, alternadas, lineales y con venacion lineal y
paralela, de 5-7 mm de ancho y de 20-35 cm de largo, pubescente en ambos lados,
auricolas ausentes, ligula membranosa de aproximadamente 0,7 mm de longitud, rizomas
cortos. La inflorescencia esté arreglada en paniculas erectas, las glumas son glabras de
7-13 mm de longitud, las semillas son similares en apariencia, presenta producciéon de

cariopse (Ogle et al., 2012).

Es una especie nativa de Asia occidental, introducida en Norte América en 1949 y
distribuida ampliamente por todo el contiente Americano. Dada su alta adapatibilidad a
diferentes climas y suelos, es una graminea usada a nivel mundial como forrajera para el

ganado vacuno (Ogle et al., 2012).

B. biebersteinii presenta suceptibilidad al patégeno Ustillago bullata, el cual ocasiona
pérdidas por infeccion via semillas. Principalmente al primer afio de cultivo, las semillas
deben tratarse con fungicidas para eliminar las esporas adheridas antes de la siembra.
Los tratamientos a la semilla s6lo previenen la infeccién por parte de esporas, pero no

controlan la infeccién si el suelo esta contaminado (Foster et al., 1996).

2.2.5. Festuca arundinacea (Schreb).

Festuca arundinacea es una especie con metabolismo C3 de regiones templadas, nativa
de Europa y del norte de Africa. Es una forrajera muy importante en los sistemas de
produccién de ganado extensivos y es cultivada con ese fin en varios lugares del mundo
como EE.UU., Argentina, Uruguay y Australia. En Argentina presenta amplia distribucion
en la provincias de Buenos Aires, Chubut, Entre Rios, La Pampa, Neuquén y Tierra del
Fuego (Soreng et al., 2003). Morfol6gicamente, presenta una ligula membranosa, auricula
pequefia, hojas fuertemente surcadas, nervadura central pronunciada, las hojas estan
enrolladas en el nudo. Las laminas de las hojas son de 3 a 12 mm de anchoyde 1 a 6 cm
de longitud, son prominentemente rugosas en la cara superior, y brillantes en el envés.
Las hojas son mas angostas en la punta y los margenes son irregulares y cortantes al
tacto (Cabrera, 1970).
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Esta especie presenta dos épocas de siembra que dependen fundamentalmente del clima
de la region. Puede sembrarse a fines del invierno, durante la primera quincena de
septiembre. En este caso, la produccién sera baja en primavera pero éptima en el verano.
Si se siembra en verano, la fecha mas indicada es a fines de febrero para conseguir un
buen establecimiento y poder competir con la vegetacion espontanea (Cabrera, 1970).

Es muy comunmente usada en tapices herbaceos poco tolerantes al calor, sequedad y
sombra. Permanece verde todo el afio y resiste muchas enfermedades, soporta muy bien
el corte y persiste aunque haya bajo mantenimiento. La principal limitacion productiva es
la posible presencia de la enfermedad llamada festucosis. Se trata de una infeccién con el
hongo endofito Neotyphodium coenophialum, que genera una intoxicacion en los animales
que la consumen, generando una serie de sintomas clinicos, que resultan en bajas en la
produccion de carne o leche, e incluso pueden producir la muerte de animales (lannone et
al., 2011).

2.2.6. Lolium multiflorum (Lam).

Lolium multiflorum es una graminea C3 de regiones templadas, conocida cominmente
como raigras anual y se cultiva en muchos paises para usarla como alimento para el
ganado bovino. En Argentina presenta distribucién en las provincias de Buenos Aires,
Catamarca, Chaco, Chubut, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy, La Pampa, Mendoza,
Misiones, Neuquén, Rio Negro, Salta, Santa Cruz, Santa Fe, San Juan, San Luis, Tierra
del Fuego y Tucuman (Soreng et al., 2003). El raigras anual presenta hojas de color verde
claro casi amarillento, con los nervios de la hoja marcados y el envés muy brillante. La
inflorescencia esta formada por espiguillas sésiles, dispuestas alternativamente a lo largo

del raquis floral. Las semillas poseen una arista (Cabrera, 1970).

Es la graminea por excelencia para las praderas de corta duracién, sola o asociada con el
trébol violeta (Trifolium pratense), obteniéndose producciones rapidamente a partir de su
establecimiento. Se utiliza en todo el mundo tanto para pradera de siega como de pasto.
También se ha extendido su utilizacién como cultivo forrajero de invierno en regadios y en
ocasiones de secano. Existen variedades comerciales tetraploides que poseen ciertas
cualidades como el tamafo de las semillas, mayor contenido de hidratos de carbono

solubles y mayor resistencia a las royas, entre otros caracteres (Burkart, 1969).
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El sistema radicular de L. multiflorum es muy superficial, lo cual lo hace sensible a las
sequias. Necesita suelos fértiles en donde puede desarrollar todo su potencial de
produccién (Cabrera, 1970).

2.3. Hongos endofitos: definicion y caracteristicas.

2.3.1. Definicién del término Hongo enddfito.

El término endéfito se conoce desde el siglo XIX, este término fue usado inicialmente para
agrupar todos los organismos fangicos que viven dentro de las plantas. El significado del
término enddfito, sobre el que aun existe cierta controversia, ha sido redefinido para incluir
todos los organismos que, en algin momento de su ciclo de vida viven de manera
asintomatica dentro de tejidos vegetales vivos. Estos hongos pueden hallarse en espacios
intercelulares, en los conductos del xilema e incluso en raices, pero se los diferencia de
las micorrizas porgue no se observan hifas en el exterior de la raiz (Saikkonen et al.,
1998). En este trabajo de tesis denominamos enddfitos a aquellos hongos que desarrollan
todo su ciclo de vida, o una parte importante del mismo, de manera asintomatica dentro
de los tejidos vegetales. Por lo tanto, el término incluye a un amplio grupo de hongos que
abarca tanto a saprofitos y patégenos que presentan periodos de latencia prolongados
antes de la aparicibn de sintomas de enfermedad, como a hongos comunmente

asociados a gramineas que son considerados mutualistas (Saikkonen et al., 1998).

2.3.2. Ciclo deviday clasificacion taxonémica.

La mayoria de hongos endofitos constituyen infecciones internas localizadas en follaje,
raices, tallos y corteza y se transmiten horizontalmente via esporas. Una fraccién mucho
mas pequefia es transmitida verticalmente via crecimiento de hifas en semillas (Saikkonen
et al., 1998). Los hongos enddfitos establecen simbiosis que varian desde el mutualismo
al antagonismo, desarrollando en sus hospedantes estrategias de vida que se conocen

como del tipo I, Il y Il (Benavente et al., 2008).

En el tipo I, el enddfito se reproduce sexualmente, formando sus fructificaciones en
reemplazo de las flores de sus hospedantes. En el tipo Il, el simbionte fungico también se

reproduce sexualmente, pero fructifica sobre la epidermis de sus hospedantes. En el tipo
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I, el enddfito es de distribucion sistémica y no se reproduce sexualmente, colonizando
asintomaticamente al hospedante; su propagacion tiene lugar a través de hifas presentes
en los 6vulos de la planta (White, 1988; Clay, 1998; Clay y Schardl, 2002). Las diferentes
estrategias de vida (I, Il y Ill) de los enddfitos fangicos, presentan distintos niveles de
especificidad con respecto a los taxones involucrados en la simbiosis (Benavente et al.,
2008).

Los hongos enddéfitos pertenecen al grupo de los Ascomycetes (Hypocreales,
Clavicipitaceae, tribus Balansieae y Clavicipiteae) y en términos generales tienden a
clasificarse en dos grandes categorias: los Clavicipitaceous y los no Clavicipitaceous. El
criterio normalmente usado para distinguir entre estas dos categorias ha sido
recientemente revisado y reconsiderado (Summerbell et al., 2011). Generalmente, la
clasificacion y el reconocimiento de estos dos grandes grupos se ha realizado basandose
en la relacion taxonémica y evolutiva, el rango de especies hospedantes y las funciones
ecoldgicas. Los endofitos dentro del grupo de los Clavicipitaceous son generalmente un
grupo reducido de enddfitos Ascomycetes comunmente asociados con la familia de
pastos Poaceae. Al menos 7 géneros de enddfitos Clavicipitaceous han sido identificados
en pastos: Atkinsonella (Diehl), Balansia (Speg), Balansiopsis (H6hn), Echinodothis (G.F.
Atk), Epichloé ((Fr.) Tul. y C. Tul), Myriogenospora (G.F. Atk), y Parepichloe (J.F. White y
P.V. Reddy) (O’'Hanlon et al., 2012).

De los enddfitos Clavicipitaceous, el género Neotyphodium (teleomorfo Epichlog)
asociado con las gramineas C3 de climas templados, es probablemente el mas
ampliamente distribuido y mejor estudiado hasta la fecha, mientras que los otros géneros
endofitos han sido asociados a pastos tropicales C4 de la familia Poaceae (O’Hanlon et
al., 2012).

2.4.  Simbiosis planta-hongo endofito.

La evidencia de la existencia de la simbiosis planta- hongo enddfito ha sido ampliamente
reportada (Carroll, 1995). Considerando las diferencias climéticas y biol6gicas entre
regiones tropicales y templadas, es posible pensar que las tendencias de la simbiosis
planta-hongo enddfito sean diferentes en cada uno de estos escenarios y que la evolucién

biol6gica de la simbiosis se haya desarrollado de manera independiente. Se observa que

21



la composicion de especies endofitas es muy diferente en la zona templada y en el trépico
(Rodrigues y Petrini, 1997). Por ejemplo, uno de los taxones endofitos mas comunes en
los trépicos es la familia Xylariaceae, grupo que también es comin en las zonas
templadas pero donde se comportan como descomponedores de madera y no como
enddfitos (Petrini et al., 1995). También se propone que la especificidad de hospedante es
menos estricta en las zonas tropicales que en las templadas, aunque los datos son muy

escasos (Gamboa, 2006).

Los hongos endofitos forman con sus hospedantes relaciones simbidticas complejas,
confiriendo beneficios que pueden resultar mutuos: utilizan los nutrientes que sintetiza la
planta y ésta se beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen (Salgado y
Cepero, 2005). En la actualidad, existe un gran numero de interrogantes acerca del
funcionamiento de esta simbiosis y de los beneficios que recibe cada simbionte
(Benavente et al., 2008).

Existen hongos enddfitos asociados a pastos de las zonas templadas como Lolium y
Festuca, que les proveen proteccion contra herbivoria (interaccién planta-animal) (Weis y
Berenbaum, 1989). Este efecto esta relacionado con la produccion de toxinas por parte
del hongo, el que a cambio recibe nutrientes, proteccién y en algunos casos, dispersion a
través de la semilla de su hospedante (Clay, 1998). Lolium perenne es una de las
especies de plantas mas importantes para forraje, particularmente bien adaptada a climas
templados. La mayoria de las especies del género Lolium pueden tolerar amplios rangos
de condiciones climaticas y ambientales. Se ha inferido que estas caracteristicas de
resistencia por parte de Lolium se deben a su asociacion con hongos endoéfitos, como es
el caso de Neotyphodium lolii, el cual es un Ascomycete perteneciente a la familia
Clavicipitaceae, simbionte obligado, que se reproduce asexualmente (Christensen et al.,
1993). Hahn et al., (2007) demostraron que N. loli puede conferir proteccién a Lolium
perenne frente al estrés hidrico y que los niveles de lolitremo B y ergovalina se vieron
alterados en respuesta a este estrés abibdtico de manera especifica en cada asociacion

simbidtica.

En especies del género Paspalum, el hongo fitopatdégeno Claviceps paspali es suprimido
por la accion de diversos fitopatégenos del género Fusarium, el cual es transportado por
polilas que actian como vectores, las que son atraidas a la planta por los azlcares
exudados producidos por C. paspali en Paspalum spp. (Feldman y O’Brien, 2008). En

Paspalum dilatatum existen diversos hongos enddfitos encontrados a nivel foliar, que
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actlan como simbiontes en plantas. Estas plantas mostraron una mayor resistencia a
diversos ataques de fitopatdégenos, entre ellos, otros hongos e insectos (Arias et al.,
2006). Muchos de estos hongos son reconocidos saprofitos que pueden estar en estado
latente en la planta y actan como descomponedores una vez que la planta ha muerto,

influyendo en el proceso de sucesion ecoldgica (Lamb y Brown, 1970; Petrini et al., 1995).

En especies forrajeras de Bromus, se ha reportado la asociacion simbidtica de diversas
Fusarium torulosum, y especies de los géneros Curvularia y Penicillium. Baynes et al.,
(2012), realizaron un estudio midiendo el efecto de las asociaciones simbitticas del
complejo enddfitos-planta-nematodos fungivoros, sobre la abundancia relativa de las
especies de hongos endofitos en Bromus tectorum. Observaron el efecto del complejo
simbidtico y como su alteracion afecta la abundancia de hongos fitopatégenos y benéficos
como las micorrizas. Por otro lado, se demostré que la simbiosis de Bromus auleticus con
los endofitos Neotyphodium spp. confiere a la planta resistencia contra el patégeno
Ustilago bullata (Vignale et al., 2013).

El efecto protector de los enddfitos sobre pastos de la zona templada, ha sido reportado
por Johnson et al., (1985), donde se usaron como herbivoros especies de afidos y larvas
de mariposa. La mortalidad del herbivoro fue mayor cuando se alimentaba de plantas
infectadas, aunque se pudieron detectar efectos variados de acuerdo a la combinacion
afido-planta (Johnson et al., 1985). En 1998, Clay postuld otros beneficios para la planta
hospedante de enddfitos, como el aumento en el crecimiento y una mayor resistencia a
organismos patdgenos. Los estudios demuestran claramente que los endéfitos causan
efectos negativos en los herbivoros (Clay y Schardl, 2002), siendo de aceptacién general
el postulado de un mutualismo basado en la defensa contra herbivoria (Saikkonen et al.,
1998). Es comun que los ensayos realizados usen especies introducidas y/o que rara vez

interactlian en condiciones naturales (Benavente et al., 2008).

Existen cambios que ocurren a nivel fisioldgico dentro de las plantas a causa de la
interaccion con hongos enddfitos: se produce un incremento en la tasa fotosintética y se
promueve la absorciéon de fosfatos por parte de la planta, se incrementa el vigor de la
semilla, se incrementa la tolerancia a condiciones medioambientales poco favorables para
el desarrollo de las pasturas, como resistencia a sequia. Sin embargo, Gundel et al.,
(2013) reportaron que los beneficios de la interaccion planta-hongo enddfito parecen ser
altamente dependientes del cultivar del pasto, la cepa enddfita y las condiciones

ambientales. Por otra parte, Omacini et al., (2011) reportaron una reduccion de la biomasa
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de la raiz de plantas hospedantes y del porcentaje de colonizacién micorricica, y una
produccion significativa de exudados radiculares por la presencia de hongos enddfitos.
Sin embargo, la respiracion del suelo y la descomposicion de la hojarasca no se vieron
afectadas significativamente (Omacini et al., 2011).

Existen pocos reportes de interacciones simbioticas de las gramineas con hongos no
sistemicos pertenecientes al grupo de los no-Clavicipetaceous, sin embargo los reportes
existentes, parecen indicar que existe un gran numero de hongos no sistemicos

asociaciados a gramineas silvestres y cultivadas (Sanchez- Marquez et al., 2012).

2.5. Antecedentes en el estudio de los hongos endéfitos en América del Sur

La diversidad de los hongos endéfitos ha sido ampliamente estudiada en América del
Norte y Europa (White y Cole, 1985, 1986; White, 1988; Clay, 1989; White y Baldwin,
1992; Leuchtmann, 1992; Saikkonen et al., 2000; Leyronas y Raynal, 2001; lannone et al.,
2011). Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado en América del Sur
sobre la diversidad de endofitos y sobre la simbiosis entre planta-hongo endéfito (lannone
et al., 2011).

Algunos avances se han realizado por medio de los estudios con plantas forrajeras. En
particular, en el caso de Brachiaria se demostré que los afidos prefieren alimentarse de
plantas no infectadas con hongos endofitos, a causa de la produccion de metabolitos
téxicos de origen fungico (CIAT, 1998). Rojas et al., (1995) realizaron un estudio en Chile,
sobre el efecto del hongo endéfito de Festuca arundinacea (N. coenophialum) sobre la
ganancia de peso vivo en novillos a pastoreo. En este estudio se utilizaron pasturas de F.
arundinacea con niveles de infeccion de enddfito superiores al 60% las cuales fueron
comparadas con pasturas libres de infeccion. El incremento en el peso vivo de los novillos
mostré6 aumentos significativos cuando se alimentaron de Festuca libre de enddfito,
mientras que el menor aumento se registré con Festuca con enddfito. Se concluy6 que la
infeccion de Festuca con el hongo N. coenophialum provoca menores incrementos de
peso vivo de los animales que la consumen y una menor produccion de peso vivo por

hectarea (Rojas et al., 1995).
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En Brasil, Vaz et al., (2009) examinaron la actividad antimicrobiana de los hongos
enddfitos aislados de las hojas, tallos y raices de 54 especies de Orchidaceae, contra
bacterias patdgenas, en donde el 33% de los aislamientos presentaron actividad
antimicrobiana contra al menos un microorganismo patégeno evaluado. Los resultados
indicaron que los extractos de los hongos endofitos aislados de hojas de orquideas de
bosques semidesiduos fueron méas activos en contra de Escherichia coli mientras que los
extractos de los hongos enddfitos aislados de las raices de orquideas rupicolas
colectadas, presentaron mayor actividad antagonica contra Candida krusei y Candida
albicans. En particular, una cepa de Alternaria sp. y una cepa de Fusarium oxysporum
presentaron los més altos valores de efecto antibacteriano. Este estudio es el primer
reporte del potencial bioactivo de los hongos endéfitos asociados a especies tropicales de

ecosistemas brasilefios (Vaz et al., 2009).

2.5.1 Antecedentes en el estudio de los hongos endoéfitos en Argentina.

En Argentina los hongos enddfitos se han estudiado durante los ultimos 25 afios.
Lischinsky et al., (1990) publicaron un estudio sobre la deteccidon de hongos endéfitos en
Poa huecu y Festuca argentina, en la provincia de Neuquén. Dentro de este proyecto
también se muestrearon otras especies como Stipa speciosa, Stipa humilis, Festuca
pallescens y Hordeum comosum. La presencia de hongos endoéfitos sélo se evidencié en
P. huecu y en F. argentina, sugiriendo la posibilidad de que los hongos endoéfitos descritos
estén vinculados a la toxicidad de estas dos especies (Lischinsky et al., 1990). Se han
aislado hongos endéfitos asociados a varias poblaciones de pastos téxicos para el
ganado como Festuca argentina, Poa huecu y Festuca hieronymi y de pastos no toxicos
como Poa rigidifolia, Festuca magellanica, Melica stuckertii, entre otros (Gentile et al.,
2005). Todos los hongos aislados han mostrado caracteristicas macro y
micromorfologicas similares, que los clasifican dentro del género Neotyphodium. El estado

sexual de este hongo (Epichloé) no ha sido encontrado en Argentina (Gentile et al., 2005).

Cina et al., (2010) presentaron un estudio sobre endofitos en gramineas nativas de selvas
del norte Argentino. Los autores realizaron un analisis filogenético utilizando las
secuencias del gen tubB de enddfitos aislados a partir de Festuca parodii, Festuca
superba, Festuca fimbriata y Bromus brachyanthera. La caracterizacion morfol6gica indicé

la presencia de diferentes entidades del género Neotyphodium. Gentile et al., (2005)
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investigaron la filogenia de 27 especies de Neotyphodium aisladas de 10 especies nativas
de pastos en 22 poblaciones de Argentina. Por medio del analisis filogenético de
secuencias, se infiri6 que los endofitos aislados son en su mayoria, hibridos
interespecificos de Epichloé festucae y E. typhina. Este resultado indica que la
hibridizacion interespecifica que promueve la variacion genética fue comdn durante la
evolucion de los endofitos en los pastos de Argentina (Gentile et al., 2005). En pastizales
de Argentina, Uruguay y el Sur de Brasil, se ha detectado el enddfito Neotypodium
asociado al pasto perenne Bromus auleticus. El estudio realizado por lannone et al.,
(2011) apoya la hipotesis de que su estado sexual (Epichloé) no esta representado en el
hemisferio sur y sugiere la existencia de una diversidad muy alta de enddfitos en estado

asexual para América del Sur.

2.6. Control bioldgico.

Existen multiples factores que afectan al establecimiento de especies forrajeras, como la
adaptacion al clima, la resistencia al pisoteo del ganado y la presencia de enfermedades
en diferentes épocas del cultivo, entre ellas, la susceptibilidad a infeccién por bacterias,
virus y hongos. Estos ultimos son los principales causantes de enfermedad, produciendo
dafios sobre los rendimientos y alteraciones importantes en el producto cosechado que se
evidencian en la lignificacion de tallos, disminucién de la digestibilidad de las paredes
celulares y la produccién de micotoxinas (Arias et al., 2006), asi como otros sintomas que
afectan los rendimientos, entre ellos el marchitamiento de las plantas y el enanismo
(Delgado y Alonso, 1994).

El control biolégico es un método efectivo como alternativa para el control de
fitopatdgenos, definido por Baker, (1987) como la disminucién de in6culo o la actividad de
la especie patdgena por la accion de uno o méas organismos (agentes de control)
incluyendo a la planta hospedante y excluyendo al hombre (Baker, 1987). Los agentes de
control biolégico presentan diversos mecanismos de accién que les permiten controlar
patdégenos, dentro de ellos se encuentran la produccion de enzimas antibidticas, la
competencia por nutrientes y la induccion de defensas propias de la planta hospedante
(Narayanasamy, 2013). Dentro de los agentes de control biolégico conocidos existe una

gran variedad de especies de hongos enddfitos (Clay, 1991).
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Existen extensas revisiones bibliogréficas que describen la lista de los endéfitos que han
sido reportados y usados en el tratamiento de semillas, limitando sustancialmente los
efectos negativos del estrés bidtico y abiotico en las plantas, protegiendo el tejido vegetal
por supresion de organismos patégenos (Kobayashi y Palumbo, 2001; Backman y Sikora,
2008). Si bien los informes del efecto antifingico de la simbiosis son escasos, se puede
mencionar el estudio de la proteccion de plantulas contra el fitopatdgeno Rhizoctonia zeae
(Gwinn y Gavin, 1992), y el estudio que demostro los efectos antagonicos del endofito E.
typhina contra el patdgeno fungico Cladosporium phlei (Shimanuki, 1987).

También existen algunos reportes que informaron sobre un posible efecto alelopéatico en
Festuca mediado por el enddfito N. coenophialum (Schardl et al., 2004). Macia-Vicente et
al., (2008) reportaron que diversos aislamientos endéfitos de géneros fangicos como
Acremonium, Aspergillus, Fusarium y Phoma fueron capaces de reducir in vitro sintomas
causados por el patégeno de la raiz en cebada Gaeumannomyces graminis var. tritici. En
contraste, un posterior estudio realizado por los mismos autores, mostré que las especies
endofitas del género Fusarium (F. equiseti) no presentaban efectos significativos sobre la
enfermedad causada por G. graminis aunque se evidencié una reduccién en la lesion
(Macia-Vicente et al., 2008 y 2009, en O’Hanlon et al., 2012).

Otro estudio mostré6 que F. verticillioides fue capaz de reducir la severidad del dafio
causado por Ustilago maydis en cultivos de maiz en invernadero, por medio del uso de
una co-inoculacion del enddfito y una suspension de esporas en plantas infectadas (Lee
et al., 2009 en O’hanlon et al., 2012). Algunos trabajos han mostrado el efecto antagonista
del enddfito Epichole typhina sobre Cladosporium phlei, patdégeno fangico causante de la
enfermedad “mancha de las hojas” en Phleum pratense L. Se demostré que plantas
infectadas con E. tyhpina fueron resistentes a la enfermedad producida por C. phlei
(Medvescigh, 2004). También se ha mostrado una mayor resistencia en plantas de
Festuca alta (F. arundinacea) infectadas con el endoéfito N. coenophialum contra la
enfermedad “roya del tallo” producida por el patégeno fungico Puccinia graminis L. y a la

“roya de la hoja” Puccinia coronata (Medvescigh, 2004).

Por otro lado, los hongos enddfitos también se han estudiado por sus caracteristicas de

conferir resistencia a plantas infectadas frente a ataques de herbivoros, lo que les brinda
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a las mismas una ventaja adaptativa en competencia por espacio y recursos frente a
plantas invasoras. Estudios recientes de Saikkonen et al., (2013) han demostrado que la
colonizacion enddfita en Festuca pratensis promueve la competencia y la dominancia de
esta graminea sobre especies invasoras. Se demostrd que las plantas de F. pratensis
infectadas con endofitos prevalecen sobre la invasion de malezas en monocultivos
experimentales (Saikkonen et al., 2013). La mayoria de los estudios enfocados en el
control biolégico con hongos enddfitos, en general abordan la utilizacion de una sola
especie como agente de control, a diferencia de lo que ocurre en condiciones naturales,
en donde la planta puede expresar los benedicios de varios organismos que brindan
proteccion. El uso de mdltiples organismos que coexisten en los tejidos internos de la
planta esta empezando a ser considerado, demostrando que esta estrategia presenta un

impacto efectivo en la sanidad vegetal (Backman y Sikora, 2008).

La energia empleada en la produccién de biomasa del endéfito es compensada por los
beneficios que obtienen las plantas por la presencia de los hongos enddéfitos (Backman y
Sikora, 2008). El posible uso de la combinacion bioldgica (enddfitos) y quimica (pesticidas
comerciales) para el manejo de plagas en cultivos, puede dar lugar a un efecto sinérgico
sobre uno 0 mas agentes causantes de enfermedad. Los quimicos pueden brindar
supresion de enfermedades de manera rapida mientras que los agentes de control
biol6égico pueden brindar un control continuo hasta bien entrado el ciclo de produccion del
cultivo. El empleo de organismos para el control biolégico reduce costos de produccion de

semilla y presenta un menor impacto ambiental (Backman y Sikora, 2008).

Los sistemas de pastizales infectados con hongos endoéfitos deben ser reconocidos en los
planes de cria y practicas agricolas, dadas las consecuencias para la sostenibilidad de los
forrajes y su productividad. Este aspecto es valido para el caso de las cepas endéfitas que
no producen micotoxinas pero incrementan el crecimiento de la planta, la produccion y
germinacion de semillas y la tolerancia al estrés abiotico, lo que conlleva a una mayor
productividad de los cultivares usados como forrajes y la reduccion de las poblaciones de

malezas y especies invasoras (Saikkonen et al., 2013).
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2.6.1. Estrategias de control bioldgico.

Diversas investigaciones han mostrado que los mecanismos de biocontrol y las
actividades de los agentes de control bioldgico (ACB) son numerosos. Los ACB pueden
actuar de diversas formas para la supresion de agentes patdgenos, ya sea por
mecanismos primarios como parasitismo, antibiosis, competencia por nutrientes o
espacio, asi como por la prevencion de la colonizacion en tejidos especificos por
patdgenos, al producir una induccion local o sistémica de resistencia en las plantas
susceptibles. Por otro lado, pueden promover el crecimiento de las plantas y fomentar la
resistencia a patégenos microbianos (Narayanasamy, 2013).

El desarrollo de un agente patdgeno dentro de la planta puede verse afectado mediante
tres distintos tipos de antagonismo: antagonismo directo, antagonismo indirecto, 0 una
combinacién de ambos. En el antagonismo directo, el hongo antagonista benéfico es
capaz de parasitar y matar al patégeno o sus propagulos, pudiendo penetrar y destruir las
esporas de resistencia del patégeno. En el antagonismo indirecto, no existe contacto
fisico entre el agente antagonico y el patégeno y el ACB puede fomentar el nivel de
resistencia del hospedante al activar sus sistemas de defensa. La competencia del ACB y
el patébgeno por nutrientes o espacio también es una forma indirecta, ya que el ACB
debilita al patdbgeno y previene su acceso a los tejidos vegetales necesarios para su
desarrollo. El tercer mecanismo de accion del ACB incluye la produccion de distintos tipos
de enzimas, antibiéticos 0 metabolitos secundarios capaces de inhibir o suprimir los

patdgenos dentro de la planta (Narayanasamy, 2013).

2.7. Hongos endofitos como productores de metabolitos bioactivos.

Debido al potencial farmacéutico y tecnologico de sus metabolitos secundarios, los
hongos se han estudiado por mas de 70 afios. Hasta ahora existen mas de 4000
metabolitos fungicos (Tan y Zou, 2001) y alrededor de 5000 a 7000 especies taxonémicas
(Hibbett et al., 2007), sin embargo, es mucho lo que todavia falta por conocer y estudiar
considerando que los hongos son los organismos mas abundantes, después de los
insectos. Actualmente se estima que existen 5,1 millones de hongos y unos 8 millones de
insectos (Blackwell, 2011). Los hongos son fuente importante de nuevos productos

farmacéuticos, ofreciendo un enorme potencial para la busqueda de nuevos compuestos,
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para lo cual es importante tener en cuenta que los metabolitos secundarios que el hongo
sintetiza varian dependiendo del taxén y del nicho ecoldgico, asi como del biotipo del cual
se aislan, las diferencias de las condiciones climaticas y las diferencias entre las especies
vegetales tropicales y de regiones templadas que los hongos infectan (Schulz et al.,
2002).

Actualmente, los hongos endofitos se consideran como una excelente fuente de
metabolitos bioactivos, que inhiben o suprimen una amplia variedad de microorganismos,
como bacterias, hongos, virus y protozoarios que afectan humanos y animales (Lowell et
al., 1997). Muchos de estos metabolitos bioactivos han sido probados por sus efectos
protectores en las plantas donde la colonizacién endéfita puede mejorar la adaptabilidad
ecoldgica de sus hospedantes, al aumentar la tolerancia al estrés ambiental debido a la
produccién de metabolitos antimicrobianos contra fitopatdgenos (Okeke et al., 1994). Una
alta proporciéon de hongos enddfitos produce componentes biolégicamente activos con
propiedades herbicidas, antibacteriales y fungicidas, de esta forma, proporcionan
caracteristicas favorables para el control biol6gico, crecimiento, mantenimiento y

adaptacion de las plantas (Tany Zou, 2001).

Los metabolitos aislados de los hongos endéfitos pertenecen a diversos grupos
estructurales, incluyendo esteroides, xantonas, fenoles, isocoumarinos, derivados de
perileno, quinonas, furandiones, terpenoides, depsipéptidos y cytocalasinas (Schulz et al.,
2002) (Figura 1a). Algunos de estos metabolitos representan nuevos grupos estructurales,
por ejemplo, las palmarumicinas y la benzopiranona. La proporciéon de nuevas estructuras
producidas por enddfitos es considerablemente alta (51%) comparada con la producida
por los aislados del suelo, demostrando que los enddfitos son una buena fuente de
nuevos metabolitos secundarios y que estos metabolitos juegan un papel principal en la
estrategia de vida de los hongos enddfitos (Schulz et al., 2002). El uso biotecnoldgico de
algunos de estos productos esta en etapa de desarrollo. Por ejemplo, el compuesto
Rugulosin® producido por un endofito no esporulante presenta actividad contra el gusano
de las yemas del abeto y esta sustancia podria ser producida comercialmente (Sumarah
et al., 2005).

Los hongos enddfitos de pastos de ciclo invernal producen metabolitos especificos como

peramina y lolina, los cuales proveen proteccion contra plagas de insectos y nematodos.
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Por otro lado, algunos pastos como Lolium arundinaceum y Lolium perenne poseen
hongos enddfitos que acumulan alcaloides como lolitremo B y ergovalina (Figura 1b) que
resultan toxicos para el ganado (Schulz et al., 2002; Scott, 2004). Los efectos de estos
alcaloides incluyen toxicosis, necrosis, baja produccion de leche, abortos,
vasoconstriccion, pérdida de peso, temperatura alta y supresién de prolactina (Gamboa,
2006). Los enddfitos pueden acumular hasta 2500 mg kg-I de ergonovina y 400 mg kg-I de
amida de &cido lisérgico, sustancias conocidas por tener actividades farmacologicas
potentes (Bush et al., 1997). La habilidad de muchas especies de hongos enddfitos para
sintetizar un amplio rango de metabolitos secundarios en la planta, constituye el mayor
beneficio ecolbgico para estas simbiosis y presuntamente ha sido el factor mas importante
en la evolucién de esta asociacién mutualista. El alto grado de especificidad que existe en
la interaccién planta-hongo endéfito sugiere la existencia de una co-adaptacién. Sin
embargo, la base del beneficio fisioldgico que provee la simbiosis con endéfitos es poco
comprendida (Schardl, 1996).

Los hongos endofitos Epichloé spp. (sexuales) y sus derivados asexuales,
Neoptyphodium spp., producen un grupo de alcaloides bioactivos que incluye a los
alcaloides de tipo ergot, las pirrol-opirazinas, las amino-pirrol-opirazinas y los indol-
diterpenos (Bush et al.,, 1997). Las peraminas y las lolinas son conocidas por sus
propiedades insecticidas (Rowan et al., 1986; Siegel et al.,, 1990), mientras que la
ergovalina y los lolitremos resultan téxicos para el ganado (Gallagher et al., 1984;
Munday-Finch et al., 1995; Parish et al., 2003). El lolitremo B (un indol-diterpeno), es la
toxina responsable de la enfermedad conocida como ryegrass staggers, un sindrome que
afecta a animales que se alimentaron de L. perenne infectado con N. lolii (Gallagher et al.,
1981; 1984). La produccién de lolitremo se identificd Gnicamente en pastos infectados con
Epichloé festucae, Neotyphodium lolii y Neotyphodium sp. (FaTG-2) (Christensen et al.,
1993; Clay y Schardl, 2002). Se caracterizé un grupo de genes localizados en el locus
LTM de N. lolii y E. festucae involucrado en la sintesis de indol-diterpenos (Young et al.,
2005; 2006). Este locus consiste en al menos 10 genes que codifican enzimas
involucradas en la biosintesis de indol-diterpenos. Ademas, se demostr6é que la expresion
de estos genes Itm esta co-regulada, con altos niveles de expresion cuando el endoéfito

esta asociado al hospedante (Young et al., 2005; 2006).

Recientemente se secuenciaron los genomas de 10 especies del clado epichloae, tres de

hongos productores de alcaloides de tipo ergot y dos especies relacionadas (Schardl et
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al., 2013). Los autores compararon los loci que contienen los genes codificantes para las
enzimas que participan en la biosintesis de alcaloides y también analizaron los perfiles de
estos compuestos sintetizados por cada una de las especies fangicas. El analisis de estos
loci de distintas especies fungicas indicé que hay regiones conservadas que contienen a
los genes cuyos productos participan en la sintesis de las estructuras basicas de los
alcaloides. Ademas, se encontraron otras regiones menos conservadas en donde estan
incluidos los genes codificantes para enzimas que determinan las variaciones
estructurales asociadas a la actividad bioldgica de cada alcaloide. Asimismo, se
encontraron secuencias derivadas de transposones y bloques de secuencias repetidas
ricos en AT. Basandose en la organizacion de los loci codificantes para alcaloides,
Schardl et al., (2013) propusieron que los hongos del clado epichloae se encuentran bajo
una fuerte presién de seleccién tendiente a aumentar la diversificacion de los alcaloides

que producen.
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Figura la. Estructuras moleculares de los metabolitos secundarios aislados de hongos enddfitos. Principales
grupos: fenoles, esteroides, cytochalasinas, quinonas, terpenoides entre otros. Fuente: Schulz et al., 2002.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Determinar la presencia de hongos endéfitos en especies forrajeras de la Region
Pampeana, e identificar y evaluar las especies de endoéfitos con potencial como

antagonistas de especies fangicas patégenas de gramineas.

3.2. Objetivos Especificos.

1. Aislar e identificar taxonédmicamente hongos endéfitos en las especies forrajeras
Paspalum dilatatum, Paspalum notatum, Bromus catharticus, Bromus biebersteinii,
Lolium multiflorum y Festuca arundinacea, por medio de técnicas convencionales

de aislamiento, cultivo de hongos filamentosos e identificacion morfologica.

2. Evaluar in vitro el potencial de los hongos endéfitos aislados como posibles
antagonistas de cepas fungicas patdogenas de especies forrajeras por medio de

enfrentamientos duales en cultivo.

3. Obtener extractos de cepas enddfitas, evaluar in vitro su actividad antimicrobiana
contra cepas patégenas y analizar los compuestos extraidos por medio de

técnicas bioquimicas.

4. HIPOTESIS.

1. Existen asociaciones simbidticas de distintas especies de hongos enddfitos con
especies forrajeras de la Region Pampeana

2. Los hongos enddfitos, podrian actian como agentes de control biolégico contra
diversos patégenos fungicos de especies forrajeras y producir metabolitos
bioactivos con potenciales beneficios para la planta hospedante por presentar
actividad antimicrobiana
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio.

Las colectas de especies vegetales se realizaron en dos zonas de la region sur de la
provincia de Santa Fe, en las localidades de Zavalla (Zonal) y Funes (Zona 2). Los suelos
de estas zonas estan identificados como Argiudol vértico y Argiudol tipico,
respectivamente. El muestreo se realiz6 en los meses de marzo-abril y septiembre a
diciembre del 2012; para colectas de Paspalum dilatatum (Poir), Paspalum notatum
(Fluggé), Bromus catharticus (Roem. y Schult), Bromus biebersteinii (Roemer y Schultes)
y de mayo a julio del 2012 para las colectas de Festuca arundinacea (Schreb) y Lolium
multiflorum (Lam.). Se colectaron plantas enteras al azar, de las cuales, las plantas sin
sintomas de enfermedad fueron consideradas para el aislamiento de enddfitos, y las
plantas colectadas que presentaron sintomas de infeccion (cambio de color,
marchitamiento, necrosis) fueron consideradas para el aislamiento de hongos patégenos,
gue se usaron posteriormente en pruebas de antagonismo. Cada colecta fue realizada a
una distancia de separacion de 2 metros entre cada planta para evitar tomar muestras

repetidas de un mismo genotipo (Sanchez-Marquez et al., 2007)

5.1.1. Descripcién de las zonas de muestreo.

Zona 1: Localizada en el Campo experimental “J. F. Villarino” (Figura 2), que integra la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario y el parque
“Villarino”. Se encuentra localizada en el municipio de Zavalla a 25km de la ciudad de
Rosario y esta incluida dentro de la ecorregion de la pampa o de los pastizales
pampeanos (FCAgr, 2013). La superficie del predio es de 507,35 hectareas, en la cual se
encuentran las instalaciones de la facultad y el campo experimental (aproximadamente.
350 hectareas), donde se realizan tareas de docencia, investigacién y extension, y
ademas existen lotes de produccion. Las coordenadas geograficas son 33° 01 de latitud
Sur y 60° 53 de longitud Oeste.
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Dentro de esta zona, se tomaron muestras de distintas especies forrajeras en tres sub-

zonas determinadas asi:

e Sub-zona 1. A: situada en el campo circundante a las canchas de futbol del
parque “J. F. Villarino”, se realizaron colectas de Paspalum dilatatum, Paspalum
notatum. Se colectaron 10 plantas por especie en cada muestreo y se realizaron 4

muestreos en total.

e Sub-zona 1. B: pertenece al lote 17 denominado “Médulo de Cria-Invernada”. En
esta zona, de 61 hectareas, se lleva a cabo la cria vacuna de raza Polled
Hereford, donde los recursos de alimentacion incluyen pastizales naturales,
pasturas artificiales consociadas, verdeos invernales y estivales. Dentro de esta
zona, se realizaron 2 muestreos, en cada muestreo se colectaron 10 plantas de

Paspalum notatum y 10 plantas de Paspalum dilatatum.

e Sub-zona 1.C: pertenece a los Lotes 8, 10, 11 y 12 del médulo Tambo, que
presentan una superficie de 14.2, 10.3, 11 y 15 hectareas, respectivamente. Los
recursos de alimentacion de cria en estos lotes incluyen pasturas consociadas
(alfalfa, festuca y cebadilla), verdeos invernales (cebada, ryegras, avena), silo de
maiz y grano humedo maiz. Se colectaron 20 plantas de Lolium multiflorum, 20
plantas de Festuca arundinacea y 20 plantas de Bromus biebersteinii. Dentro de

cada lote se realizaron 3 muestreos.

Figura 2. Representacion esquematica de la ubicacion de la zona de muestreo 1y de las sub-zonas de
muestreo descritas, dentro del campo experimental J.F. Villarino (Fuente: http://www.fcagr.unr.edu.ar).
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Zona 2: Pertenece a la granja organica “Dulces del Jardin” (Figura 3), con funcionamiento
desde el 2005, las coordenadas geograficas son: 32°53'22,8” Sur y 60°50’15,6” Oeste. Se
encuentra ubicada en la zona rural al N.O. de la ciudad de Funes, Santa Fe, en un sector

de pequefias chacras. En el mismo se encuentran tres areas de trabajo:

1- Produccion primaria de frutas, hortalizas, hierbas arométicas, medicinales y flores
ornamentales.

2- Planta de procesamiento y envasado de dulces con certificacién organica.

3- Aprovechamiento del espacio total de la finca y fabrica para experimentacion y

recorridos educativos.

Dentro de esta granja, se presentan zonas de pastizal naturalizado de baja intervencién
antropica que crece de forma espontanea entre los cultivos de hortalizas actuando como

barrera natural, donde se colectaron 60 plantas de Bromus catharticus.

Figura 3. Granja Organica “Dulces del Jardin” en la localidad de Funes- Santa Fe.

5.2. Deteccién de hongos enddéfitos.

Una vez colectadas las plantas fueron procesadas en el laboratorio, eliminando material
en descomposicion, lavandolas con agua y tomando muestras de hojas, tallos y semillas

para revisién microscopica y deteccion de hongos enddfitos.
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Se observaron porciones al azar de hojas, tallos y semillas de cada planta. Estas
muestras fueron cortadas y tefiidas con azul de lactofenol, azul de metileno y azul de
metilo y se observaron las muestras en un microscopio a 40x y 100x de aumento. La
presencia de hongos endoéfitos se confirmo por la aparicion de micelio fungico intercelular
y de estructuras como hifas (Figura 4), conidias y conidi6éforos, basandose en la
metodologia utilizada por Clarck et al., (1983) y Craven et al., (2001).

Para la observacién del micelio endéfito en semilla, se traté la semilla con NaOH (5% m/v)
por 16 horas. Una vez finalizado este proceso, se realizd tincion con azul de algodén
siguiendo la metodologia de Bacon y White (1994) para la observacién de estructuras
fungicas en semillas. Una vez detectada la presencia del hongo en la planta, se realiz6 el
aislamiento del enddfito en medio solido de papa dextrosa agar (PDA).

A. B.

Figura 4. Fotografia microscopica (100x) de epidermis de hoja de Paspalum dilatatum con tincién de azul de
metileno. A. micelio de hongo enddfito, estructuras hifales ubicadas intercelularmente en las paredes celulares
vegetales. B. paredes vegetales sin presencia de estructuras hifales fungicas.

5.3. Aislamiento de hongos enddfitos.

Para el aislamiento de hongos a partir de las plantas colectadas se realiz6 un proceso de
triple esterilizacion sumergiendo porciones pequefias (1-3 cm) de hojas y tallos en alcohol
e hipoclorito de sodio para eliminar colonizadores superficiales.
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El proceso de triple esterilizacién utilizado fue:

Alcohol (90% v/v) 1 minuto —>Hipoclorito de sodio (50% m/v) 9 minutos—— Alcohol

(70% v/v) 1min —> 3 enjuagues con agua destilada — secado con papel filtro estéril.

Se realizaron cortes de 3-5 milimetros de las muestras esterilizadas y se sembraron de 6
a 8 porciones de hojas y tallos en cajas de Petri de 9 centimetros de didmetro con medio
PDA (Figura 5); a cada caja de Petri se le aplicd 3 gotas de acido lactico con el fin de
controlar crecimiento bacteriano. Para la siembra de semillas en medio PDA, éstas se
ablandaron dejandolas durante 8 horas en una solucion de hidroxido de sodio y se siguio
el protocolo de Bacon y White para aislamiento de endoéfitos en semillas (Bacon y White,
1994). Todo el material fue incubado a 28 °C en oscuridad por 20 dias para esporulacién
y en camara de luz artificial a 27°C por 15 dias mantenimiento de especies con

crecimiento lento.

Se controlaron los cultivos regularmente para eliminar hongos oportunistas que aparecen
mucho antes que los hongos enddfitos. La obtencién de cultivos puros, se realizé
siguiendo el protocolo de cultivos monosporicos de Cafiedo y Ames, (2004), tomando una
pequefia porcion del hongo y realizando una dilucion de Tween al 0.1%, en un tubo
eppendorf, sometido a agitacion manual o en vértex dependiendo del tipo de hongo, para
la separacién de esporas, una vez realizado este proceso, se realizaron diluciones
seriadas y se sembraron en caja de Petri 100 yl de la dilucién que presentaba una
concentracion de 50 a 100 esporas por milimetro, en el conteo con la camara de
Neubauer, los cultivos fueron revisados cada 24 hrs a partir de la siembra y se
transfirieron a nuevas cajas de Petri las colonias separadas, tomando con la punta de una
aguja una sola conidia. EI mantenimiento de los hongos se realiz6 mediante nuevas
inoculaciones cada tres meses y conservando todo el material ya crecido en heladera a
4°C. Todos los procesos de siembra e inoculacion de las muestras fueron realizados en

camara de flujo laminar.
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Figura 5. Aislamiento de hongos enddfitos a partir de cortes de tallo y hoja. A. Siembra de cortes de tallo y
hoja de especies forrajeras en medio PDA; B. 2 colonias de hongos enddfitos creciendo partir de corte de
hoja sembrado en medio PDA (10 dias de cultivo). C. colonias de hongo enddfito a partir de corte de tallos en
medio PDA (15 dias de cultivo).

5.4. Identificacion taxon0mica de endéfitos fangicos.

Una vez obtenido el cultivo puro de las cepas, se procedio a identificar taxondmicamente
los hongos. Se registraron datos morfolégicos macro y microscopicos de las cepas
endofitas. La observacion microscépica de las estructuras fungicas se realizdé por medio
de un microscopio oOptico Zeiss KS KF2® con aumento a 10, 40 y 100x, realizando tincion
de azul de lactofenol y azul de metileno usando la técnica de la cinta transparente
adhesiva (Arenas, 1993). Brevemente, se presiona la cinta adhesiva contra la colonia
fungica utilizando el lado adhesivo y se pega a un portaobjetos con una gota de colorante.
También se realiz6 observacion microscOpica de la distribucién de las estructuras
fungicas por la observacién en un microcultivo. Esta técnica se realiza depositando un
cubo del medio PDA estéril sobre un portaobjetos, en el que se siembra el hongo por sus
bordes apoyado sobre dos varillas de vidrio, dentro de una caja de Petri en cuyo fondo
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hay un papel absorbente estéril embebido en agua (Figura 6). Los hongos fueron

incubados durante una semana a 28°C en oscuridad.

Se registro la forma y tamafio de esporas, hifas, esporangios, presencia y/o ausencia de
septos, entre otras estructuras de hongos filamentosos. Los hongos aislados se
identificaron siguiendo claves taxondémicas (Carmichael et al., 1980; Sutton, 1980; Von,
1981; Bacon y White, 1994; Redlin y Carris, 1996; Barnett y Hunter, 1998; Ulloa y Hanlin,
2000; Samson et al., 2005), y paginas web con claves electrénicas como: y Mycobank
(2012), bugs.bio (2013), Mc Darvy (2013) y CBS (2014). La ocurrencia de un hongo se
tomé como positiva cuando fue detectado y/o aislado en al menos una muestra o

segmento de érgano en la planta.

N

Figura 6. Técnica de microcultivo para la observacion de la disposicion de las estructuras flngicas
microscopicas. A. microcultivo en caja de Petri de enddfito flngico 8 dias de incubacién a 28°C. B.
observacion de estructuras microscopicas flingicas a 40x de aumento.

5.5. Prueba de antagonismo- cultivo doble.

Consiste en el desarrollo simultaneo del microorganismo patégeno y del potencial
antagonista, en medio PDA y permite evaluar las interacciones entre hongo enddfito y
hongo patégeno (Fokkema, 1978). Para esta prueba, se realizé la técnica de
enfrentamiento dual entre enddfitos y aislamientos de hongos patégenos obtenidos de las
mismas especies forrajeras que presentaban signos de infeccién (Zivkovié et al., 2010).
Dos cepas, una patdgena y otra enddfita no patdogena, se sembraron una frente a la otra
en una misma caja de Petri, a la maxima distancia entre si y a 2 cm del borde de la caja

(Figura 7); se realizaron 3 réplicas de cada cultivo doble. Se llevo registro fotografico y
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medicion del diametro de cada colonia a los 7 y 15 dias de inoculacién, asi como la
presencia o ausencia de halo inhibitorio. El porcentaje de inhibicion y antagonismo (PGl,
sigla derivada del inglés Percentage Growth Inhibition), se calculé por la formula de
Skidmore y Dickinson, (1976):

PGI (%) = KR-R1/KR x 100, donde;

KR: radio del patégeno desde el centro del punto de inoculacion hacia el borde de la

colonia en el cultivo de control (sin enfrentamiento con antagonista).

R1: radio del patégeno desde el centro del punto de inoculacién hacia el borde de la

colonia en la direccion hacia la colonia antagonista en el cultivo doble.

Los porcentajes de inhibicion (PGI) fueron categorizados de acuerdo con categoria de
inhibicion de crecimiento (CIC) de Zivkovi¢ et al., (2010), donde, 0= no inhibicién del
crecimiento del patdégeno; 1= 1-25% de inhibicion de crecimiento del patégeno; 2= 26-
50% de inhibicién del crecimiento del patégeno; 3= 51- 75% y 4= 76- 100% de inhibicion
del crecimiento del patégeno. Se registro la zona de inhibicion en los cultivos dobles como
la distancia en milimetros entre el hongo patégeno y el hongo antagonista después de 7

dias de crecimiento. Estas zonas fueron categorizadas asi:

- no hay zona de inhibicién; + (muy débil): 0-5 mm; ++ (débil): 6-10 mm; +++ (moderada):

11-15 mm; ++++ (fuerte): 16-20 mm; +++++ (muy fuerte): > 2 cm.

Figura 7. Esquema representativo de un cultivo doble en una caja de Petri donde dos colonias, una patégena
y otra antagoénica, son enfrentadas. Los circulos pequefios representan colonias fungicas.
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5.6. Seleccion de patdgenos para cultivos dobles.

Se seleccionaron cepas patégenas provenientes de plantas enfermas de las especies
gramineas colectadas que fueron aisladas en medio de cultivo PDA. Para los
enfrentamientos en cultivos dobles se usaron patégenos de 8 dias de crecimiento desde

la siembra del inéculo.

Las cepas patdégenas seleccionadas fueron: Alternaria alternata (Fr.) keissl (cepa 046),
Alternaria sp.1, (cepa 035), Curvularia clavata (B.L). Jain (cepa 048), Curvularia

pallescens Boedijn (cepa 044) y Fusarium sp.1, (cepa 049).

5.6.1. Antagonistas usados.

Seis cepas endofitas pertenecientes al género Acremonium, aisladas en medio PDA de
plantas sin sintomas de enfermedad fueron usadas para cultivos dobles contra las cepas
patégenas seleccionadas. Para tal fin se utilizaron cepas de cultivos puros de 15 dias de
crecimiento desde la siembra del in6culo. Las cepas de Acremonium spp. seleccionadas

como antagonistas fueron:

Acremonium sp.3 (cepa 033), Acremonium sp.4 (cepa 040), Acremonium sp.7 (cepa 050),
Acremonium sp.2 aff kiliense Gritz (cepa 064), Acremonium strictum W. Gams (cepa 052)
y Acremonium sp.6 (cepa 073).

5.7. Preparacion de extractos fungicos para la obtencién de metabolitos
secundarios.

Una vez aislados y purificados los hongos endoéfitos, se inocularon en medio de cultivo
liguido enrigquecido. Los medios liquidos usados para este fin fueron: medio M102 (medio
a base de sacarosa) (Anexo 1) para la esporulacion y crecimiento del micelio y medio SM
(medio a base sorbitol) usado para estimular la produccién de metabolitos bioactivos,
siguiendo la metodologia para cultivo liquido de endéfitos de Bacon, (1985) (Anexo 1). El
medio M102 inoculado con el hongo enddfito fue sometido a agitacién durante 10 dias por
medio de un agitador orbital MRC®, a una temperatura de 30°C y con agitacion de 100 a
150 revoluciones por minuto (rpm) (Figura 8). EI micelio obtenido del cultivo, se filtr6 con
gasa estéril, se secé a 50°C y se guard6 en freezer a -80°C (Thermo Scientific ULT®). A

partir del cultivo en medio liquido M102, se tom6 1 ml y se inocul6 el medio liquido SM el
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cual fue sometido a agitacién orbital en las mismas condiciones descritas arriba. Los
cultivos obtenidos en ambos medios liquidos, se centrifugaron a 10.000 rpm y 8°C durante
15 minutos. El material obtenido (micelio fangico y sobrenadante) se conservo en freezer
a -20°C, y las réplicas a -80°C. Veintitres cepas de hongos enddfitos fueron usadas para
la obtencion de extractos fungicos en medio liquido.

Figura 8. Cultivos liquidos (medios M102 y SM) con agitacion orbital para la estimulacion de la
produccion de micelio y metabolitos secundarios por parte del hongo enddfito.

5.8. Extraccion de metabolitos bioactivos.

Para la extraccién de metabolitos flngicos se realizaron dos procesos diferentes a fin de
optimizar el método de extraccion que resultara mas eficiente. También se realizaron
comparaciones entre los metabolitos extraidos a partir de cultivos puros en medios
liquidos y metabolitos extraidos a partir de micelio con exudado en cultivos antagoénicos,

utilizados posteriormente en pruebas de actividad antimicrobiana.

Las cepas a las que se les realizé la extraccion de metabolitos fungicos fueron:

1. Acremonium strictum (039): a partir de cultivo liquido en medio SM.

2. Acremonium sp.4 (040): a partir de cultivo liquido en medio SM.

3. Acremonium sp.4 (040) (Ex): a partir de micelio que present6é exudado en cultivo en
antagoénico con la cepa 031 en medio PDA.

4. Acremonium sp.4 (040) (AC): a partir de micelio de cultivo puro en medio PDA y
extraido con solvente acetonitrilo.
Acremonium sp.5 (058): a partir de cultivo liquido en medio SM.

Aspergillus sp.1 (021)*: a partir de cultivo liquido en medio SM.
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7. Aspergillus niger (024)*: a partir de micelio crudo puro.

8. Fusarium sp.2 (059)*: a partir de cultivo liquido en medio SM.
*estas cepas fueron usadas a modo de control para verificar los procesos de extracciéon segun bibliografia
(Senyuva y Gilbert, 2007; Blumenthal, 2003) y confirmar la produccién de metabolitos de especies fangicas
reconocidas por ser productoras de metabolitos como lo son las cepas del género Aspergillus (Blumenthal,
2003).

5.8.1. Extraccion de metabolitos fungicos a partir de cultivos en medio liquido SM.

Los sobrenadantes obtenidos a partir de los cultivos en medio liquido SM se sometieron a
extraccion con solventes organicos, usando como solvente acetato de etilo (AcOEt). Cada
cultivo a extraer fue colocado en un tubo de centrifuga y se agregé AcOEt a la solucion,
se tapo el tubo, se agitd y se centrifugd para favorecer la total separacion de fases. Una
vez realizado este proceso, se dejo reposar y se separé la fase organica colocandola en
un balén. A dicha fase, que contiene los metabolitos extraidos, se la secd por agregado
de sulfato de sodio; se filtr6 a través de algodon con un embudo y se evapord en
rotavapor (Heidolph Instruments®).

5.8.2. Extraccion de metabolitos fungicos a partir de micelio crudo.

Las cepas Acremonium sp4. (040) y A. niger (024) fueron inoculadas para la obtencion de
cultivos puros de cada una en medio PDA en incubadora a 28°C y oscuridad por 8 y 14
dias, para posteriormente tomar porciones de micelio con agar y realizar extraccion con
solventes organicos. Se usoé la cepa A. niger como control para la estandarizacion del

proceso segun metodologia de Senyuva y Gilbert, (2007).

5.8.2.1. Extraccion de metabolitos fungicos de las cepa endéfita Acremonium sp.4
(040) AC y Aspergillus niger (024) en cultivo puro en medio PDA.

A fin de establecer diferencias entre los metabolitos fungicos producidos por la cepa
Acremonium sp. en cultivo puro y en cultivo antag6nico y analizar su actividad
antimicrobiana frente a cepas patdgenas fangicas, se realiz6 la extraccion de metabolitos
a partir de micelio crudo obtenido del cultivo puro de la cepa con 14 dias de antigiiedad en
medio PDA. Se tomaron porciones de micelio + medio PDA de 6 mm de didmetro, las
porciones de micelio fueron transferidas a frascos de vidrio donde se realizé extraccion

doble con 2 ml de AcOEt con 1% de acido formico y seguidamente 2 ml de acetonitrilo.
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Una vez realizado este proceso, la muestra se llevé a vortex durante 1 minuto y
homogeneizo6 por sonicacion durante 30 minutos, este proceso también se realiz6 de igual
forma para la cepa control A. niger (024) basandose en la metodologia empleada por
Senyuva y Gilbert, (2007). Los extractos fueron filtrados y evaporados bajo corriente de

nitrogeno y los residuos fueron disueltos en 1 ml de metanol.

5.8.2.2. Extracciéon de metabolitos fungicos de la cepa antagonista Acremonium
sp.4 (040) (Ex) en el cultivo dual contra la cepa Alternaria sp.1 (031).

Se cortaron 3 secciones de micelio de la cepa Acremonium sp4. (040) que contenian
gotas en su superficie como exudado. Los mismos fueron introducidos a un frasco de
vidrio con 5 ml de AcOEt, se agitd y posteriormente la muestra fue sometida a sonicacion
por 20 minutos a 8°C. Finalizado este proceso, la muestra fue filtrada, el solvente fue
removido por evaporacion al vacio en el rotavapor y el extracto crudo fue diluido en

metanol llevandolo a una concentracion de 5 mg/ml.

Los extractos fueron analizados por cromatografia en capa delgada y una prueba piloto de
espectrometria de masa a fin de estandarizar protocolos de extraccion y cromatograficos.

5.9. Cromatografia en capa delgada (Thin Layer Chromatography (TLC)) de los
extractos fangicos.

Los sobrenadantes obtenidos a partir de los cultivos en medio liquidos se sometieron a
extraccidn con solventes organicos, usando como solvente AcOEt. Cada medio liquido a
extraer fue colocado en un balén y se agregé AcOEt a la solucién, se tap6 el balén y se
agitd. Una vez realizado este proceso, se dejo reposar y se separ0 la fase organica y la
fase acuosa en diferentes erlenmeyers. A la fase acuosa, que contiene el metabolito
extraido, se le agreg6 sulfato de sodio como deshidratante; la solucion se filtr6 con un
embudo y tapdn de algodén y se evapord en un rotaevaporador (Heidolph Instruments ®).
La muestra evaporada fue recuperada agregando AcOEt y se coloco en un frasco de
vidrio pequefio color ambar, previamente pesado para determinar el volumen del extracto
obtenido por diferencia de peso. Las muestras que presentaron problemas para la

separacion de la fase organica y acuosa en el balon fueron centrifugadas a 8000rpm
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durante 5 minutos a fin de obtener una mejor separacion de ambas fases para la

extraccion del los compuesto de cada cultivo liquido.

Se realiz6 cromatografia en placa delgada (TLC) usando como solvente de corrida
(eluyente) hexano- acetato (1:1) y para muestras muy polares se usé diclorometano-
metanol (15:1). La corrida cromatogréfica se realiz6 en una placa cromatografica de 7
centimetros de largo con silica gel como absorbente, en un vaso de vidrio con tapa de
vidrio de reloj a modo de camara cromatografica, se sembrd cada extracto obtenido con
un capilar (6 aplicaciones) en la placa cromatografica y se utilizé brucina como patrén
alcaloide y testigo del revelado. Se dejo correr la placa hasta 1 cm antes del borde
superior y se retird. Se observaron y marcaron las manchas de la corrida bajo luz UV y se
reveld la placa cromatogréafica sumergiéndola en una solucién de yodoplatinato, con el fin
de revelar posibles manchas no vistas bajo luz UV. Se cuantificd la migraciéon de los
extractos calculando el factor de retencion (Rf) de cada compuesto, que se determina
como distancia recorrida por el compuesto (X.) / distancia recorrida por el eluyente (Xe).

5.10. Analisis de los extractos mediante espectrometria de masa (ESI-QTof).

Los extractos fungicos fueron analizados por espectrometria de masa usando ionizacién
por electrospray. El andlisis de masas fue realizado con el espectrémetro de masa Bruker
MicrOTOF-Q 1™, El analisis de los metabolitos fungicos se realizé por infusion directa,
con fuente de ionizacion por electrospray, el instrumento fue escaneado de m/z 50 a 1500
para todas las muestras tanto en modo positivo como en modo negativo. Las soluciones
stock de extracto fueron diluidas en acetonitrilo o metanol hasta una concentracion final
de 25 pug/ml agregando agregando acetato de amonio hasta una concentracon final de 2,5
mM.

Los espectros de cada extracto fueron analizados con el programa DataAnalysis de
Bruker Compass™ y con programas de version libre online como Massbank.jp
(Massbank, 2013) para la prediccion de compuestos y formulas quimicas. Los
procedimientos de extraccién, CCD y analisis de los metabolitos secundarios por ESI-
QTof fueron realizados en el Instituto de Quimica Rosario (IQUIR-CONICET), Facultad de

Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario.
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5.11. Pruebas de actividad antimicrobiana con los extractos fungicos obtenidos.

Los compuestos fungicos evaporados que se obtuvieron mediante la extraccién con
solventes orgéanicos, fueron enfrentados con las especies flngicas patdégenas empleadas
en los enfrentamientos duales y con otras cepas patdgenas no probadas en
enfrentamiento dual. Para ello se siguié la técnica de excavacion-placa cultivo. Se
sembraron en cajas de Petri aislamientos de hongos patégenos y una vez que el hongo
se establecié y comenzé su crecimiento en el medio PDA, se realizaron 7 huecos por caja
de Petri con un sacabocados de 5 milimetros (Figura 9). Dentro de cada hueco, se
colocaron 20 pl del extracto diluido en 1 ml de dimetil-sulfoxido (DMSO) al 0.1 % (v/v). Se
probaron 7 extractos por caja de Petri y se hicieron 2 réplicas por ensayo. Se realizé
seguimiento a los cultivos observando si la colonia detenia su crecimiento en algun lado
cercano a los extractos asi como la presencia o ausencia del halo de inhibicién formado
alrededor de cada hueco, siendo la presencia del halo una sefial de la propiedad
antibidtica o anti-fingica del extracto (Okeke et al., 1994). Se preparé una solucién stock
de cada extracto en DMSO, para lo cual se pesaron 20 mg de extracto y se le agreg6 1 ml
de DMSO. A partir de esta solucién se tomaron 200 pl para hacer diluciones seriadas en 1
ml de DMSO hasta lograr una concentracién (50:50). Finalizados los procesos realizados
en el laboratorio (Figura 10), se procedi6 al analisis cualitativo y cuantitativo de los datos
obtenidos.

Figura 9. Esquema representativo de la técnica excavacion- placa cultivo. Los circulos pequefios representan
los huecos formados en el medio PDA que contienen extractos fingicos a probar contra la colonia patégena
(en gris).

Se eligi6 DMSO como diluyente de los extractos ya que este compuesto no influye en el
crecimiento de los hongos (Chaparro, 2010), con lo cual se evité la obtencion de falsos
positivos. Por este motivo, se lo emple6 también como control negativo.

48



Calacta pasiuras &n campo

h
Rewision microscdpica (identificacidn de infeccidn endsfita) |

W

Proceso delriple estedlizacidn y sembra en PDA |

W
Aislamienio de las cepas fingicas - cbtencidn de cultive puro |

1

A e
Identificacién taxandmica } 3 Inoculacidn y crecimiants an medio Pruebas antagdnicas cultivo doble : Mantanimients
de cultive bguide M102 contra honges patdgenos g consarvacion de las

cepas an haladera 4°C y
freezer a -80°C

W

; . ¥ ;i
| FINIHD-DD‘I.E:nl: nde miceko | Inseulacian y erecmiana an Medio
liquido M5/ produccidn de metabolitos
S secundanas.
Extraccidn con solvertes |
orgénicos
Cromatografiaen capa

delgada (TLC) v andlisis da Prusbas de antibiosis y técnica de

prueba de los extractos por e excavacidn placal cultive ve

especiromelria de masas, hongos paidgenos

estandarizaciin de protecolos

Figura 10. Esquema general de los procesos realizados en el proyecto.

5.11. Andlisis de Datos.

Se registré el nUmero de especies y cepas de hongos enddéfitos aislados de las gramineas
por zona de muestreo y se calcularon los pardmetros basicos como el porcentaje de
infeccion enddfita por zona de muestreo y especie vegetal, fecha de colecta, nimero de
etiqueta, nombre cientifico, nimero de réplicas y siembras in vitro. El porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial (PGI) de los hongos patégenos probados, fue calculado
y sometido a un andlisis de varianzas (ANOVA) de dos vias, usando los valores de PGl
transformados por la raiz cuadrada del arco-seno. La prueba de normalidad se realizé con
el test de Shapiro-Wilks. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el

programa estadistico InfoStat/L, version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).
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6. RESULTADOS

6.1. Especies fungicas aisladas de las gramineas estudiadas.

Los principales taxa aislados de las especies gramineas asintomaticas colectadas,
pertenecen a los géneros: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Fusarium,
Penicillium y Sthemphyllium. Respecto al aislamiento de hongos endéfitos en las especies
de gramineas estudiadas, se encontré un mayor nimero de cepas enddfitas asociadas a
la especie Bromus catharticus. No se obtuvieron aislamientos de cepas flingicas a partir
de tallos, semillas y hojas de plantas colectadas de las especies Lolium multiflorum vy
Festuca arundinacea a lo largo del tiempo de muestreo. Varias cepas de hongos fueron
aisladas en ambos lugares de muestreo, como la especie Acremonium strictum y cepas
de Acremonium sp.1, sp.4, sp.5, y sp.6, Aspergillus sp.1, Fusarium sp.2, y Pencillium sp.4.
Dentro de las especies gramineas de las cuales se aislaron hongos enddfitos, la especie
P. notatum present6 el menor nimero de aislamientos (Figura 11). (Las descripciones
morfolégicas de cada uno de los aislamientos enddfitos fungicos obtenidos esta en anexo
2).

Con respecto a las cepas patdégenas aisladas, dentro del género Alternaria, la especie
Alternaria alternata fue aislada solamente en P. dilatatum, mientras que las demas cepas
de Alternaria fueron todas aisladas de B. catharticus de la zona de muestreo 2. Respecto
al género Curvularia, las cepas fueron aisladas de las especies hospedantes Paspalum
dilatatum y B. biebersteinii en la zona 1. La especie Fusarium sp.2, se aisl6 a partir de B.
catharticus, B. biebersteinii y P. dilatatum, encontrandose en ambas zonas de muestreo,
mientras que la especie Fusarium sp.1, s6lo se aisl6 de B. catharticus (Tabla 1). Las
cepas aisladas de los géneros de Penicillium, Aspergillus y Sthemphyllium, no se
consideraron como especies patdgenas ya que todos los aislamientos fueron realizados a
partir de plantas sanas sin sintomas de enfermedad al igual que las cepas del género

Acremonium (Tabla 1).
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Figura 11. Porcentaje de plantas con hongos enddfitos. Diferentes letras indican diferencias significativas F =
33.86, gl =3, p<.0001

Tabla 1. Especies de hongos enddfitos y patégenos aislados de las especies de

gramineas muestreadas en cada zona.

. e ZONA
Especie Endéfita 2 : Estado de las plantas
aislada ® igzy ZONA 2 Especie vegetal hospedante colectadas?
Acremonium strictum x x Paspalum notatum y Bromus Asintoméatica
(039 y 052) catharticus
Acremonium sp.1 " X P. notatum, Bromus biebersteinii Asintomatica
(030, 032 y 057) y B. catharticus
Acremonium sp.2 aff. . . ”
Kiliense (064) X Paspalum dilatatum Asintomatica
Acremonium sp.3 (033) X B. catharticus Asintomética
)/;\c(:)rsegomum sp.4 (040 X X P. dilatatum y B. catharticus Asintomatica
Acremonium sp.5 . - . . -
(053, 056 y 058) X X B. biebersteinii y B. catharticus Asintomatica
Acremonium sp.6 . . . ”
(054, 072 y 073) X X P. dilatatum y B. catharticus Asintomatica
Acremonium sp.7 . . ”
(074, 050 y 055) X B. catharticus Asintomatica
Alternaria alternata :
(046) X P. dilatatum Enferma
Alternaria raphani (001) X B. catharticus Asintomatica
Alternaria brassicola . . -
(010 y 019) X B. catharticus Asintomatica
Alternaria sp.1 (013, .
014, 031 y 035) X B. catharticus Enferma
Alternaria sp.2 aff. . . .
cheiranthi (018) X B. catharticus Asintomatica
é(lst%rnana sp-3 027y X B. catharticus Asintomética
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Aspergillus niger (024

y 063) P. dilatatum y B. biebersteinii Enferma
Aspergillus sp.1 (015, . .

021y 061) X P. dilatatum y B. catharticus Enferma
Aspergillus sp.2 aff . -
flavus (060) P. notatum Asintomatica
Aspergillus sp.3 (070) X B. catharticus Asintomatica
g;drf\)/ulana sp.1(029y P. dilatatum y B. biebersteinii Asintomética
Curvularia pallescens .

(037, 041 y 044) P. dilatatum Enferma
Curvularia sp.2 aff. . . -
eragrostidis (042) P. dilatatum Asintomatica
Curvularia clavata .

(048) P. dilatatum Enferma
Fusarium sp.1 (043 y 049) X B. catharticus Enferma
Fusarium sp.2 (023, x P. dilatatum, B. biebersteini y B. Enferma
059 y 062) catharticus

Penicillium sp.1 (002) X B. catharticus Asintomatica
Penicilium sp.2 (003 y X B. catharticus Asintomética
065)

Penicilum sp.3 (005 y X B. catharticus Asintomética
007)

Penicillium sp.4 (008, . . . -
011, 016, 068 y 069) X P. dilatatum y B. catharticus Asintomatica
Stemphylium sp.1(012 P. dilatatum y P. notatum Asintomética
y 028)

No identificado (004) X B. catharticus Asintomética
No identificado (006) X B. catharticus Asintomética
No identificado (017) X B. catharticus Asintomética
No identificado (020) X B. catharticus Asintomética
No identificado (025) X B. catharticus Asintomética
No identificado (026) X B. catharticus Asintomética
No identificado (036) X P. dilatatum Asintomatica
No identificado (038) P. dilatatum Enferma

No identificado (045) P. dilatatum Asintomética
No identificado (047) P. dilatatum Asintomética
No identificado (066) P. dilatatum Asintomética
No identificado (071) X B. catharticus Asintomatica

"Los niimeros entre paréntesis representan el codigo de la cepa aislada. ’Las

X" representan la zona de

muestreo de donde fue colectada la especie vegetal. *Se indica el estado de la planta colectada de la cual fue
aislada la especie fangica, en donde, asintomética se refiere a plantas colectadas sin sintomas visibles de
enfermedad y enferma se refiere a las plantas con sintomas de enfermedad (marchitamiento, necrosis)
colectadas para obtencion de posibles hongos patdgenos usados en pruebas de enfrentamiento.
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El género enddfito Acremonium fue aislado en cuatro especies vegetales: B. catharticus,
B. biebersteinii, P. dilatatum y P. notatum. La especie graminea B. catharticus presenté el
mayor porcentaje de infeccién enddfita del género Acremonium y las especies gramineas
B. biebersteinii y P. notatum mostraron el porcentaje mas bajo de infeccién enddfita del
género Acremonium (Figura 12).

@ P. dilatatum
H P. notatum
i B. biebersteiniii

® B. catharticus

Figura 12. Porcentaje de aislamientos de especies del género Acremonium segun especie vegetal colectada.

En cuanto al nimero de cepas fungicas aisladas en cada zona de muestreo, Acremonium
presenta un mayor numero de aislamientos en la zona de muestreo 2, al igual que los
géneros Alternaria y Penicillium, mientras que el género Aspergillus presenté un mayor
namero de cepas aisladas en la zona de muestreo 1 y los géneros Curvularia y
Sthemphylium fueron solamente aislados en la zona de muestreo 1 (Figura 13) y en

general el género Acremonium obtuvo el mayor nimero de aislamientos (Figura 14).
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Figura 13. Cepas aisladas por género en las zonas de muestreo
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Figura 14. Frecuencia de los principales géneros fungicos aislados, la figura resume los valores de todas las
especies gramineas evaluadas.

Doce cepas enddfitas no fueron identificadas por el andlisis de las caracteristicas
morfolégicas mediante el uso de claves taxondmicas. Estas cepas no fueron incluidas en
los andlisis de la composicion enddfita por zona de muestreo junto con las cepas
identificadas. Respecto a la distribucion de estas cepas no identificadas, 5 cepas fueron
aisladas de la especie P. dilatatum en la zona de muestreo 1y 7 cepas fueron aisladas de
la especie B. catharticus en la zona de muestreo 2.

En la especie vegetal B. catharticus se obtuvo el mayor nimero de aislamientos para los

géneros fungicos: Acremonium, Alternaria, Fusarium y Penicillium mientras que en la
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especie P. dilatatum, se obtuvo el mayor namero de aislamientos para los géneros

fungicos: Aspergillus y Curvularia (Figura 15).
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12 - ® P. notatum (zona 1)
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Figura 15. Principales géneros fungicos aislados por especie vegetal.

6.3. Pruebas de actividad antagénica in vitro.

Las cepas endofitas aisladas del género Acremonium mostraron diferente actividad
antagonica frente a las cepas potencialmente patégenas probadas (Figuras 16 y 17).
Acremonium sp.3 (033) presentd la mayor actividad antagoOnica frente a Alternaria
alternata y a Alternaria sp., respectivamente. Estos fueron los valores mas altos en la
categoria de inhibicion de crecimiento (CIC) de 4 (Tabla 2). Las cepas Acremonium sp.4
(040) y A. strictum (052), también presentaron el mismo valor de CIC de 4 para A.
alternata, mientras que las cepas Acremonium sp.7 (050) y Acremonium sp.2 aff. kiliense
(064) mostraron el porcentaje de inhibicibon mas bajo con un CIC de 2. El efecto
antagonico de Acremonium sp.2 aff. kiliense (064) sobre Alternaria sp representé el valor

mas bajo de los porcentajes (CIC de 1).

Para la especie patégena Curvularia clavata, el mayor efecto antagénico se obtuvo en el
cultivo dual frente a Acremonium sp.7 (050). En los demas enfrentamientos duales de C.
clavata, el porcentaje de inhibicion fue similar y se ubic6 a las deméas cepas patdgenas
dentro de una misma CIC de 2 (bajo). Para C. pallescens, el mayor porcentaje de
inhibicion se evidencié en el cultivo dual frente a Acremonium sp.7 (050 seguido por los
valores de PGI de las cepas de Acremonium sp.3 (033) y Acremonium sp.6 (073), que

presentaron el mismo valor de inhibicion. En el enfrentamiento dual con la especie
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Acremonium sp.2 aff killiense se evidencié el menor porcentaje de inhibicion. En el
enfrentamiento dual de la especie patdgena Fusarium sp.1 (049) frente a las cepas
antagonistas se obtuvo el mayor porcentaje de inhibiciéon con la cepa Acremonium sp.2 aff
killiense (064). En términos generales, la cepa antagdnica Acremonium sp.2 aff killiense
(064) present6 los valores méas bajos de inhibicion frente a las especies patdgenas
probadas. Por otro lado, la cepa antag6nica Acremonium sp.3 (033) exhibié los valores
mas altos de inhibicion.

La prueba de Shapiro-Wilks confirmé la distribucion normal de las observaciones (p=
0,45), aceptando la hipétesis nula de que todas las observaciones tienen una distribucion
normal bajo el supuesto p > 0.05. El resultado del analisis de varianza confirma que
existen diferencias altamente significativas (p <.0001) entre los distintos grados de
antagonismo que presentaron las cepas estudiadas frente a las cepas patégenas. Del
mismo modo, este andlisis indicé que existe interaccion entre los efectos de las cepas

patégenas y de las antagonistas.

En cuanto a las zonas de inhibiciéon observadas en los cultivos antagoénicos, el cultivo de
Acremonium sp.4 (040) vs Alternaria alternata (046) presentd una zona de inhibicién
fuerte (15-18 mm). Igualmente, la zona de inhibicién fue fuerte (17-20 mm) en los cultivos
dobles de esta cepa antagdnica vs. Alternaria sp.1 (035) (Figura 17A). Se observaron
zonas de inhibicién de moderada a débil en los cultivos dobles contra la cepa patdégena
Curvularia pallescens (044) y en el cultivo doble con la cepa Acremonium sp.7 (050)
(Figura 17E). En este caso, no hubo presencia de halo inhibitorio o zona de inhibicién. En
los cultivos dobles con la especie patégena Fusarium sp.1 (049) no se observé una zona
de inhibicibn con ninguna de las cepas candidatas a comportarse como antagénicas
probadas, al cabo de 14 dias de incubacion (Tabla 2). En el enfrentamiento dual de la
cepa Acremonium sp.4 (040) frente a la cepa Alternaria sp.1 (031) se evidencid la
produccién de exudado y el cambio de color del medio PDA que rodeaba a la cepa
Acremonium sp.4 (040) (Figura 18). Cabe destacar que este resultado no fue evidenciado
cuando Acremonium sp.4 (040) fue enfrentado a otras cepas patdgenas en cultivos

dobles.

En el enfrentamiento dual de la cepa Acremonium sp.4 (040) con las cepas de Alternaria
alternata (046) y Alternaria sp.1 (035), se formaron zonas de inhibicion fuertes (++++). Por
otro lado, no se evidenci6 zona de inhibicién para Fusarium sp.1 (049) con ninguna de las

cepas candidatas a ser antagonistas que se probaron (tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de los posibles antagonistas en la inhibicion del crecimiento in vitro de

patdégenos de Bromus catharticus, P. dilatatum y P. notatum.

Porcentaje de inhibicién de crecimiento (PGI)* categoria de inhibicién de crecimiento (CIC)° del patégeno y

zonas de inhibicion®

Antagonistas

Acremonium sp.3 (033)
Acremonium sp.4 (040)

Acremonium sp.7 (050)

Acremonium strictum
(052)
Acremoniumaff. kiliense
(064)

Acremonium sp.6 (073)

Patogenos
Alternaria alternata Alternaria sp.1 Curvularia clavata Curvularia pallescens Fusarium sp.1
(046) (035) (048) (044) (049)
Zonas Zonas Zonas Zonas Zonas
PGl |CIC de PGl |CIC de PGl |CIC de PGI | CIC de PGl |CIC de
inhbicion inhbicion inhbicion inhbicion inhbicion

91,42 | 4 + 91,35 4 - 55,43 | 3 +++ 76,18 | 4 +++ 6,3 1 -
77,14 | 4 ++++ |86,41| 4 ++++ | 486 | 2 + 50,47 | 2 + 1261 1 -
44,76 | 2 +++ 2345| 1 ++ 63,2 | 3 + 838 | 4 - 17,11 1 -
76,18 | 4 + 34,56 | 2 ++ 44,43 | 2 ++ 36,18 | 2 + 991 | 1 -
39,04 | 2 + 493 | 1 - 46,6 | 2 + 28,56 | 2 + 3513 | 2 -
71,43 | 3 +++ 70,26 | 3 +++ 49,86 | 2 ++ 76,18 | 4 ++ 11,71 1 -

% Los datos de la tabla estan representados por los valores medios del porcentaje de inhibicién de crecimiento
de micelio (PGI) usando la férmula de Skidmore y Dickinson (1976). ° Categoria de inhibicién de crecimiento
del patégeno (CIC) en escala 0-4 donde, 0= no inhibicion; 1= inhibicion muy débil; 2= inhibiciéon débil; 3=
inhibicion moderada; 4= inhibicion fuerte. ¢ Zona de inhibicion: (-) = no hay zona de inhibicién; (+) = muy débil,
0-5 mm; (++) = débil, 5-10 mm; (+++) = moderada, 10-15mm; (++++) = fuerte, 15-20 mm; (+++++) = muy
fuerte), > 2 cm.

B Acremomium sp. (033)
100 Acremonium sp, (040)
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de micelio (PGI) de las cepas patégenas en los cultivos
dobles frente a las cepas antagonistas: Acremonium sp.3 (033); Acremonium sp.4 (040); Acremonium sp.7
(050); Acremonium strictum (052); Acremonium sp.6 (073) y Acremonium sp.2 aff killiense (064), p < .0001.
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Figura 17. Cultivos dobles después de 3 semanas de inoculacion a 28°C. (A) Zona de inhibicion entre Alternaria
sp.1, (035) y Acremonium sp.4, (040); (B) cultivo doble de Acremonium strictum. (052) y A. alternata (046); (C) zona
de inhibicién entre Curvularia clavata (048) y Acremonium sp.3 (033); (D) crecimiento de micelio de Acremonium
sp.6 (073) sobre la colonia de la cepa A. alternata (046); (E) cultivo doble de C. pallescens (044) y Acremonium sp.7
(050), se observaron colonias de Acremonium sp.7 (050), creciendo sobre la colonia de C. pallescens (044); (F)
cultivo doble de A. alternata (046) y Acremonium sp.3 (033), después de 14 dias de inoculacion de la colonia de

Acremonium sp.3 (033) cubrié completamente a la colonia de A. alternata (046).
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Figura 18. Cultivo doble de la cepa Acremonium sp.4 (040) frente a la cepa patdégena Alternaria sp.1 (035), donde
se evidencia cambio de color en el medio PDA circundante a la cepa de Acremonium y produccién de exudado en el
micelio.

6.4. Produccion de extractos fungicos.

Se obtuvieron veinte tres extractos del medio extracelular de hongos crecidos en medio
liquido quimicamente definido para especies enddfitas (Bacon y White, 1994). Los
aislamientos presentaron diferentes caracteristicas respecto a la coloracién y pH final del
medio liquido (Figura 19 y Tabla 3). Del total de 23 aislamientos, 11 produjeron abundante
micelio, propagulos y 6ptimo crecimiento a los 10 dias de cultivo en agitacion. A estos
cultivos se les realizO extraccion por medio de solventes organicos (Tabla 3) y
cromatografia en capa delgada (TLC). 12 aislamientos no presentaron crecimiento de
micelio Optimo, evidencidndose por el crecimiento de pocas colonias y fibras de micelio al
cabo de 20-25 dias de agitacion orbital. Siete de estos doce aislamientos presentaron

contaminacion bacteriana y fueron descartados.
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Figura 19. Cultivos liquidos de algunas cepas endéfitas en medio SM (Bacon y White, 1994). A: cultivo liquido
de la cepa Acremonium sp.5 (053), B: cultivo liquido de la cepa Acremonium sp.6 (050), C: cultivo liquido de
Acremonium sp.4 (040) SM, D: cultivo liquido de Acremonium sp.5 (058), E: cultivo liquido de Acremonium
sp.2 aff. killiense (064), F: cultivo liquido de Acremonium strictum (039).
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Tabla 3. Cepas enddfitas utilizadas para la produccién de metabolitos secundarios,

caracteristicas de los medios de cultivo y de los extractos fungicos obtenidos.

Medio Solvente de Extracto .
P . . 2 A Caracteristicas
Cepas liguido SM | Observaciones del crecimiento y | extracciéony fingico
e - . del extracto
enddfitas volumen del medio volumen obtenido
evaporado
(ml) empleado peso (mg)
Extracto en polvo
de color amarillo,
Asperdillus Crecimiento micelial de color blanco con Acetato de se observa a
s F;_ (821) 150 esporas verdosas en el medio, medio Etilo (AcOEt) 3,7 manera de
P: cristalino. pH inicial: 5,6 — pH final: 6,0 150ml cristales en el
frasco, diluibles en
AcOEt
Extracto
Asperaillus Crecimiento micelial de color blanco con evaporado de
ni [()er (%24) 150 esporas adheridas de color negro, medio | AcOEt 150ml 1,4 aspecto ceroso, de
9 cristalino. pH inicial: 5,6- pH final: 4,4 color beige, en el
fondo del frasco
. . A AcOEt Extracto de
A. niger (024) Extracto reallzad(_) a partir d_e micelio isopropanol y aspecto polvoso de
M" . 150 crudo de la colonia en medio PDA. pH LR 19,7
i. inicial: 5,7 — pH final: 6,4 sonicaciéon color blanco, se
T Y 20min diluye en AcOEt
Extracto de color
beige cremoso, de
Acremonium Crecimiento micelial pequefias, de color aspecto ceroso,
. 150 blanco, medio sin cambio de color, Metanol 250ml 2,3 adherido al frasco,
strictum (039) o LT o h
cristalino. pH inicial: 5,7- pH final: 7,0 no se diluye en
AcOEt, dilucién en
Metanol
. . . Extracto en forma
Acremonium El medio cambio a color café -caramelo, de cristales. de
150 crecimiento micelial pequefias de color AcOEt 250ml 137,1 '
sp-4 (040) SM blanco. pH inicial: 5,7 — pH final: 6,0 color blanco,
P -2 f=p 7 diluibles en AcOEt
. . Extracto de
Extracto realizado de la colonia que
p AcOEt + aspecto ceroso,
Acremonium presento exudado en f orma de gotas de acetonitrilo y adherido al frasco,
. 150 color amarillo por encima del micelio, en S 3,3 .
sp.4 (040) Ex - sonicacion por de color beige,
el cultivo doble de la cepa (040) vs 20min cremoso. diluible
Alternaria brassicicola (031) en metanol
. i __— AcOEt + Extracto en forma
. Se realiz6 la extraccién del micelio crudo o L
Acremonium ; . acetonitrilo y de laminas de
150 en un cultivo puro de la colonia (040) en C 2,7
sp.4 (040) Ac medio PDA sonicacion por color blanco
20min diluible en AcOEt
Crecimiento micelial de color beige Extracto en forma
. crema, en el medio liquido, el medio P
Acremonium . S de laminas de
150 continuo transparente, micelio blanco en | AcOEt 250ml 57,6
sp.5 (053) L color blanco
el borde del frasco. pH inicial: 5,7 — pH o
. diluible en AcOEt
final: 7,0
. . . Extracto en forma
Fusarium sp.2 El medio cambio a color amarillo ocre, de laminas de
- P- 150 turbio, con micelio de forma irregular. pH | AcOEt 250ml 2,8 .
(059) Mi. inicial' 5.7 — pH final: 6.0 color amarillo,
> f=p - diluibles en ACOEt
Extracto de
- Lo aspecto ceroso,
Acremonium Crec_lml,ent'o mlc_ellal' de colqr b!anICO, adherido al frasco,
150 medio liquido cristalino. pH incial: 5,7 — AcOEt 250ml 15 .
sp.6 (050) de color beige,

pH final: 8,0

cremoso, diluible
en metanol
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Crecimiento micelial de color beige Extracto en forma
. crema, en el medio liquido, el medio de laminas o
Acremonium
sp.5 (058) 150 continuo transparente, micelio blanco en | AcOEt 250ml 3,1 polvoso de color
P: el borde del frasco. pH inicial: 5,7 — pH blanco diluible en
final: 7,0 AcOEt
- icelial d lor bei Extracto en forma
Acremonium Cre(:lmlentolmlcg_lal' e_go or Zl'gel' id de polvo o
sp.2 aff. 150 gremall, ene n:le 10 iqu I.O’ meH|_o _|qu||_ © | AcOEt250ml 2,4 cristales, de color
killiense (064) e color amarillo y cristalino. pH inicial: beige, diluible en
5,7 — pH final: 6,3 AcOE,t

*Mi= micelio fingico, cepas de las cuales se realizé extraccién a partir de micelio crudo en cultivo sélido PDA.
*Ex= exudado en el micelio de cepa antagonista en cultivo doble con cepa patdgena.

6.5. Perfiles cromatogréaficos en capa delgada (TLC) de los extractos.

En la extraccién de los cultivos liquidos 039, 040Mi, 040ex, con el solvente organico
AcOEt, se evidencié que la separacién de la fase acuosa y la fase organica no se realizd
Optimamente en el bal6n decantador, se presentaron tres capas; una cristalina en la parte
superior, otra de textura y color crema en la parte media y una tercera capa en la parte
inferior del balébn que conservaba el color del medio liquido SM. Por esta razén, para
posibilitar la extraccion de compuestos a partir de los cultivos liquidos de 039, 040Mi y
040ex, se centrifugaron a 8000rpm por 5 minutos cada uno, con lo cual se logr6é separar
las dos fases adecuadamente. En los demas cultivos liquidos analizados se evidencié la
formacion clara de las dos fases en el balén por lo cual no fueron sometidos a
centrifugacion. Posteriormente, se realizaron corridas cromatograficas en capa delgada
(TLC) a fin de comparar los compuestos obtenidos mediante ambas técnicas (extraccion

con balén y extraccion con centrifugacion).

En las corridas de TLC de los extractos 039, 040, 040 ex, usando como solvente de
corrida hexano-acetato (1:1), se evidencié la migraciéon de los compuestos originando la
formacion de franjas o manchas en la placa cromatografica bajo la observacién con luz
UV (Figura 20A). La corrida de TLC realizada con los compuestos extraidos por medio de
la técnica de centrifugacion y con diclorometano-metanol (15:1) como solvente de corrida,
presentd mayor migracion de los compuestos y para los compuestos 039 y 040, se
evidencié la aparicion de varias manchas bajo luz UV (Figura 20B). La placa
cromatografica realizada con los compuestos extraidos en el bal6n y con diclorometano-
metanol (15:1) como solvente de corrida, presentd menor migracion y para los
compuestos 039 y 040 no se evidencid la aparicion de manchas bajo luz UV (Figura 20C).

Los valores calculados de Rf para los extractos fungicos analizados fueron:
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Rf 039 (Figura 20A) = 0,15
Rf; 040 (Figura 20A) = 0,33
Rf, 040 (Figura 20A) = 0,78
Rf; 040 (Figura 20B) = 0,62
Rf, 040 (Figura 20B) = 0,72
Rf; 040 (Figura 20B) = 0,88
Rf; 040ex (Figura 20C) = 0,17
Rf, 040ex (Figura 20C) = 0,33

Rf; 040ex (Figura 20C) = 0,55

A B. C
©:
0, 0
Qo 3
0,
0, .
o
()
e TR Cortoy 039 040 058 I('\)/l@ 040053~ 039 040 040ex
]

Figura 20. Diagrama de las placas cromatograficas obtenidas de los compuestos flngicos extraidos en AcOEt.
A: placa luego de la separacion de los extractos flngicos 039, 040 y 058 a partir de cultivo liquido SM,
extraidos con el solvente organico AcOEt; solvente de corrida hexano-acetato (1:1); B: placa luego de la
separacion de los extractos fungicos 039, 040, 058 que se sometieron a centrifugacion y el alcaloide Brucina
usado como control de corrida; solvente de corrida diclorometano-metanol (15:1); C: placa luego de la
separacion de extractos fingicos 040Mi, 040, 058, 039, 040EXx, extraidos en el balén sin centrifugacion y con

diclorometano-metanol (15:1) como solvente de corrida.

63



6.6. Andlisis de los extractos mediante espectrometria de masa (ESI-QTof).

Con el propdsito de realizar un analisis preliminar de los extractos, se los separé mediante
espectrometria de masa con el instrumento (ESI-QTof). Los espectros de cada extracto
fueron analizados con el programa DataAnalysis de Bruker Compass™ y con programas
de version libre online como Massbank.jp (Massbank, 2013) para la prediccion de
compuestos y formulas quimicas Se evidencié una gran variedad de picos en los
espectros cromatogréficos de los extractos fingicos (Anexo 3). Sin embargo, este andlisis

preliminar no arrojo resultados concluyentes con significado biolégico relevante.

6.7. Pruebas de actividad antimicrobiana, técnica de “Excavacion- placa- cultivo” de
los extractos fungicos contra cepas fungicas fitopatégenas.

En las pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos fangicos, disueltos en DMSO,
se obtuvieron distintos efectos. El crecimiento de algunas cepas patégenas se detuvo en
la zona cercana al pozo con extracto fungico, mientras que otras cepas crecieron incluso
por encima del pozo con extracto fungico (Figura 21). A nivel general, las cepas de
Acremonium spp. mostraron actividad antifingica contra las cepas patdgenas usadas
(Tabla 4), deteniendo su crecimiento en la zona cercana al pozo donde estaba el extracto
fungico y formando halo de inhibicion. Los extractos fungicos de las cepas Acremonium
sp.4 (040) y Acremonium sp.5 (058), presentaron los mejores resultados inhibiendo el
crecimiento de micelio de la mayoria de patégenos probados. La cepa Fusarium sp.2
(062) fue inhibida por la mayoria de los extractos probados a excepcién del extracto

Acremonium sp.2 aff. kiliense (064).
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Tabla 4. Pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos fungicos.

Aspergillus  Asperaillus Alternaria Alternaria  Curvularia No Curvularia  Curvularia  Fusarium  Fusarium
s pl (%21) ni %r (9024) brassicicola alternata pallescens identificado pallescens clavata sp.1 sp.2
Antagonistas P: 9 (031) (046) (037) (038) (044) (048) (049) (062)
Acremonium
strictum (039) i i i i ! ! ! i i .
Acremonium sp.4
(040" SM) - - 1 1 1 1 ; ; ; !
Acremonium sp.4
(040 ex?) L ! 1
Acremonium sp.4
(040 ac®) - - 1 1 - ! : - - !
Acremonium sp.7 ) ) ) ) ) 1 B ) ) 1
(050)
Acremonium Aff ) ) ) ) } 1 R } } R
Killiense (064)
Acremonium sp.5
(058) 1 1 1 1 1
Control negativo ) ) ) ) ) } R } ) R
con DMSO al 1%

Extractos flngicos de las cepas antagonicas probadas. 1. Acremonium sp.4 (040) obtenido en medio liquido SM; 2. Acremonium sp.4 (040) ex, obtenido del
exudado en enfrentamiento dual contra la cepa C. clavata (048); 3. Acremonium sp.4 (040) ac, obtenido de micelio crudo extraido con Acetonitrilo. Resultado

expresado con 1 o 0, donde 1= inhibicién o actividad positiva y 0= inhibicién o actividad negativa, nimero de réplicas n= 3.



Figura 21. Pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos fungicos. A: cepa 048 vs extractos 039, 040
AC, 040, 040 ex. B: cepa 046 vs extractos 040, 051, 064. C: cepa 062 vs extractos 039, 040, 040 ex, 040 AC,
051. D: cepa 049 vs extractos 021, 039, 040, 040 ex, 040 AC. E: cepa 046 vs extractos 040ex, 040 AC, 040.
F: cepa 038 vs extractos 039, 040, 040 AC, 040ex, 050, 051. G: cepa 021 vs todos los extractos. H: cepa 049
vs todos los extractos. |: cepa 048 vs todos los extractos probados. J: cepa 048 réplica 2 vs todos los
extractos probados. K: cepa 031 vs extractos 039, 040, 040AC, 050, 058, 059. L: cepa 029 vs extractos 039,
040, 040 AC, 050, 058, 059. (Las flechas dentro de la foto indican el lugar donde estaba el extracto que
presento efecto inhibitorio).
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7. DISCUSION

7.1. Hongos enddfitos aislados de especies forrajeras

En este estudio, se observd el mayor porcentaje de infeccion enddfita en plantas de B.
catharticus colectadas en Funes. Una posible explicacién se deba a las diferencias de
manejo agronémico y a las caracteristicas morfolégicas y genéticas de las especies
vegetales presentes en las dos zonas de muestreo estudiadas. La zona de Funes
pertenece a un pastizal naturalizado con baja intervenciéon antropica, que se encuentra
entre cultivos de hortalizas con manejo organico de una antigliedad de 10 afios, mientras
que la zona de Zavalla presenta una pastura implantada con un manejo agronémico
convencional, periodos de resiembra anual y bianual en donde, las semillas
principalmente de forrajeras como Festuca arundinacea, Lolium multiflorum y Bromus
bibersteinii, generalmente tienen un tratamiento antifingico previo, la transmisién de
endofitos estaria dada por las esporas que persisten en el suelo que colonizan nuevos
hospedantes (Walsh et al., 2010). Por otro lado las especies de Paspalum evaluadas se
encuentran de forma esporadica y como pasto de jardin en las inmediaciones del campus,
con antigliedad que va de dos a tres afos. La especie P. dilatatum de la zona de Zavalla
mostrd el 33% de infeccion enddfita. De acuerdo con White, (1988), las gramineas del

género Paspalum han coevolucionado con especies endéfitas fungicas (White, 1988).

No se obtuvieron aislamientos fungicos de las hojas, tallos y semillas de las especies de
Festuca arundinacea y de Lolium multiflorum. Este hecho puede ser consecuencia de los
tratamientos antifungicos realizados a las semillas con el fin de evitar infecciones
enddfitas no deseadas causantes de enfermedades en el ganado como la festucosis
(Gamboa, 2006). Por otro lado, es importante resaltar que los cultivares de Festuca y
Lolium de los predios de la facultad, son pasturas no tdxicas para el ganado

(comunicacién personal, Ing Agr. Julio Galli, docente de la FCAgr, 2013).

Los taxones endofitos dominantes cominmente encontrados en pastizales difieren segin
la regiéon en estudio. Los resultados obtenidos por Stone et al., (2004), White y Backhouse
(2007), Porras Alfaro et al., (2008), Khidir et al., (2010) y Sanchez-Méarquez et al., (2012),
demostraron que los grupos de taxones endofitos dominantes en gramineas de lugares

templados son: Alternaria, Acremonium, Cladosporium, Penicillium, Epicoccum vy
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Aureobasidium spp. Estos estudios sugieren que las especies enddfitas dominantes de
gramineas templadas y tropicales parecen tener una baja especificidad de huésped,
encontrdndose en multiples especies de pastizales (Sanchez-Marquez et al., 2012).

La micobiota endodfita asociada a una pastura en particular usualmente consiste en un
namero relativamente grande de especies fungicas y una distribucion muy desigual de
riqueza en los aislamientos entre las especies fungicas tipicas en los estudios con
endofitos (Sanchez-Méarquez et al., 2012). Se ha indicado que “el niUmero de especies
identificadas en un conjunto enddéfito depende del nimero de plantas y los lugares
analizados” (Sanchez-Marquez et al., 2012), que existe una correlacién positiva entre la
complejidad espacial y la riqueza de especies y que la diversidad beta (la tasa de cambio
en especies de dos comunidades vegetales adyacentes o dentro de un individuo
hospedante), es un factor importante para la determinacion de la estructura de la
micobiota endodfita (Whittaker et al., 2001). Es importante tener en cuenta que las
diferencias entre el tamafio de hoja, la estructura anatdmica y los componentes quimicos
entre especies de gramineas y dentro de la misma planta pueden afectar a la diversidad
de los hongos que se encuentran en ellos (Wong y Hyde, 2001; Sanchez-Marquez et al.,
2012).

El género Acremonium del orden Hypocreales (Ascomycota), es quizas el grupo enddfito
mas interesante entre los hongos aislados en este trabajo. Dentro del grupo Ascomycota,
los 6rdenes Pleosporales e Hypocreales dominan en términos de abundancia en especies
de gramineas de zonas templadas, en contraste, los 6rdenes Xylariales y Phyllachorales
son los taxa mas comunes de gramineas tropicales (Porras Alfaro et al., 2008). En este
estudio, el género Acremonium fue detectado en especies gramineas cosmopolitas de
zonas templadas como Bromus y tropicales como Paspalum, que es una graminea
adaptada a zonas templadas altamente resistente a los cambios de estacion (Zuloaga y
Morrone, 2005). Dado que los hongos enddfitos del género Acremonium se aislaron de
varias de las especies colectadas, inferimos que se trata de un género cosmopolita, que
puede ser encontrado asociado a mas de una especie graminea, en particular a aquellas
bien adaptadas a las condiciones medioambientales, caracteristica que puede atribuirse
en parte a la simbiosis endofitica que presentan. Segun lo que conocemos, no existen

reportes de la presencia de especies de Acremonium aisladas asociadas a estas especies
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forrajeras, por lo que este resultado aportaria al listado de los reportes de enddfitos del

orden Hypocreales en zonas templadas.

Acremonium incluye algunos de los hongos filamentosos anamorficos més simples a nivel
estructural, que facilitan su clasificacion a nivel de género mediante el uso de claves
taxonémicas. Poseen caracteristicas morfolégicas que consisten en hifas septadas que
dan lugar a fialides delgadas, producidas en pequefios grupos o simples. Las conidias
tienden a ser unicelulares, producidas en cabezas mucoides o cadenas sin conexion,
pueden ser hialinas o melanizadas, pero la hifa generalmente es hialina (Summerbell et
al., 2011). Dadas estas caracteristicas, la identificacion taxonémica de las cepas aisladas
de género Acremonium fue relativamente sencilla y se realiz6 mediante observacion

microscopica de los microcultivos obtenidos.

Las especies de Acremonium incluidas en el grupo Hypocreales, forman una matriz que
abarca a clados pobremente diferenciados y a clados que estan bien diferenciados, que
en su mayoria no corresponden a los géneros previamente reconocidos 0 a taxones
supra-genéricos. Dentro del grupo Hypocreales, en el clado Sarocladium, que ha sido
distinguido como “El clado strictum”, se encuentra la especie aislada Acremonium
strictum, junto con A. killiense y A. zeae, un hongo patdgeno del maiz. Ningun hongo
teleomorfo esta asociado a este clado, el cual consiste en hongos que forman conidias en
cabezas mucoides y esta estrechamente relacionado al clado de especies formadoras de
conidias catenuladas. Los clados “Acremonium bacillisporum”y “clado strictum” forman el

clado llamado “Sarocladium” (Summerbell et al., 2011).

La especie aislada Acremonium strictum se considera un hongo cosmopolita, el cual es
comunmente aislado de una gran variedad de sustratos. Por ejemplo, ha sido encontrado
sobre muchos hongos saprofitos y varios hongos fitopatdgenos debido a su caracteristica
de hongo micoparasito polifago (Gams et al., 2004). Es una especie que posee una gran
diversidad genética y puede ser encontrado como patégeno, siendo un hongo
queratinofilico y dermatofito causando infecciones oportunistas en pacientes
inmunodeprimidos (Krcmery et al.,, 1993; Schell y Perfect, 1996; Warris et al., 2000).
También es un patégeno del maiz (Tagne et al., 2002). Dadas sus caracteristicas

farmacologicas y en particular, su habilidad de crecer sobre otros hongos como parasito
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fungico polifago, fue utilizado como hongo antagonista en los cultivos dobles contra

especies patogenas.

El género Acremonium, posee cualidades favorables que lo ubican como un buen agente
para el control de enfermedades causadas por patégenos flngicos en plantas, entre ellas,
la capacidad de sintetizar sustancias antibioticas, compuestos alcaloides, metabolitos
antifingicos, enzimas hidroliticas y mecanismos de accion como el micoparasitismo y
competencia por nutrientes. Sin embargo, este género se encuentra entre los taxones

menos estudiados (Gams et al., 2004).

7.2. Evaluacion de cepas antagonistas para el control biolégico de cepas
patégenas fungicas. Pruebas de antagonismo- cultivos dobles.

En los cultivos dobles de las cepas de Acremonium spp. con Alternaria sp.1 (035) vy
Alternara alternata (046), el mayor efecto antagdnico se obtuvo con la cepa Acremonium
sp.3 (033) logrando un resultado muy similar con la cepa Acremonium sp.4 (040). Ambos
porcentajes de inhibicion permitieron clasificar a estas cepas antagonistas en la categoria
mas alta para la inhibicién de crecimiento micelial del patégeno (CIC). No se encontraron
diferencias significativas (p < .0001) entre estas cepas antagonistas para el control de las
cepas de Alternaria evaluadas. Sin embargo, es interesante observar las zonas de
inhibicién en los cultivos dobles con las cepas patdgenas de Alternaria sp.1 cepa (035) y
A. alternata cepa (046). En este caso, ambas cepas antagonistas presentaron un
comportamiento distinto, existiendo una zona de inhibicion fuerte en los cultivos dobles
con la cepa Acremonium sp.4 (040) y una zona de inhibicion débil e inexistente en los

cultivos dobles con Acremonium sp.3 (033).

Este resultado permitié inferir que, a pesar de presentarse un efecto antagénico similar, el
mecanismo de accion de las cepas antagénicas para el control biolégico de las cepas
patdogenas es distinto. En el caso del cultivo doble de Acremonium sp.3 (033), el
mecanismo de antagonismo involucrado mas probable es el de micoparasitismo (Gams et
al., 2004). Esta conclusion se basa en la observacion de que la cepa Acremonium sp.3
(033) crece tanto sobre Alternaria sp.1 como A. alternata y termina cubriendo todo el
medio en la caja de Petri, impidiendo el desarrollo y crecimiento de las cepas patégenas

(Figura 17F). Por el contrario, el mecanismo de antagonismo para la cepa Acremonium
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sp.4 (040) podria ser la produccion y liberacion de metabolitos secundarios por parte de la
cepa antagonista en el medio, que impiden el desarrollo del hongo patdégeno. Otra
posibilidad es que exista competencia por nutrientes. Un efecto antagonico positivo indica
posible competencia por nutrientes entre ambas especies (Wilson et al., 1991), ya que se
ha observado que las cepas patdégenas detienen su crecimiento en medios de cultivo
escasos de nutrientes (Heuvel, 1971; Mishra y Tewari, 1976). Por otro lado, la
competencia con otros hongos puede promover que la produccién de metabolitos con

actividad antimicrobiana sea seleccionada positivamente.

Los estudios de Wicklow et al., (2005) evidenciaron que la actividad antimicrobiana de
Acremonium zeae en gramineas es debido a la produccién de pyrrocidinas, componentes
que parecen aumentar las defensas de la planta frente a patdgenos flngicos y
bacterianos (Wicklow et al., 2005; Sanchez-Marquez et al., 2012). El efecto antagdnico de
la especie Acremonium strictum (052) frente a la cepa A. alternata (046) fue positivo con
un PGI alto. Para esta especie en particular, el mecanismo de antagonismo mas probable,
al igual que el del antagonista Acremonium sp.3 (033), es el de micoparasitismo debido a

la capacidad que presenta A. strictum de crecer sobre otros hongos (Gams et al., 2004).

En los cultivos dobles de las cepas Alternaria alternata (046) y Alternaria sp.1 (035) con la
cepa antagonista Acremonium sp.2 aff killiense (064), se observé una diferencia no
significativa entre su efecto antagonico contra Alternaria sp.1 (bajo) y A. alternata
(moderado). Este resultado podria deberse en parte, a que la cepa Acremonium sp.2 aff
killiense (064) present6é una tasa de crecimiento menor a la mostrada por las otras cepas
estudiadas, con lo cual se infiri6 que la competencia por recursos en el medio es mas
débil para esta especie. Alternaria alternata (Fr.) Keissl, es una especie cosmopolita que
aparece en muchas clases de plantas y sustratos, incluyendo suelo, alimentos y textiles
(Ellis, 1971). Algunos autores lo consideran un hongo fitopatégeno de poca a moderada
importancia (Shew y Lucas, 1991, Arias et al., 2006). Sin embargo, estudios de Domsch et
al., (1980) han demostrado que puede llegar a causar abundantes sintomas en la planta.
Por otra parte, se report6 la toxicidad en animales por la ingesta de pasturas infectadas
con este hongo (Domsch et al., 1980; Arias et al., 2006). Aislar y caracterizar cepas
antagonistas que inhiban o supriman el crecimiento de A. alternata podria contribuir a
desarrollar una buena herramienta para el control de este patégeno y reducir los riesgos

de infeccion por este hongo en muchos cultivos.
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Los cultivos dobles de las cepas antagonicas con las cepas del género Curvularia,
mostraron resultados similares aunque con (PGI) menores a los encontrados con las
cepas de Alternaria spp. Sin embargo, la cepa de Acremonium sp.7 (050) exhibié una
mayor actividad antagonica contra Curvularia pallescens que con las cepas de Alternaria
evaluadas. En el cultivo doble con la cepa de C. pallescens (044), el mecanismo de
antagonismo de Acremonium sp.7 (050) parece ser el micoparasitismo, dado que el
analisis microscopico (Anexo 4) evidencio abundantes esporas del antagonista rodeando
a las esporas del C. pallescens, las cuales tienen mayor tamafio e incluso se encuentran
obstaculizando los poros germinales de las esporas de C. pallescens. También se
observaron hifas de Acremonium sp.3 (033) invadiendo estructuras fangicas del patdégeno.

Por otro lado, en el cultivo doble de la cepa C. pallescens (044) con la cepa antagonista
Acremonium sp.3 (033), se evidencié una zona de inhibicion moderada, en donde el
mecanismo de antagonismo propuesto es la produccién de metabolitos secundarios. A
partir de este resultado, se podria inferir que las interacciones y los mecanismos de
antagonismo de una misma cepa antagénica, varian segun las cepas patégenas en los
cultivos in vitro a las cuales se enfrentaron. El andlisis de varianzas indicé que existen
diferencias altamente significativas entre la interacciéon del efecto de antagonistas y
patdgenos. De lo expuesto se puede inferir que las cepas patégenas podrian modular o
influir en la respuesta en la cepa antagonista y viceversa. Este hecho qued6é demostrado
por los valores similares de PGI presentados por una misma cepa antaglnica ante
distintas cepas patégenas, contrastando con las diferencias observadas entre las zonas

de inhibicion.

Curvularia spp., Stemphylium spp., y algunas especies del género Alternaria, son
reconocidos patdgenos de semillas en P. dilatatum (Madia y Schrauf, 1999). Curvularia
spp. son las causantes del marchitamiento en muchas especies de gramineas entre las
que se incluye a Bromus spp., Festuca spp. y Paspalum spp. La marchitez se da cuando
la graminea esta predispuesta a la enfermedad o se encuentra bajo estrés por altas

temperaturas (Madia y Schrauf, 1999).

Fusarium spp. son también hongos cosmopolitas, encontrados frecuentemente sobre

restos vegetales de numerosas plantas como saprofitos. Los cultivos dobles de las cepas
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probadas frente a la cepa de Fusarium sp.1 no mostraron actividad antagdnica, donde la
cepa Fusarium sp.l crecié 6ptimamente en presencia de los hongos antagoénicos.
Asimismo, tuvo una mayor tasa de crecimiento en los cultivos dobles, donde no se
evidencié presencia de halo inhibitorio. Se obtuvo el mismo resultado para la cepa
Fusarium sp.2 (no incluida en el analisis estadistico), donde no se observo disminucion de

crecimiento en ninguna de las tres réplicas.

La cepa de Acremonium sp.2 aff killiense (064) presenté los menores porcentajes de
inhibicion contra Alternaria spp. y Curvularia spp., y fue la Unica cepa antagonista que
ejercié un leve efecto sobre el crecimiento de Fusarium sp.1. Wicklow et al., (2005)
evaluaron el efecto antagénico de cepas de Acremonium spp. frente a Fusarium
verticilloides en cultivos dobles y demostraron que Acremonium spp. interfieren con el
rapido crecimiento de F. verticilloides debido en gran medida a la produccién del
antibidtico y antifingico pyrrocidina, cuya sintesis se activa en presencia de F.
verticilloides (Wicklow et al., 2005). Por otro lado, factores del medio de cultivo, entre otros
no determinados, pudieron interferir en el resultado obtenido para los inéculos de
Fusarium evaluados en los cultivos dobles con Acremonium sp.2 aff. Killiense (064)
(Redlin y Carris, 1996).

Un hecho que puede influir en el efecto antagonico de las cepas estudiadas, es que
presenten una tasa de incorporacion de nutrientes, de metabolismo y de crecimiento
superior a la de las cepas patdégenas (Droby et al., 1990). Sin embargo, la tasa de
crecimiento de los hongos enddfitos tiende a ser mas lenta (Redlin y Carris, 1996), por lo
cual, la producciébn de metabolitos secundarios, asi como la de enzimas hidroliticas
(celulasas, glucanasas, quitinasas) que pueden favorecerse en presencia de la
competencia por nutrientes contra otra cepa, podrian estar implicadas en los mecanismos
de biocontrol, permitiendo al antagonista un aprovechamiento mas eficiente del medio y

privando al patégeno de usar los recursos (Whipps y McQuilken, 1993).

Por otro lado, los hongos enddfitos producen algunas sustancias Unicamente in planta, no
detectandose las mismas en cultivos in vitro. Este se postula como otro mecanismo por el
cual los enddfitos confieren proteccién a la planta (Mejia et al., 2008). Si bien los enddfitos
que muestran efectos antagonicos por via antibiosis (produccion de metabolitos

bioactivos) tienden a ser de crecimiento lento y ser relativamente menos abundantes, los
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estudios in planta con estos hongos enddfitos pueden tener un efecto de
enmascaramiento por la presencia de otras especies saprofitas de mayor abundancia y
rapido crecimiento (Mejia et al., 2008).

Estudios de Strobel et al., (1997) han demostrado la produccion de leucinastatina A, un
antibiético que presenta efectos antifungicos y propiedades anticancerigenas, por parte de
Acremonium spp. También se ha demostrado la produccion de - glucano por la especie
Acremonium Killiense, compuesto con propiedades antitumorales y que puede jugar un
importante papel en la patogenicidad fungica en plantas (Pitson et al., 1997). Se ha
considerado que esta especie también es productora de enzimas capaces de degradar el

- glucano (Pitson et al., 1997).

7.3. Produccion de extractos fungicos.

En términos generales, el protocolo de cultivo liquido empleado funcioné correctamente,
tanto para la obtencién de micelio como de extracto de metabolitos de origen fungico en el
medio. Las cepas Acremonium sp.2 aff kiliense (064) y Acremonium sp.3 (033)
presentaron buen crecimiento en medio sélido (PDA), sin embargo, no lograron crecer
Optimamente en medio liquido. El lento crecimiento de estas cepas en medio liquido y la
baja cantidad de muestra obtenida por extraccion con solventes orgénicos, pudo influir en
los resultados negativos del efecto inhibitorio del extracto fungico de la cepa Acremonium
sp.3 (033) para el control de crecimiento de micelio de las cepas patdgenas. Este
resultado contrastdé con lo observado en el enfrentamiento dual de esta cepa en medio

sélido PDA, donde presento los valores mas altos de PGI.

La produccién de metabolitos flngicos esta influenciada por parametros como la
temperatura, el pH y el oxigeno disuelto en el medio, entre otros (Parra, 2006). Por
ejemplo, estudios de Paranagama et al., (2007) sobre la produccién de metabolitos en
cultivos liquidos del endodfito Paraphaeosphaeria quadriseptata, demostraron que el
enddfito es capaz de producir seis nuevos metabolitos secundarios cuando se utiliz6 agua
corriente en lugar de agua destilada en el medio de cultivo. Ademds, cuando se cambiaba
el cultivo de sdlido a liquido, se observo la produccién del compuesto radicicol en lugar de

chaetocromina por parte del endofito Chaetomium chiversii (Kusari et al., 2012).
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La produccion de algunos de los compuestos con potencial inhibitorio puede desarrollarse
bajo condiciones de escasez de nutrientes como la disminucién de las fuentes de C, N o
P, lo cual conlleva a que el microorganismo entre en un periodo de crecimiento lento con
alteraciones morfologicas y cambios de metabolismo, conocido como metabolismo
secundario (Parra, 2006). Este tipo de metabolismo puede presentarse a partir del dia 1
de inoculacion con maximos niveles de concentracion el dia 3 (Zhang et al., 2001). Sin
embargo, estudios de Schimmel et al, (1998) demostraron que el metabolismo
secundario se presenta a partir del dia 5. Estos estudios indican que los microorganismos
pueden producir sustancias de bajo peso molecular con efectos antifingicos y que su
obtencion es especifica para cada cepa o metabolito de interés (Broberg et al., 2004).

De lo expuesto, se infiere que seria conveniente probar nuevos medios de cultivo liquido
gque sean mas adecuados para el crecimiento de esta cepa en particular. Por otro lado se
podria postular que el tipo de antagonismo de Acremonium sp.3 (033) es el de
competencia por nutrientes 0 micoparasitismo, en donde la produccién de metabolitos
bioactivos no es eficiente en cultivos liquidos puros. Sin embargo, podria llegar a
producirse en situaciones de competencia, siendo inducida la sintesis de metabolitos por

parte del patdgeno (Combés et al., 2012).

7.4. Perfiles cromatograficos en capa delgada (TLC) de los extractos.

En cuanto a la metodologia de extraccion, se evidencié que el empleo del baldn
decantador para la separacion de las fases con el solvente organico, resultdé poco
eficiente para las muestras con posibles sustancias de dificil separacion. A pesar de que
éste es el método de extraccion mas comunmente utilizado (Ault, 1998), no resulté
eficiente a la hora de separar las fases acuosa y organica de las muestras 039, 040, 058.
En cambio, la separacion mediante centrifugaciéon por 5 minutos a 8000 rpm resultd
eficiente para separar ambas fases. Dado que distintas especies del género Aspergillus
son reconocidas por ser excelentes productoras de metabolitos bioactivos, las cepas A.
niger y Aspergillus sp.1 fueron usadas como control (Blumenthal, 2003). Sus extractos
fueron analizados en paralelo con la muestras de enddfitos para poder confirmar la

efectividad de los procesos de extraccion.que se probaron.
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La técnica de TLC presenta importantes ventajas, ya que no requiere purificaciones
intensivas, es una metodologia rapida, facilmente reproducible y que permite analizar
distintas muestras en una sola corrida, al igual que diferentes analitos en forma
simultanea (Clement, 2002). Por medio de corridas de TLC se logro evaluar de forma
rapida cuales de los extractos obtenidos presentaban compuestos con posibles
metabolitos bioactivos. En este caso, la observacion de manchas en los extractos 040 y
040ex las cuales estan dentro del rango de Rf 6ptimo de una buena corrida de TLC,
infieren la cepa Acremonium sp.4 (040), aislada de P. dilatatum podria tratarse de una
cepa de interés tanto por su potencial como hongo antagonista, como también por la
produccion de metabolitos de interés en medio liquido (SM). Los valores de Rf que indican
una buena corrida de TLC, con condiciones adecuadas y reproducibles, estan en el rango
de 0,55-0,77 (Ault, 1998). Por lo tanto, los compuestos con Rf dentro de este rango son
particularmente relevantes para un analisis posterior individual. En particular, algunos
compuestos detectados en la corrida de TLC del extracto 040 con diclometano-metanol
como solvente de corrida y del extracto de la misma cepa a partir de micelio crudo con

presencia de exudado (040ex) representan candidatos a ser analizados en detalle.

Sin embargo, se deben considerar todos los valores de Rf en cada mancha, ya que los
valores de Rf para un mismo compuesto varian dependiendo del solvente de corrida
empleado. Con un solvente menos polar, como el hexano-acetato (polaridad media), se
pueden obtener valores de Rf menores al rango mencionado. Este hecho, se evidenci6 en
el resultado de la placa cromatografica con este este solvente (Figura 62A). Por otro lado,
si se emplea un solvente con una polaridad muy alta, es posible que se eluyan todos los
compuestos que estén presentes en la mezcla sin que ocurra una separacion (Clement,
2002), lo cual se traduce en un resultado no concluyente en cuanto a la pureza del
compuesto. Por lo tanto, es conveniente realizar varias cromatografias con diferentes
solventes de corrida, para abarcar todos los rangos de polaridades y que se puedan
evidenciar compuestos desconocidos cuando se evallan por primera vez extractos
fungicos. El empleo de solventes de polaridad media, como el hexano-acetato y de
polaridad alta, como el diclometano-metanol, permitié evidenciar manchas con diferentes
Rf para los mismos extractos, como en el caso del extracto 040en, donde el patron
obtenido en la corrida con diclometano-metanol es diferente al evidenciado en la corrida

con hexano-metanol.
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7.5. Pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos fuangicos.

El extracto de la cepa Acremonium sp.4 (040) crecida en medio liquido SM, presentd
actividad antimicrobiana en la prueba de excavacion- placa- cultivo cuando se lo enfrent6
a las cepas patégenas Alternaria sp.3 (033) y Alternaria alternata (046), observandose
que en la zona circundante al extracto fungico, no crecia micelio del patégeno y se
formaba un halo de inhibicién. Este resultado coincidi6 con lo observado en el
enfrentamiento dual de la cepa antagonista Acremonium sp.4 (040) enfrentada a ambas
cepas patdgenas de Alternaria, las que presentaron detencidon de crecimiento, halo de
inhibicion fuerte (++++) y porcentajes de PGI superiores al 70%. Este resultado confirmo
gue los metabolitos bioactivos producidos por la cepa de Acremonium sp.4 y liberados en
el medio SM, detienen el crecimiento de cepas patdgenas del género Alternaria.

En las pruebas de actividad del extracto de la cepa Acremonium sp.4 (040) crecida en
medio liquido SM frente a las cepas de C. pallescens, se observé disminuciéon de su
crecimiento. Sin embargo, en los cultivos dobles se observd un halo de inhibicion débil (+),
lo que permite inferir que quizas la liberacidon de metabolitos secundarios por parte de la
cepa de Acremonium sp.4 (040) sea menor cuando se la enfrenta a la cepa de C.
pallescens. También se evidencié actividad antimicrobiana del extracto obtenido a partir
de esta cepa enddfita frente a Fusarium sp.2 cepa (062). Cabe mencionar que cuando
estas cepas fueron enfrentadas en cultivos dobles no se observé inhibicion de crecimiento
del patégeno. A partir de estos resultados se puede deducir que el medio SM es eficiente
para estimular la produccion de metabolitos por parte de los hongos endoéfitos (Bacon,
1985).

Se probaron también los extractos de Acremonium frente a cepas del género Aspergillus,
obteniéndose resultados negativos en todos los casos en cuanto a la inhibicion de
crecimiento de micelio y actividad antimicrobiana. Es importante resaltar, que estas cepas
de Aspergillus no fueron consideradas patégenas porque se obtuvieron de plantas que no
mostraban sintomas de enfermedad. En futuros estudios, seria interesante incluir las
especies de Aspergillus en pruebas de antagonismo y actividad antimicrobiana de sus
extractos, teniendo en cuenta que se trata de un género cosmopolita, ampliamente
distribuido y que puede llegar a ser considerado un enddfito antagonista de varias

especies patdgenas por su habilidad de colonizar rapidamente el medio de cultivo, ser
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altamente competitivo por recursos, espacio y por la produccion de metabolitos bioactivos
(Blumenthal, 2003).

Los extractos fungicos obtenidos a partir de los cultivos liquidos de las cepas Acremonium
sp.4 (040) y Acremonium sp.5 (058), presentaron los mejores resultados en cuanto a
actividad antimicrobiana. Ambos inhibieron el crecimiento de la mayoria de las cepas
patdgenas a las que se los enfrentd. Por otro lado, los extractos fangicos de las cepas
Acremonium sp.7 (050) y Acremonium sp.2 aff. killiense (064) presentaron la menor
actividad antimicrobiana. En el enfrentamiento dual contra las cepas patdgenas, la cepa
Acremonium sp.7 (050) presenté un PGI alto para el control de las cepas de Curvularia
spp., contrariamente a lo observado en las pruebas con los extractos fungicos de esta
cepa frente a las mismas cepas patdgenas. Este resultado podria estar indicando que el
mecanismo de control ejercido por la cepa Acremonium sp.7 (050) es micoparasitismo y

no liberacion de metabolitos en el medio.

Por otro lado, la cepa Acremonium sp.2 aff killiense (064) present6 los resultados mas
bajos de inhibicion de cepas patégenas. Sélo presentd actividad antimicrobiana contra la
cepa no identificada (038), hecho que resalta la importancia de abordar la identificacion
molecular de la cepa 038, aislada a partir de plantas enfermas de P. dilatatum. Es
interesante el hecho que el crecimiento de las cepas de Fusarium sp.2 (062) (aisladas a
partir de plantas enfermas de B. catharticus), fue inhibido por todos los extractos fingicos
probados, a excepcién del extracto fungico de la cepa Acremonium sp.2 aff. kiliense (064).
Siendo que en los ensayos de cultivos dobles de Fusarium sp2. (062) frente a cepas del
género Acremonium se obtuvieron resultados negativos para la inhibicion de crecimiento
micelial, se evidencia una vez mas el efecto inductor del medio liquido SM (Bacon, 1985)

para la sintesis de metabolitos secundarios.

Asimismo, a partir de estos resultados se puede concluir que: i) la estrategia de control
més eficiente para las cepas de Fusarium la mostraron los extractos fangicos de
Acremonium y ii) las cepas de Fusarium presentan un mejor performance que las cepas
de Acremonium cuando son enfrentadas en cultivos duales. La Unica excepcién fue la
cepa Fusarium sp.1, cuyo crecimiento no fue inhibido o reducido cuando se la enfrent6 a
los extractos fungicos, resultado que concuerda con los ensayos de enfrentamiento dual

(esta cepa presentd los menores porcentajes de inhibicion de crecimiento).
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El extracto fungico de la cepa A. strictum (039) presentd actividad antimicrobiana contra
las cepas patdégenas C. pallescens (037) y (044), la cepa no identificada (038) y Fusarium
sp.2 (062). En todos los casos, las cepas detuvieron su crecimiento en zonas cercanas al
extracto fungico de A. strictum. Por otro lado, el resultado de actividad antimicrobiana
frente a la cepa C. pallescens (044), coincide con el resultado obtenido en el cultivo doble
de ambas especies, en donde, el halo de inhibicién de crecimiento es moderada (+++) con
un PGI superior al 70%.

La cepa Acremonium sp.4 (040) presento liberacion de exudado por encima del micelio en
forma de gotas de color caramelo en el cultivo antagénico contra la cepa Alternaria sp.1
(031) y se evidencié cambio de color del medio PDA por parte de ambas cepas (Figura
60). El extracto fungico obtenido a partir del micelio con exudado en cultivo doble de la
cepa Acremonium sp.4 (040) presenté actividad antimicrobiana contra las cepas A.
alternata (046), Alternaria sp.1 (031) y Fusarium sp.2 (062). Esta prueba se realiz6 a fin
de evaluar el efecto de la cepa patégena sobre la estimulacion de la produccion de

metabolitos por parte de la cepa antagonista en el cultivo doble.

Combés et al., (2012) evaluaron los mecanismos de comunicacién entre el hongo endoéfito
Paraconiothyrium variabile y el fitopatdgeno Fusarium oxysporum en enfrentamientos
duales. Se evidencié un fuerte efecto antagénico por parte de P. variabile. Se postulé que
este efecto es consecuencia de los metabolitos secundarios inhibitorios producidos por el
hongo antagonista y cuya sintesis fue inducida por la competencia en el enfrentamiento
dual con el hongo patégeno. Uno de los metabolitos inducidos fue identificado como acido
13 ox0-9,11-octadecadeinoico, el cual presenta un efecto negativo en la biosintesis de
beauvericina, una de las micotoxinas mas potentes producidas por F. oxysporum durante
la competencia con el endofito (Combés et al., 2012). Este resultado permite proponer un
escenario similar para el extracto fungico obtenido a partir del exudado de la cepa
antagonista Acremonium sp.4 (040) en el enfrentamiento dual contra Alternaria sp.1 (031)
en donde su efecto inhibitorio pueda deberse a la produccién de metabolitos secundarios

inducidos durante la competencia.

Es importante resaltar que fueron muchas las cepas aisladas de plantas asintomaticas

que no pertenecen al género Acremonium, como: Aspergillus niger, A. flavus, Curvularia
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sp.1, Curvularia sp.2 aff. eragrostidis, Stemphylium sp., que podrian ser consideradas
como patogenos latentes, causando enfermedad en la planta cuando ésta presenta
escases de nutrientes y condiciones de estrés (Redlin y Carris, 1996). Este estudio se
limitd a la evaluacion de las cepas endodfitas del género Acremonium, debido a nuestro
interés particular en este género como agente de control biolégico. Sin embargo, se
resalta la importancia de futuros estudios que abarquen las deméas cepas aisladas de
plantas asintoméaticas. Por otro lado, es importante cosiderar que, si bien se realizaron
evaluaciones antagbnicas in vitro con posibles cepas patégenas causantes de
enfermedad en plantas enfermas colectadas, no se confirmé que dichas cepas fueran las
principales causantes de los sintomas evidenciados en las plantas. Finalmente, es
importante destacar que los resultados que mostraron un efecto directo sobre el desarrollo
de cepas patégenas reconocidas como Alternaria spp., Curvularia spp., y Fusarium spp.

son promisorios.

Las cepas seleccionadas de cada especie, tanto patdgenas como posibles antagonistas,
fueron las que mostraron mejor desarrollo en los cultivos in vitro, con buena tasa de
crecimiento, pocos requerimientos de nutrientes en el medio, facil identificacion
taxondmica y viabilidad a largo plazo en medios de cultivo artificiales. Las cepas
seleccionadas podrian ser de utilidad en programas de biotecnologia y aplicaciones

agronomicas a futuro.

7.6. Consideraciones finales.

Los resultados in vitro no necesariamente indican lo que ocurre in planta. Sin embargo,
los resultados de estudios in vitro son muy Utiles para la identificacion de antagonistas
candidatos para el control biolégico. Estos estudios también permiten hacer conjeturas
sobre los mecanismos por los cuales estas cepas reducen los dafios causados por

patégenos.

Investigaciones adicionales respecto a los efectos de los enddfitos sobre el rendimiento
del hospedante, pueden generar aplicaciones Uutiles para el mejor desempefio de las
plantas. Los patdgenos solo representan una pequefia fracciébn de la micobiota en
gramineas (Sanchez-Marquez et al., 2012). Es necesario el estudio del efecto antagénico

de los hongos enddfitos, en el cual se analicen los efectos tanto in vitro como in planta.

80



Comprender el modo de accién por el cual los hongos simbidticos actian como
antagonistas es importante para su posible aplicacion en el control biolégico de plagas y
para la seleccion de los antagonistas mas eficientes (Golam y llag, 1999).

Los resultados obtenidos por cromatografia en capa delgada, permitieron realizar una
seleccion inicial de las cepas y los extractos con mayor potencial para ser aplicados en el
control biolégico. Estos estudios son de gran valor y representan la etapa preliminar antes
de realizar estudios y evaluaciones posteriores de las muestras de interés. La
identificacion de los metabolitos bioactivos responsables de la actividad antimicrobiana
observada serd realizada por medio de técnicas como cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) y cromatografia gaseosa acopladas a espectrometria de masa.

8. CONCLUSIONES.

1. Este estudio permiti6 demostrar que las especies de gramineas de Bromus
catharticus, B. biebersteinii, Paspalum dilatatum y P. notatum presentan
asociaciones con hongos enddfitos.

2. Las especies gramineas Festuca arundinacea y Lolium multiflorum de la zona
estudiada no presentaron asociacion simbi6tica con hongos enddfitos.

3. El género Acremonium es un género fingico cosmopolita distribuido en gramineas
tropicales, como Paspalum dilatatum y P. notatum, y en gramineas de zonas
templadas, como Bromus catharticus y B. bierbersteinii. Este género presenta
cualidades para el control biolégico de patdgenos fungicos en gramineas y para la
produccion de metabolitos bioactivos de interés industrial, medicinal vy
biotecnoldgico.

4. Este estudio sugiere que existe un namero siginificativo de especies fungicas
asociadas a pasturas nativas y adaptadas de la region sur de la provincia de Santa
Fe, las cuales pueden desempefiar diversos roles ecold6gicos en su asociacion
simbittica. Pueden comportarse como saproéfitos, patdgenos latentes, o como
hongos con potencial antagonista y productores de micotoxinas y compuestos
biol6gicamente activos. Siendo las especies pasturas P. dilatatum, P. notatum, B.
biebersteinii y B. catharticus, importantes reservorios de diversidad endofitica,

resulta relevante la conservacion a nivel regional y nacional de las especies de
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gramineas estudiadas, en particular, las especies Paspalum dilatatum y Bromus
catharticus.

Las cepas endofitas del género Acremonium spp. podrian ser buenos candidatos
para el control bioldégico de especies patégenas de pasturas como Alternaria
alternata, Alternaria sp., Curvularia clavata y C. pallescens. Sin embargo, el efecto
antibidtico encontrado varié de forma especie-especifica. Por este motivo, futuros
estudios in planta complementaria estos resultados y permitiria comprender con
mayor detalle el mecanismo involucrado en el efecto antagénico de las cepas
estudiadas.

Este proyecto ha permitido ampliar el conocimiento sobre las especies fungicas
asociadas a las especies vegetales estudiadas, aportando al listado de especies
endofitas asociadas a las especies de gramineas en Argentina. En particular, en lo
gue respecta a las posibles aplicaciones de las especies del género Acremonium.
Doce morfoespecies aisladas no han podido ser identificadas por analisis
morfolégicos, por lo que no fue posible incluirlas dentro de las especies enddfitas
descritas. Este hecho sugiere que estas morfoespecies pueden aportar al listado
de especies endofitas no reportadas asociadas a gramineas para la region y el
pais. Sera necesario un estudio posterior a nivel molecular para su caracterizacion
y correcta identificacion, asi como para confirmar la clasificacion de las especies
de los géneros enddfitos descritos mediante estudios morfolégicos.

Los resultados obtenidos con este estudio, resaltan el gran potencial de las
especies enddfitas aisladas. Las mismas representan nuevos recursos para
estudios que permitan obtener mas informacion sobre dicho potencial. Esta
caracterizaciéon involucra: i) estudios a nivel molecular y bioquimico sobre los
extractos fangicos obtenidos, ii) identificar los mecanismos implicados en la
interaccion planta-hongo enddfito de las especies estudiadas, vy iii) estudios in

planta de las cepas de Acremonium aisladas con potencial antagénico.
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Preparacion de medios de cultivo liguido para la obtencién de micelio y
extractos fungicos.

1.1. Medio liquido M102 (Protocolo de Bacon y White, 1994).

Este medio liquido permite la esporulacion y el crecimiento adecuado de hongos
enddfitos, para obtencién de micelio y conservacion de material fangico por tiempos
prolongados.

Materiales.
SacaroSa........cocvevuiiiiiiiiiiieaas 30g
Extracto de malta...................... 20g
Peptona bacterioldgica................ 29
Extracto de levadura................... 19

KCL e, 0,59
MgSO4. TH2O .o, 0,59
KHoPOu. .o, 0,59
Agua destilada.......................... 1000ml

Los enddfitos pueden ser inoculados en este medio y crecidos bajo agitacién y pueden ser
almacenados como cultivos estacionarios durante aproximadamente 6 meses. Para

almacenamiento se debe sellar con plastico para evitar evaporacion.

Observaciones: los cultivos de hongos endofitos obtenidos en este medio se pueden filtrar
con una gasa estéril y secar en estufa a 50°C para almacenamiento del micelio. También
se puede obtener el micelio mediante la separacion de liquido por centrifugacién a 10.000

rpm durante 15 min con temperatura de 8°C.
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1.2. Medio liquido SM (Protocolo de Bacon y White, 1994).
Dado que este medio de cultivo contiene factores de crecimiento, los hongos crecen
rapidamente. Es utilizado para inducir la produccion de metabolitos bioactivos.

Materiales.
Sorbitol..........cooiiiiii 100g
Glucosa.........ccoveieiienne. 409
Acido succinico................ 10g
KHoPO4 oo 19
MgSO,. 7THO....coenee 0.3g
Extracto de levadura............ 19
Tiamina- HCL..................... 19
Acido nicotinico................... 0.14mg
Pyrridoxina............c.coeuvunie 0.2 mg
DL-Triptofano...................... 0.8g

Elementos traza (solucion)*....5ml

Agua destilada..................... 1000ml

Los enddfitos pueden crecer en este medio utilizando como indculo un pequefio volumen

(1 ml) de cultivo obtenido en el medio M102.

*Para la preparacion de la solucién de elementos traza 1000mg/100ml: Acido citrico,
50mg; Fe (NH4)»(S0,),. 6H,0, 100mg; ZnSO,. 7H,O, 50mg; MnSO,. H,O, 0.05mg;
NaMoO,. 2H,0, 0.05mg; CuSO,. 5H,0 (pH 5,6).

Referencia: Bacon C and White J (1994). Biotechnology of Endophytic Fungi of Grasses.
CRC Press. USA. 212pp.
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Anexo 2. Descripcion taxondmicay morfoldgica de las especies de hongos
endofitos y patégenos aislados.

Género: Acremonium

Reino: Fungi

Phyllum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Sordariomycetes
Familia: Hypocreomycetidae
Incertade sedis.

Acremonium spp.: Las caracteristicas morfolégicas mas sobresalientes son hifas
septadas, fialides delgadas producidas en grupos o individuales, la conidia tiende a ser
unicelular, producida en cabezas mucoides con cadenas no conectadas, los conidios
pueden ser hialinos 0 melanisados pero las hifas generalmente son hialinas. Son hongos
de lento crecimiento con micelio aéreo algodonoso o aterciopelado que en ocasiones
tiende a verse muy humedo, con coloracién blanquecina a rosa palido y naranja. Al
anverso las coloraciones van desde rosa, pardo, ocre y tiende a oscurecerse en los

cultivos mas viejos (Summerbell et al., 2011).

1. Acremonium strictum (W. Gams), (nueva clasificacion: Sarocladium strictum). Cepas
039y 052.

Caracteristicas macroscopicas: Colonias de rapido crecimiento en medio agar PDA, de
aspecto humedo a viscoso, de color blanco, rosa o naranja claro, el reverso es de color
rosa a naranja o incoloro. Las colonias alcanzan los 2,5 cm de diametro en 10 dias a
20°C.

Caracteristicas microscopicas: conidiéforos simples, ocasionalmente ramificados, fialides
delgadas, hifas sumergidas y fasciculadas, conidiéforos agrupados en cabezas viscosas,
cilindricas a elipsoidales, hialinas, pocos caracteres diferenciales, no forma

clamidiosporas o esclerocios.
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Figura 1. Acremonium strictum, A. En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscopicas
(100x).

2. Acremonium sp.1 Cepas: 030, 032 y 057:

Caracteristicas macroscopicas: Colonias de textura algodonosa, con el centro elevado,
bordes con textura lisa, color blanco/rosa palido, reverso color crema, liso, 2,5-3 cm de
diametro a los 8 dias de cultivo, crecimiento lento, sin exudado.

Caracteristicas microscopicas: hifas tabicadas, hialinas, delgadas de pared lisa, se
evidencia material celular en el interior como pequefias granulaciones en tincion de Azul
de Metileno, conidia unicelular, solitaria 0 agrupada en cabezas mucoides, conidia

esférica, diminuta a 100x, pared lisa, hialina.

A. B.

Figura 2. Acremonium sp.1 A. En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscépicas (100x).
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3. Acremonium sp.2 Aff. kiliense (Gritz) (nueva clasificacién: Sarocladium Kkiliense).
Cepa 064.

Caracteristicas macroscoépicas: Las colonias alcanzan los 35-40 mm de diametro luego de
12 dias en medio de cultivo. El color del micelio varia dependiendo del medio de cultivo
utilizado. En medio PDA el micelio es poco elevado y varia de un color blanco a salmén y
en el anverso es de color salmén. Después de un mes de cultivo el color en el anverso se

vuelve mas intenso cambiando de color ocre a marron.

Caracteristicas microscopicas: Las hifas son de paredes delgadas, hialinas entre 0,5-1,5
um de ancho, presenta células conidiogenas filidicas solitarias, ocasionalmente en
conidiéforos ramificados de 30-60 um de largo por 1,5-2 um de ancho en la base
estrechandose hasta 0,5-1 um en el apice, las fialides son cortas, sin septo basal, se
forman en cultivos sumergidos de agar, los conidios son producidos individualmente, en
las puntas de las fialides y se agregan en cabezas viscosas, elipsoidales a cilindricas, de
rectas a ligeramente curvadas, clamidiosporas intercalares o terminales, separadas y

ocasionalmente en cadenas cortas.

A. B. C.

Figura 3. Acremonium sp.2, aff. Kiliense (064). Ay B. En medio agar PDA (8 dias). C. Estructuras
microscopicas (100x)

4. Acremonium sp.3 Cepa 033.

Caracteristicas macroscoOpicas: Colonias de lento crecimiento, textura algodonosa
superficial, bordes irregulares, color blanco, reverso del mismo color y en cultivos viejos
tiende a ser de color beige con algunas lineas de color café claro, 1,5-2,5 cm de diametro
a los 7 dias de cultivo, sin exudado.
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Caracteristicas microscépicas: hifas hialinas, delgadas de pared lisa, fialides cortas,
terminaciones en punta, conidiéforos agrupados no conectados, conidias abundantes,

esféricas, diminutas, hialinas, pared lisa.

A. B.

Figura 4. Acremonium sp.3 A. En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscopicas(100x).

5. Acremonium sp.4 Cepas: 040 y 051.

Caracteristicas macroscoépicas: Colonias de lento crecimiento, textura vellosa, bordes
irregulares, color blanco, reverso de color café claro, con arrugas se oscurece con el

tiempo, 2-4 cm de diametro a los 15 dias de cultivo.

Caracteristicas microscopicas: hifas hialinas, delgadas, pared lisa, fialides alargadas,
delgadas, pared lisa, conidi6foros agrupados no conectados, conidias abundantes, de
ovoides a alargadas, hialinas, pared lisa, presenta exudado y cambio de color del medio

PDA en presencia de otras cepas fungicas en cultivos duales.

A. B.

Figura 5. Acremonium sp.4 A. En medio agar PDA (10 dias). B. Estructuras microscépicas (100x).
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6. Acremonium sp.5 Cepas: 053, 056 y 058.

Caracteristicas macroscopicas: Colonias de textura algodonosa, centro elevado, color

blanco, reverso de color crema-beige, liso, 2,5-35 cm de didmetro a los 8 dias de cultivo.

Caracteristicas microscopicas: hifas hialinas, delgadas, pared lisa, fialides cortas,
delgadas en la base gruesas, pared lisa, conidias solitarias o agrupadas, esféricas,
hialinas, pared lisa, diminutas a 100x, formacion de clamidiosporas, hifas simples no

ramificadas.

Figura 6. Acremonium sp.5 A. En medio agar PDA (14 dias). B. Estructuras microscépicas (100x).

7. Acremonium sp.6 Cepas: 054 y 073.

Caracteristicas macroscoépicas: Colonias irregulares de textura algodonosa, ramificado,
micelio poco elevado, de color blanco, reverso del mismo color, apariencia himeda, 8 cm

de didmetro en 10 dias de cultivo en medio PDA.

Caracteristicas microscopicas: hifas hialinas, delgadas, pared lisa, conidi6foros
ramificados las fialides cortas, con septo basal, los conidios esféricos hialinos, agrupados
en las puntas de las fialides y se agregan en cabezas viscosas cilindricas, observacion de

clamidiosporas intercalares o terminales, separadas y ocasionalmente en cadenas cortas.

107



Figura 7. Acremonium sp.6 A. En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscépicas (100x).

8. Acremonium sp.7 Cepas: 074, 050 y 055.

Caracteristicas macroscopicas: Colonias de textura vellosa, bordes irregulares, color
blanco a crema, reverso de color café claro, liso, se oscurece con el tiempo, 3,5-5,0 cm de

diametro a los 10 dias de cultivo.

Caracteristicas microscopicas: hifas hialinas, delgadas, pared lisa, fialides alargadas,
delgadas, pared lisa, conidioforos agrupados, conidias de ovoides a alargadas, hialinas,

pared lisa.

Figura 8. Acremonium sp.7 A. En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscopicas (100x).
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Género: Alternaria

Reino: Fungi

Phyllum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae

Alternaria spp.: Colonias efusas, generalmente de color gris, marrén o pardo oscuro. El
micelio puede estar sumergido en el medio o tener alguna parte superficial, las hifas
pueden ser incoloras, olivAceas, marrones. El estroma esta raramente formado,
conidiéforos macronematosos, mononematosos, simples o irregulares y poco ramificados,
de color marron pdlido a marron, solitarios o en fasciculos, células conidibgenas
integradas, con conidios con septos transversales y longitudinales conocidos como
dictiosporas, de color pardo, originados por el brote apical de una célula conidiégena o de
la espora anterior, dando lugar a una cadena que suele ramificarse si una espora produce
mas de un brote (Mycobank, 2012).

9. Alternaria alternata (Fr.) Keissl, Cepa 046.

Caracteristicas macroscoépicas: colonias de rapido crecimiento (3 a 4 dias), vellosas, de
color gris al inicio, oscureciéndose con el tiempo adquiriendo coloraciones que van del
pardo al negro, mas oscuras al centro de la colonia con bordes mas claros, reverso de
color negro a grisaceo, las colonias alcanzan 4,5cm de didmetro en medio PDA, de

apariencia algodonosa.

Caracteristicas microscopicas: conidioforos simples, tabicados, en el extremo conidios
muriformes de color pardo, con septos transversales y verticales de disposicién irregular,
generacién de nuevos conidios por germinacion de la célula apical, formandose largas

cadenas de 10 o mas conidios.
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Figura 9. Alternaria alternata (046). A. En medio agar PDA (10 dias). B. Estructuras microscopicas
(100x), observacion de conidioforos y conidios en cadena.

10. Alternaria raphani (J.W. Groves & Skolko). Cepa 001.

Caracteristicas macroscépicas: micelio poco elevado, ramificado, de aspecto poroso-
granulado, de color pardo-grisaceo, colonias de 2,5-3cm de diametro, rapido crecimiento

(5 dias), reverso pardo-oscuro.

Caracteristicas microscoépicas: conidiéforos simples y ocasionalmente ramificados,
septados, de color olivhceo-café, de hasta 150um de longitud y de 3-7um de espesor,
algunas veces hinchados ligeramente en la punta, y usualmente con un poro germinal. La
conidia generalmente en cadenas de 2-3, derecha o ligeramente curva, de ovalada a
elipsoidal, de dorada oscuro a olivaceo- café, suave o pocas granulaciones, presenta de
3-7 septos transversales, de 50-130 (70) um de ancho en la parte mas amplia.
Clamidosporas formadas abundantemente en cultivos, en ocasiones en cadenas al
principio uniceluladas redondas y finalmente multicelular e irregulares, de color café, los
conidiéforos a menudo se desarrollan de estas clamidosporas.

A. B.

Figura 10. Alternaria raphani (001). A. En medio agar PDA (8 dias). B. Estructuras microscopicas (100x).
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11. Alternaria brassicicola (Schwein) Wiltshire. Cepas: 010 y 019.

Caracteristicas macroscopicas: micelio de color marrén-pardo intenso poco elevado,
granulado y ramificado a los bordes. Rapido crecimiento, sin produccién de exudados,
colonias alcanzas los 5-7 cm de diametro en medio PDA.

Caracteristicas microscépicas: Conidios entre cortos, amplios- ovoides, de 35-40 x 18-20
micras, los cuales tienen de 3 a 4 septos transversales, dos de los cuales son ligeramente
estrechos alrededor de un segmento transversal central amplio caracteristico que
contiene un solo longisepto. El color de los conidios en aislamientos tipicos siempre es
oscuro con tonalidades de color marrén oscuro, que son particularmente mas evidentes

en las paredes y septos.

A. B.

Figura 11. Alternaria brassicicola. A. En medio agar PDA (8 dias). B. Estructuras microscopicas
(100x).

12. Alternaria sp.1 Cepas: 013, 014, 031y 035.

Carcteristicas macroscopicas: colonias de aspecto afelpado, aterciopelado, poco elevado,
sumergido, de color pardo, marrén oscuro, rapido crecimiento 5,5-7,5 cm de diametro (7
dias), aspecto humedo, borde irregular, cambio de color del medio en medio PDA, reverso

color café con tonalidades ocre y pardas.

Caracteristicas microscoépicas: hifas septadas, gruesas, pared gruesa, con tabiques,
ramificadas, coloracién olivacea, conidiéforos macronematosos y mononematosos, color
marrén, solitarios, con células conidégenas integradas, conidios de color olivaceo, con
tres septos transversales y un septo longitudinal, no se observa poro apical o germinal, no

se observan cadenas de dictiosporas.
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Figura 12. Alternaria sp.1 A.En medio agar PDA (15 dias). B. Estructuras microscépicas (100x).

13. Alternaria sp.2, aff. cheiranthi (Lib.) P.C. Bolle. Cepa 018.

Caracteristicas macroscopicas: colonias de rapido crecimiento 5-7cm de didmetro en 8
dias en PDA. Color gris claro con bordes méas oscuros, poco elevado, con micelio aéreo

ramificado-algodonoso, reverso pardo- oscuro algunas arrugas.

Caracteristicas microscopicas: los conidiéforos surgen de manera simple o en grupos,
generalmente simples pero algunas veces ramificados, derechos a ligeramente curvos,
septados, color olivaceo pdlido, a menudo hialinos al apice, sin ornamentaciones o
granulaciones, de 130 um de longitud y 5-8 um de ancho un poro terminal germinal simple
al comienzo pero al final tienen a presentar 4 poros o cicatrices de germinacion. Los
conidios son generalmente solitarios, raramente en cadenas de 2,3 0 mas, de diversas
formas, a menudo piriformes, ovoides 