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1. RESUMEN

Los endofltos fúngicos proveen a muchas especies de gramíneas de una protección biológica

frente a factores bióticos y abióticos, que incrementa su productividad.

Los endofltos del tipo Neotyphodium son asexuales, sistémicos y no patogénicos, mientras

que sus parientes más cercanos son especies sexuales del género Epich/oé (Familia

Clavicipitaceae, Orden Hypocreales) que causan una enfermedad conocida como “Choke”. Se

cree que los endofltos asexuales han evolucionado directamente a partir de especies

sexuales de Epich/oe'o por medio de hibridizaciones inter-específicas entre distintas especies

de Epich/oe'y/o Epich/oéy Neotyphoa’ium.

En el presente trabajo, reportamos el origen evolutivo de endofitos Neotyphodium aislados

de diversas poblaciones de 10 pastos nativos de Argentina, y los comparamos con especies

tanto sexuales como algunas asexuales de hospedantes nativos de otros continentes.

Las relaciones entre los endofltos aislados de gramíneas nativas y también con especies de

Epich/oe'fue estimada por análisis filogenéticos basados en secuencias de la porción variable

(principalmente ¡ntrones) de los genes de B-tubulina (tubZ) y el factor de elongación de la

traducción 1- a (tefJ). Fueron analizados los caracteres morfológicos de los endofitos que

mostraron afinidad filogenética.

Los análisis filogenéticos revelaron que Ia mayoria de los endofitos son híbridos inter­

específicos para ambos genes, derivados de dos especies de Epich/oé. E. festucae y E.

typhina. Varios aislamientos de distintos hospedantes resultaron cercanamente relacionados

con Neotyphodium temb/aderae, previamente analizado filogenéticamente a partir de una

gramínea nativa, Poa hueca.

Es interesante destacar que un endofito de Ph/eum commutatum fue aparentemente

derivado a partir de un evento de doble hibridización que involucra al menos tres genotipos

distintos (E. bacon/l; E. amaril/ans y E. typnina). Este endoflto particular podría ser

considerado una nueva entidad taxonómica.

Además de los organismos híbridos, se encontraron endofltos en algunas plantas de Bromas

setifa/ius que resultaron ser, aparentemente, no híbridos; es decir, contaron solamente con

una copia de cada gen.

Nuestros resultados indican que la hibridación inter-específica podría ser un mecanismo

importante y común en Ia generación de variabilidad genética en endofltos Neotyphod/‘umde

Argentina.

Agustina Gent/le
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1.1 ABSTRACT

Seed-borne fungal symbionts (endophytes) provide many cool-season grass species with

biological protection from bíotíc and abiotic stresses together with an increase in

productivity. Neotyphodium endophytes are asexual, systemic and nonpathogenic, whereas

closely related sexual species of genus Epich/oé (family Clavicipitaceae, order Hypocreales)

cause grass choke disease. It seems that asexual endophytes have evolved directly from

sexual Epich/aé species or by inter-specific hybridization between different species of

Epich/oé and/or Epich/oéand Neotyphodium.

In the present work, we report on the evolutionary origins of Neotyphodium endophytes

from several populations of 10 different native hosts ¡n Argentina, and compare them with

the sexual and some asexual species from hosts native to other continents.

Relationships among these fungi and with Epich/aé species were estimated by phylogenetic

analysis based on sequences from variable portions (mainly introns) of genes for B-tubulin

(tubZ) and translation elongation factor 1-oL(tefl). Some morphological characters of the

endophytes that showed phylogenetic affinities were analyzed.

Phylogenetic analysis revealed that most of the endophytes were inter-specific hybrids from

two different species of Epich/oé: E, festucae and E. typhina. Several isolates from different

hosts were closely related to Neotyphoa’ium temb/aa’erae, previously described from the

Argentinian grass, Poa hueca. It worth noting that an endophyte of Ph/eum commutatum

was apparently derived from two hybridization events involving three different genotypes.

This particular endophyte could be considered a distinct taxonomic entity. In addition to the

apparent hybrids, we found likelynon-hybrid endophytes ¡n some plants of the grass Bromas

setifo/ius.

Our results indicate that inter-specific hybridization may be a common and important

mechanism for genetic variation in Neotyphodium endophytes from Argentina.

Parte de los resultados que se presentan en esta tesis han dado origen a Ia siguiente
publicación:

- Origin, Divergence and Phylogeny of Epichlaé’Endophytes of Native Argentine Grasses.

Molecular Phylogenetics and Evolution. En prensa. Gentile, A., Rossi, M. S., Cabral, D.,

Craven, K. D. & Schardl, C. L.

Agustina Gent/ie
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2. INTRODUCCION

2.1 Prólogo

Darwin fue el fundador de Ia teoria moderna de la evolución. Aunque no fue el

primero en proponer que los organismos evolucionan, o cambian, a Io largo del tiempo, fue

el primero en acumular evidencias que apoyaron esta idea y en proponer un posible

mecanismo por el cual podria ocurrir la evolución.

Hoy en dia los biólogos modernos están convencidos, por la vasta evidencia

acumulada, que la Tierra tiene una larga historia y que todos los organismos vivos,

incluyendo al hombre, surgieron en el curso de Ia historia de formas anteriores mas

primitivas. Esta evidencia acumulada está formada por una trama llena de datos del pasado

y del presente, provenientes de estudios sistemáticos, anatómicos, fisiológicos, bioquímicos,

patrones de desarrollo y de comportamiento. Más recientemente, se agregó la información

que contienen las moléculas de ADNque constituyen los cromosomas.

En este trabajo de tesis se estudia la simbiosis que se establece entre hongos

asexuales del género Neotyphodium y gramíneas nativas de Argentina. Una simbiosis es una

asociación intima, y a largo plazo, entre organismos de especies diferentes (Curtis y Barnes

1993). Los sistemas hongos-autótrofos, particularmente aquellos con características

mutualistas como las micorrizas, endofitos y Iíquenes, han contribuido tanto a la teoría

simbiótica de la evolución como a las hipótesis sobre el origen y evolución de las plantas

terrestres (Margulisy Sagan 1995). Las relaciones simbióticas prolongadas pueden dar como

resultado cambios evolutivos profundos en los organismos que intervienen.

Durante los últimos 20 años, se ha puesto en evidencia una interacción simbiótica

ampliamente distribuida entre gramíneas y hongos, denominados endofitos fúngicos (Clay y

Schardl, 2002). Estas interacciones exhiben varias caracteristicas únicas no encontradas en

otro tipo de simbiosis entre plantas y microorganismos. Varias gramíneas de importancia

como pasturas y forrajes, son hospedantes corrientes de estos hongos. La colonización ha

ocasionado consecuencias importantes para los herbívoros y para la biología de los pastos,

originando intensas investigaciones en todo el mundo. Recientes avances en la sistemática,

genética, química, ecologia, evolución y biología molecular de estos endofitos ha permitido

contar con una nueva perspectiva de esta interacción. Los estudios de Ia asociación entre

endofitos y gramíneas ofrece un acercamiento a varios problemas generales en la evolución

de la simbiosis y de las relaciones infecciosas.

Agusüna Gent/le
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2.2 ¿Qué es un endofito fúngico?

‘EI termino “endofito” es un término genérico, de ubicación espacial, que define a

cualquier organismo que vive dentro de una planta, contrariamente a “epifito” que se refiere

al que vive en Ia superficie de las mismas.

Los endofitos fúngicos son hongos sistémicos, asociados con los tejidos aéreos de las

plantas. Se encuentran presentes en un amplio rango de hospedantes, como plantas

superiores, algas y briofltas. Un grupo particular y de mucha importancia es eI de los

endofitos de gramíneas. En este caso crecen intercelularmente en el tejido vegetal, con sus

hifas paralelas al eje longitudinal de la planta, convolutas o lineales, e invaden los óvulos y

semillas durante la floración del hospedante. Se desarrollan en asociación con Ia capa de

aleuronas, donde permanece latente hasta la germinación (Schardl y Phillips, 1997, Clay y

Schardl, 2002). El crecimiento es usualmente lento y con abundante biomasa de micelio en

relación al tejido del hospedante, si lo comparamos con el otro tipo de endofitos fúngicos

que se conocen (Carroll 1988). Se transmiten verticalmente a la siguiente generación de

hospedantes por medio de la semilla (White, 1987). La relación simbiótica entre ellos es

conocida como mutualismo constitutivo, ya que el hongo provee a la planta de potentes

toxinas antiherbívoro que beneficia al hospedante y además está siempre presente en las

líneas reproductivas de los mismos (Carroll 1988).

Estos endofitos y sus plantas hospedantes comparten una relación mutualista donde

el endofito se provee de nutrientes, particularmente carbohidratos, de un medio de

propagación a través del hospedante y de un hábitat seguro que los protege de los

predadores y de la competencia con otros microorganismos. Se ha determinado en

numerosos ensayos de campo, vivero y laboratorio, que el hospedante se beneficia en esta

interacción con la protección ante un número importante de factores estresantes, bióticos y

abióticos, que incluyen efectos antiherbívoro, mamíferos e insectos (Bacon et al., 1977;

Fletcher y Harvey, 1981), resistencia a enfermedades (Gwin y Gavin, 1992), y a condiciones

de estrés hídrico (Arachevaleta et al., 1989). Estas asociaciones gramínea-endoflto

disminuyen la presión de pastoreo sobre las gramíneas por parte del ganado que los

consume, ya que muchos pastos con endofltos son tóxicos (White 1987; White 1994).

También se los ha podido relacionar con el incremento del tamaño de la planta, peso seco y

fotosíntesis como así también con una mayor resistencia a nematodes (Clay, 1988; Cheplick

y Clay, 1988).

Las plantas de Festuca alta (Festuca arundinacea Sreb.) infectadas con el hongo

endofítico Neotyphodium coenophia/um Glenn, Bacon et Hanlin (=Acremonium coenophia/um

Morgan-Jones et Gams) son perjudiciales para mamíferos herbívoros que se alimentan de

ellas (Schardl y Phillips, 1997). Algo similar ocurre con el rye-grass perenne (Lo/¡umperenne

Agustina Gent/le
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L.) infectado con N. /o//i Latch, Christensen et Samuels (Schardl, 1996). En ambos sistemas

los alcaloides producidos por los endofitos son los que causan, en el ganado que los

consume, sintomas que van desde elevada temperatura, reducción de la alimentación y de

fertilidad, necrosis, vasoconstricción, gangrena y, dependiendo del dosaje y las condiciones

ambientales, hasta la muerte (Raisbeck et al., 1991).

Los pastos infectados contienen una variedad de alcaloides que no presentan

aquellos no infectados, entre los que se encuentran los alcaloides del ergot, lolinas, lolitrems

y peraminas (Clay y Schardi, 2002). La toxicidad de los alcaloides del ergot (ergotismo) es

conocida desde mucho tiempo atrás, producidos por C/aviceps spp (Groger 1972) y muchos

de ellos tienen aplicaciones farmacéuticas.

El genotipo de Ia planta, el tipo de tejido, la estación de año, y otras condiciones

ambientales abióticas pueden influir en la concentración de los alcaloides en la planta (Clay y

Schardi, 2002). Belesky y colaboradores en 1988 encontraron que Ia concentración de

alcaloides del ergot en el campo fue mayor en primavera y en otoño, mientras que existió un

marcado descenso de su concentración a mediados del verano. También Lyons y col. (1986)

comunicaron un aumento de la concentración de los alcaloides del ergot en plantas de

festuca alta creciendo en vivero con suministro de fertilización nitrogenada. El nivel de

fósforo disponible en el suelo también podría influir en la concentración de los alcaloides en

el hospedante (Arachevaleta et al, 1992).

Siegel y col. (1990) encontraron que la peramina estaba presente en Ia mayon'a de

los endofitos que infectan pastos seguidos por los alcaloides del ergot (50%), lolinas (35%)

y lolitrems (10%). Estos últimos son los responsables de los temblores experimentados por

animales que pastorean Lo/iumperenne (Raisbeck et al., 1991). Los genes de los alcaloides

en los endofitos fúngicos ya han sido identificados en algunas gramineas infectadas

domesticadas (Wilkinson et al., 2000; Faeth et a|., 2002). Spiering y colaboradores (2002)

informan el hallazgo de los genes asociados a Ia expresión de lolinas por el endoflto

Neotyphodium uncinatum.

Dentro de Ia familia CIavicipitaceae se diferencian 3 tribus: CIavicipieae, Balansieae y

Cordycipeae. Esta última incluye patógenos de insectos y de hongos, mientras que

CIavicipeae involucra solamente especies del género C/aviceps, parásitos especializados de

las flores del hospedante, donde los óvulos son reemplazados por esclerocios fúngicos

(Schardl et a|., 1991). Dentro de la tribu Balansieae se reconocen 2 grupos de endofitos en

gramineas, aquellos con ciclo de vida completo (sexual y asexual) y los del ciclo de vida

incompleto (asexual) que se ubican dentro del género-forma Neotyphodium Glenn, Bacon et

Hanlin de los Deuteromycetes. Las fases asexuales de los organismos con ciclo completo

tienen caracteristicas morfológicas que permiten ubicarlos también como pertenecientes al

Agustina Gent/ie
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género Neotyphodium (Tsai et al., 1994). El primer grupo forma un estroma que determina

una infección patogénica conocida como “choke disease”. En el segundo en cambio, la

planta no presenta síntomas externos de infección durante su ciclo de vida, pero los

cariopses y las plantas están infectados con mícelio del hongo.

Se considera que los endofitos asexuales son estados anamórficos de Ia forma

perfecta Epich/oéque perdieron la capacidad de reproducirse sexualmente. Está firmemente

documentado mediante análisis de datos principalmente de índole molecular, que los

endofitos Neotyphoa’iumhan evolucionado a partir de especies de Epichloe (Schardl et al.,

1994; Tsai et al., 1994; Moon et al., 2000; Craven et al., 2001a; Moon et al., 2002).

2.3 Híbridos fúngioos

Actualmente se ha hipotetizado sobre la existencia de dos procesos evolutivos

importantes que podrían haber sido los responsables de la formación de las especies de

Neolyphodium. EI primero es la evolución a partir de una sola especie de Epich/oéá hacia la

perdida de Ia reproducción sexual (Schardl et al., 1997; Moon et al., 2002). N. lol/i y N.

typh/‘nunvar canariense Moon et al., parecen haber evolucionado de esta manera a partir de

E. festucae Leuchtrnann et al (Schardl et al., 1991; Leuchtrnann et al., 1994) y de E. typhina

(Pers.:Fr.) Tul (Moon et al., 2000) respectivamente.

El segundo patrón de evolución de los endofitos Neotyphod/Z/m implicaría la

hibridación inter-específica de distintos linajes de Epich/oé y/o de Epich/ae' y Neotyphodium

(Schardl et al., 1994; Tsai et al., 1994; Moon et al., 2000; Craven et al., 2001a; Moon et al.,

2002). Las evidencias suministradas por los datos moleculares, sugieren que la mayoría de

los hospedantes son infectados solamente por endofitos de un único genotipo (Kover et al.,

1997; Meijer y Leuchtmann, 1999). Sin embargo pueden ocurrir multiples infecciones y esto

podría posibilitar una hibridación fúngica (Schardl et al., 1994; Tsai et al., 1994).

Los distintos linajes híbridos en un mismo hospedante son fácilmente reconocidos por

la presencia de múltiples copias génicas usando técnicas como las de isoenzimas, análisis de

microsatélites y Southern blot (Leuchtrnann y Clay 1990; Schardl et al., 1994; Moon et al.,

1999). También es posible reconocerlos mediante análisis filogenéticos en base a la

secuencia de genes ortólogos. El origen de varios endofitos híbridos ha sido dilucidado

mediante la utilización de este tipo de análisis (Schardl et al., 1994; Tsai et al., 1994; Moon

et al., 2000; Craven et al., 2001a, Moon et al., 2002), por ejemplo el origen de N.

coenophia/um infectando F. aruna’inacea (Tsai et al., 1994) y el de N. uncinatum Gams et al

asociado con Lo/iumpratense (Craven et al., 2001a).
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2.4 ¿Antagonistas o mutualistas?

‘Los primeros trabajos sobre la biología de estos hongos datan de Ia década del '30 y

’40 aunque a principios del siglo pasado Freeman comunica la presencia de un hongo en el

cariopse de Lo/¡um temu/entum (Freeman 1904, Sampson 1933; Neill 1940; 1941). Hacia

finales de los años 70 vuelven a recibir atención cuando son relacionados con enfermedades

del ganado de gran importancia económica.

Bacon y colaboradores (1977), estudiaron plantas de Festuca arund/nacea (Festuca

a/ta) que se presumía eran la causa de la enfermedad conocida como festucosis,

estableciendo, por primera vez la correlación entre el endofito y la toxicidad del pasto (Bacon

et al., 1977; Fletcher y Harvey, 1981).

Las asociaciones Festuca arund/‘nacea - endofito y Lo/¡umperenne - endoflto han sido

las más estudiadas y se las ha considerado modelos de simbiosis mutualista. Una vez que la

simbiosis se ha establecido, el hongo y el pasto no se vuelven a separar y por eso, también

se los ha descripto como mutualistas obligados (Bacon y Hill,1996).

Las plantas hospedantes infectadas con endofitos no parecen exhibir ningún tipo de

respuesta defensiva a pesar de Ia extensa ramificación de las hifas creciendo a través de los

tejidos de la planta. Los endofitos no producen haustorios y no causan daño a las células

vegetales, y sólo penetran el apoplasto. Sin embargo, inoculaciones cruzadas de plántulas

con endofitos aislados de distintas especies de hospedantes, pueden inducir una muerte

celular localizada, típica reacción a organismos patogénicos (Koga et al., 1993). Se asume

que el hongo se nutre de macro y micromoléculas que circulan en la matriz intercelular,

aunque podría haber mecanismos desconocidos que aporten nutrientes al apoplasto de

manera más activa (Lindstrom y Belanger, 1994).

Como podemos observar, los endofitos fúngicos en gramíneas mantienen diferentes

grados de interacción con sus hospedantes, desde el antagonismo al mutualismo. El efecto

mutualista o antagonista está directamente relacionado con el ciclo sexual. El grado al cual

se expresa el ciclo sexual varía desde 100% de esterilización del hospedante hasta el 100%

de transmisión por medio de Ia semilla, donde el hospedante no pone en riesgo su

transferencia a la próxima generación (Moon et al., 2002). Las asociaciones endofito­

hospedante han sido clasificadas en 3 tipos, basándose en el nivel de expresión del estroma

(White 1988). Las especies antagonistas extremas son aquellas que no permiten la

producción de semillas por parte del hospedante y además son transmitidas de manera

horizontal (tipo I White 1988). Los endofitos mutualistas son aquellos hongos asexuales de

transmisión solamente vertical que no afectan la producción de semillas del hospedante

(tipo III White 1988). Otras especies de Epich/oé son llamadas simbiontes pleiotrópicas ya
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que presentan ambos efectos, siendo transmitidos tanto vertical como horizontalmente

(Itipo ‘n White 1988) (Schardl et al., 1997).

Sin embargo, aún en antagonistas extremos, se ha podido comprobar una interacción

mutualísta. La pérdida de la reproducción sexual de Ia planta derivari'a la energía hacia el

aumento de crecimiento, el tamaño y Ia supervivencia de los hospedantes. De esta manera,

siempre parece haber un componente altamente beneficioso para la planta que permite

considerar a los endofltos mutualistas en sentido amplio (Clay 1990).

Schardl y colaboradores (1997) comunicaron que la mayoría de las especies

simbiontes pleiotrópicas coevolucionan con sus hospedantes y que están adaptadas a ellos.

Esta simbiosis ocasiona un menor costo al hospedante en relación a la fecundidad, y provee

al simbionte de 2 alternativas de diseminación: una transmisión vertical altamente eficiente

que asegura Ia diseminación (Siegel et a|., 1984) mientras que la transmisión horizontal le

permite al hongo explorar grupos de pastos de especies distintas (Schardl et a|., 1997). A

pesar de que la transmisión vertical podn'a por sí sola promover una coespeciacíón

hospedante-endofito, las especies estrictamente asexuales no parecen haber coevolucionado

con sus pastos hospedantes (Clay y Schardl, 2002). La razón es que la propagación clonal no

es sustentable a largo plazo evolutivo a menos que Ia acumulación de mutaciones deletéreas

(Muller's ratchet) (Muller 1964) que semejante proceso conlleva, sea contrarrestada por la

parasexualidad mediante la hibridación inter-específica. Este último es un fenómeno

corn'ente entre los endofitos asexuales (Schardl et al., 1994; Tsai et a|., 1994; Craven et a|.,

2001a; Moon et al., 2002).

2.5 Ciclode vida. Tipos de reproducción

Las infecciones de los endofitos de ciclo completo como las del género Epich/oé son

de larga duración y sistémicas, persisten durante todo el ciclo de vida de Ia planta y

presentan una fase sexual y otra asexual (Figura 1).

Durante el ciclo sexual, el hongo se desarrolla intercelularmente de manera

asintomática y emerge en forma de estroma que rodea a las inflorescencias inmaduras,

interrumpiendo la reproducción sexual de Ia planta. Este es el único signo macroscópico de

la infección. Sobre el estroma se desarrollan espermacios y como son organismos haploides,

heterotálicos bipolares, la fertilización se produce por la transferencia de estos sobre la cepa

compatible. Esto se realiza por medio de moscas del género Botanopi/a spp. (ex Phorbia)

(Kohlmeyer y Kohlmeyer, 1974; Bultman y White, 1988; Bultman et a|., 1995), que se

alimentan del estroma sobre los que depositan sus huevos, transfiriendo de este modo los

espermacios. Se ha demostrado que estas moscas forman una asociación tan estrecha con el

hongo, que son necesarias para la formación de sus estructuras de reproducción sexual.
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Parece que Botanopi/a es un vector primario de los espermacios de Epich/oe'y que el modo

de transferencia sería a través del sistema digestivo de la misma (Bultman et al., 1995).

Parece existir una relación entre Ia cantidad y frecuencia de peritecios y el deposito de

huevos. En aquellos estromas donde fueron depositados huevos, se produjeron mayor

cantidad de peritecios y mas frecuentemente que en aquellos donde no se depositaron

(Bultman et al., 1995).

El resultado final es Ia formación, en los peritecios, de ascosporas flIiformes que son

expulsadas, de manera activa al medio ambiente para infectar nuevas plantas. Se cree que

germinan produciendo ciclos de conidiación y estós conidios infectarían las inflorescencias en

desarrollo y posteriormente los cariopses (Tsai et al., 1994).

Durante el ciclo asexual las hifas también crecen intercelularmente en el parénquima

del hospedante e invaden los meristemas florales para colonizar por último el can'opse. De

esta manera el hongo tiene asegurada su transferencia a la siguiente generación. En este

ciclo de vida reducido el hongo es estrictamente endofitico y su transmisión es vertical a

través de su hospedante exclusivamente. Este sistema es muy eficiente, encontrándose

hasta un 100% de semillas infectadas en las plantas hospedantes (Siegel et al., 1984).
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Hifas del endofito creciendo intercelularmente

CHOKE DISEASE

Fiálides y conidios de un endofito asexual
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Ciclode vida de un endofito

semilla
infectada

invasión del
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Figura 1. Esquema que muestra el ciclo de vida completo del endofito Epich/oé festucae y
su planta hospedante, Festuca rubra. Extraido de Schardl et a|., 1997, con modificaciones.
Gentileza de Iannone, 2003.
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2.6 Clasificación y Sistemática

Basándose en similitudes de estudios in vitro, Morgan-Jones y Gams (1982) describen

a las especies de endofitos anamórflcos utilizando la morfología de las colonias, de los

conidios y de las células conidiógenas. Ubicaron estos endofitos dentro del género

Acremonium creando la sección A/bo-/anosa para aquellos que presentaban crecimiento

lento, con colonias blancas a amarillentas, flálides solitarias y delgadas en la base, conidios

hialinos y con teleomorfos dentro de Ia familia Clavicipitaceae. Reconocieron 7 especies:

Acremonium chisosum White et Morgan-Jones, A. coenaphia/um Morgan-Jones et Gams, A.

huerfanum White, Cole et Morgan-Jones, A. /o//i Latch, Christensen et Samuels, A. starri

White et Morgan-Jones, A. typhinum White et Morgan-Jones y A. uncinatum Gams, Petrini et

Smith.

Debido a Ia alta heterogeneidad del género y a que es morfológicamente muy

cosmopolita (Glenn et al, 1996), esta clasificación basada exclusivamente en caracteres

morfológicos provocó desacuerdos en la comunidad cientifica, aludiendo la falta de un

criterio filogenético para su agrupamiento. Por esto, Glenn y col. en 1996 realizaron estudios

de secuenciación del ADN ribosomal 185 y posteriores análisis filogenéticos. Esto dio como

resultado la transferencia de estas especies anamórficas al nuevo género Neotyphodium

Glenn, Bacon et Hanlin (del griego neos = nuevo + Typhoa‘ium= nombre del género original

dado por Linken 1826). Ellos cambiaron el género de las 7 especies descriptas por Morgan­

Jones y Gams en 1982 y también el de A. chi/ense descripto por Morgan-Jones, White y

Piontelli en 1990.

En los últimos años, los avances en las técnicas moleculares y bioquímicas han

permitido estudios de carácter evolutivo y sistemático. La posibilidad de estudiar proteínas y

el ADNaumenta la cantidad de caracteres a evaluar y permite realizar estudios poblacionales

y establecer relaciones filogenéticas con mayor precisión.

Hasta el momento han sido descriptas un total de 14 especies dentro del género

Neotyphoa’ium, 6 especies nuevas además de las descriptas previamente por Glenn y col.

(1996). La mayoría de estas nuevas especies fueron analizadas por medio de estudios

morfológicos, isoenzimáticos y moleculares (Leuchtmann, 1994; Cabral et al., 1999; Schardl

y Leuchtmann, 1999; Moon et al., 2000; Craven et al., 2001a; Moon et al., 2002). Se

reconocieron:

N. australiense Moon et Schardl

N. aotearoae Monn, Mileset Schardl

N. me/icico/a Moon et Schardl

N. occu/tans Moon, Scott et Christensen

N. Siege/ii Craven, Leuchtmann et Schardl
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N. temb/aderae Cabral et White

En un estudio realizado por Morgan-Jones y col. en 1990 reconocen que todas las

especies de Neotyphoa‘iumdescriptas hasta el momento, excepto N. uncinatum y lv. Siege/ii

presentan conidios pequeños, que van desde la forma elipsoíde a alantoide y cuyos tamaños

se superponen, demostrando que en algunos casos es imposible observar diferencias

morfológicas. Estos autores sugieren que Ia macromorfologi'a de la colonia es también un

carácter inconsistente pues Ia apariencia y la tasa de crecimiento varían con las condiciones

de cultivo. Igualmente es posible hacer comparaciones del crecimiento de las colonias

manteniendo las condiciones ambientales y el medio de cultivo constantes, encontrando

diferencias significativas entre las mismas (Moon et al., 2002).

2.7 Antecedentes en la Argentina

La existencia de gramíneas tóxicas para el ganado es conocida desde mucho tiempo

atrás, pero Ia relación de la enfermedad con un hongo fue conocida recién a principios del

siglo pasado. Se publicó en el Boletín de la Facultad de Agronomía de La Plata, un trabajo

que enumeraba las posibles causas de una enfermedad del ganado, conocida como

“tembladera”. La misma era producida por la ingesta de una gramínea autóctona conocida

como Festuca hieronymi Hackel (Rivas y Zanolli 1909).

La intoxicación del ganado producida por la alimentación con este pasto, es

caracterizada por manifestaciones nerviosas particulares (temblores) durante los primeros

estadios de la enfermedad. Estos temblores se van acentuando hasta que el animal está

constantemente echado de cúbito dorsal, existen fuertes contracciones musculares cervicales

seguidos de una rigidez en los miembros. Luego sobreviene una debilidad generalizada, la

temperatura corporal disminuye y finalmente se produce la muerte. La especies atacadas

son tanto ovinos, bovinos como caprinos (Rivas y Zanolli 1909).

Estos autores identificaron de manera equivocada al endofito presente en Ia planta y

causante de la enfermedad, denominándolo Endoconia’ium temb/aa‘erae. Sin embargo,

fueron los primeros en relacionar este tipo de afecciones con un endofito fúngico. Este

descubrimiento permaneció en la oscuridad hasta que Bacon y col. en 1977 concluyen lo

mismo en relación a la festucosis producida por Ia ingesta de Festuca arundinacea por el

ganado.

En los últimos 15 años se han estudiado en el laboratorio de Micología de la FCEyN

(UBA),los endofitos de gramíneas nativas de Argentina. Se lleva a cabo el reconocimiento y

la identificación de las asociaciones y de los organismos que las forman (Bertoni et aI.,
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1993). Se han reconocido hasta el presente 35 pastos autóctonos asociados a endofitos

fúngicos (Lugo et al., 1998; Cabral et aI., 1999).

Varias son las especies de pastos de Ia familia Poaceae registradas como tóxicas para

eI ganado (Parodi 1950), habiéndose detectado y aislado hasta el momento, endofitos

fúngicos del vástago de Festuca argentina (Speg.) Parodi y Paa huecu Parodi, ambas

presentes en los pastizales del sur del país (Bertoni et al., 1993; Cabral y Lugo 1993, 1994),

y en Festuca hieronymi Hack., distribuida en San Luis y Tucumán (Bertoni et aI., 1993,

Cabral y Lugo, 1994). También se han aislado cepas de endofltos de diferentes gramíneas

sin registro de toxicidad para el ganado como Poa r/yiaifofia Steud, Festuca mageI/anica

Lam., F. superba (Turpe) Parodi, Me/icastuckertii Hack., Bromas set/'fo/¡usPres|., B. au/eticus

Trin. y Ph/eum commutatum Gaudin (Cabral y Lugo, 1994; White et aI., 1996; White et al.,

2001; Iannone 2003; Novas 2004). Todos los organismos aislados hasta el presente

muestran los caracteres micromorfológicos y de cultivo que permiten incluirlos dentro del

género Neotyphodium.

Como ocurre con los endofltos aislados de gramíneas del hemisferio norte, las

caracteristicas macro y micromorfológicas resultan escasas para determinar si se trata de

especies ya descriptas. Para ello, Cabral y col. en 1999, realizaron un estudio preliminar

aplicando técnicas isoenzimáticas y moleculares a los endofltos de las tres gramíneas tóxicas

y las compararon con aislamientos del hemisferio norte. Esto cliocomo resultado una nueva

especie para los endofitos sudamericanos a la que denominaron Neotyphodium tembladerae

Cabral et White. Estos endofltos formaron un clado único (clado tembladerae), separándose

de aquellos del otro hemisferio.

AI mismo tiempo, se realizó un estudio químico del endofito de Poa hueca, donde se

identificó al compuesto letal como de naturaleza glicopeptidica (Acher 1995). Esto coincidió

con estudios previos hechos directamente sobre Ia planta (Pomilioet a|., 1989).

Posteriormente se caracterizó morfológica e isoenzimáticamente los endofltos

aislados a partir de diversas poblaciones de 5 hospedantes no tóxicos de Argentina,

comparándolos con aquellos aislamientos de pastos del hemisferio norte y también con N.

tembladerae, aislado de los pastos tóxicos (Gentile 1998). Los endofltos nativos estudiados

conformaron un grupo con mas del 67% de similitud, diferenciándose claramente de los del

hemisferio norte. Los endofltos de distintos hospedantes resultaron muy similares entre si, Io

que presupone una colonización por una o pocas formas sexuales o asexuales provenientes

del hemisferio norte (Gentile 1998).

A continuación, se estudió Ia distribución e incidencia del género Neotyphoa‘ium en

poblaciones nativas de gramíneas de la Patagonia austral y su correlación con caracteres

climáticos del lugar (Novas 2004). Se muestrearon poblaciones de Bromas setifo/ius de la
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provincia de Santa Cruz y de Ph/eum commutatum y Poa n'gia’ifo/iade Tierra del Fuego. En el

primer caso la incidencia se asoció positivamente con las precipitaciones, mientras que para

Pn/eum commutatum se detectó lo contrario.

También se compararon parámetros de crecimiento en cariopses y plántulas entre

poblaciones de Bromus setifo/¡us que diferían en el estatus de infección endofitica,

mostrando valores significativamente mayores en las plantas infectadas por endofitos (Novas

et aI., 2003). En ese mismo sistema se estudió Ia interacción de los endofitos y las micorrizas

arbusculares. La respuesta del hospedante fue afectada por la presencia de endofitos y

micorrizas con un efecto positivo de los endofitos sobre el desarrollo de B. setifa/iusy una

interacción positiva con las micorrizas arbusculares (Novas 2004).

En paralelo, se estudiaron poblaciones naturales de Bromus au/etícus Trin. de

Argentina asociadas a endofitos fúngicos. Se analizaron las características poblacionales con

distinto nivel de incidencia del simbionte fúngico y se estudió el peso de las semillas,

emergencia y desarrollo de plántulas, crecimiento vegetativo y respuesta al estrés hídrico

entre otros factores. Todos los resultados mostraron diferencias significativas entre las

poblaciones con distinta incidencia del endofito presentando aquellas poblaciones con 100%

de infección menor peso de semillas, menor tiempo de emergencia, mayor número de

macollos y menor respuesta a la sequía entre otros factores. Esto parecería indicar que

existe un mayor valor adaptativo en las plantas pertenecientes a poblaciones asociadas a

endofitos fúngicos (Iannone 2003).

En el laboratorio de Micología contamos con una colección de más de 130

aislamientos de endofitos pertenecientes al género Neotypnoa’ium,que en su mayoría fueron

aislados de pastos no tóxicos para el ganado. La mayor parte de los endofitos Neotyphadium

no forman estromas ni tampoco algún tipo de estructura de reproducción sexual en pastos.

Por ello, se cree que la transmisión vertical es la única forma de diseminación de estos

endofltos asexuales. Sin embargo, en un estudio realizado por White y col. en 1996, se

informa la presencia de células conidiógenas y conidios en el filoplano de las hojas de dos

especies de gramíneas, una del hemisferio norte Agrostis niema/is, y otra sudamericana, Poa

n'gidifo/ia. Esta evidencia parece contradecir Ia creencia de una transferencia solamente

vertical (a través de las semillas) y podría especularse con una transmisión de tipo

horizontal. Igualmente son necesarias mas evidencias que apoyen este último tipo de

transferencia en los endofitos asexuales de Argentina.
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2.8 Inferencia filogenétioa

La antigua búsqueda de un sistema de clasificación de plantas y animales fue el

origen de los trabajos del biólogo y naturalista sueco Carlos Linneo (1707-1778), quién en

1758 publicó Io que seria Ia piedra fundamental de Ia clasificación de los organismos. Sin

embargo, este sistema jerárquico fue construido sin tener en cuenta consideraciones

evolutivas. Es hasta el día de hoy que esta clasificación se sigue utilizando y es usada

también por los biólogos evolutivos como referencia.

La comprensión de las relaciones evolutivas entre los individuos constituye uno de los

puntos de partida para Ia sistemática y Ia taxonomía. Dichas relaciones son representadas

como patrones de ramificación en los árboles filogenéticos (ver 2.8.6). Un árbol es un

algoritmo matemático que se utiliza para modelar las relaciones evolutivas de un grupo de

organismos, inferidas, en el caso de caracteres moleculares a partir de secuencias de ADN,

ARN o proteínas de cada uno de ellos. La representación gráfica de un árbol consiste en

nodos conectados por ramas. Los nodos son las unidades taxonómicas operacionales

(OTUS, del inglés operative taxonomía units) y pueden ser tanto terminales como internos.

Los nodos terminales del árbol representan las secuencias de los organismos de los que

tenemos datos. Los nodos internos representan las secuencias de ancestros hipotéticos, de

los que obviamente no se tienen datos. El ancestro hipotético de todas las 07'Us constituye

Ia raíz del árbol, aunque no siempre los datos disponibles permiten definirlo.

Hay dos grandes corrientes o escuelas conceptuales de Ia sistemática. Una de ellas,

denominada escuela feneticista, construye los árboles con el mayor número de caracteres

comparables posibles, estableciendo la afinidad de las 07'Us según la similitud general que

tengan. En esta metodología los agrupamientos reflejan el parecido global entre las 07'05

aunque, dependiendo del tipo de caracteres y de su modo de evolución, los árboles que

resultan no necesariamente representan las relaciones evolutivas. EI método de distancia

actualmente más usado es el de Ne/gnbour-joiningo método del vecino más próximo (Saitou

y Nei, 1987) (ver 2.8.6.1).

La escuela cladista, se propone construir los árboles en base a las relaciones ancestro

- descendiente entre los organismos. Cuando el mismo estado del carácter fue adquirido

directamente del ancestro común se habla de homología. En cambio se denomina

homoplasia cuando existe una coincidenciaen el estado del carácter en dos o más taxones,

no originado por herencia del ancestro común, sino por convergencia, paralelismo o

reversión. Paralelismo es la evolución independiente del mismo carácter en dos taxa no

relacionados filogenéticamente. La convergencia también se debe a Ia evolución

independiente del mismo estado de carácter en taxa no relacionados fllogenéticamente, pero
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en este caso, a diferencia del paralelismo, el carácter es adaptativo. Finalmente, una

reversión es el pasaje desde el estado derivado al estado ancestral.

EIanálisis cladista busca inferir Ia historia real a través de características particulares

conocidas como rasgos derivados compartidos o sinapomorfías. Una sinapomorfia es un

estado del carácter derivado compartido por dos o más 077.13 heredado del ancestro

inmediato de un grupo de taxones. Si los rasgos estudiados en las 07'Us ya se encuentran

presentes en el ancestro no inmediato, sino en el común al grupo en estudio, estos rasgos

no proporcionan informaciónde las relaciones de parentesco y se denominan plesiomorfías

o rasgos primitivos. Tampoco toma en cuenta las autapomorfias, que es un estado de

carácter derivado presente exclusivamente en un único 07v. No tiene valor filogenético ya

que no relaciona a este 07Ucon ningún otro.

Existió y aún existe hoy en día una fuerte discusión entre las corrientes feneticista y

cladista, aunque en ciertos casos Ia escuela fenética es de mayor utilidad debido a Ia

resolución que brinda y el número de árboles que se obtienen, el cladismo tiene bases

lógicas y hasta filosóficas más sólidas.

En los comienzos, la sistemática moderna comparó solamente los caracteres

morfológicos entre los individuos; los caracteres moleculares eran escasos o inexistentes.

Similitudes y diferencias en el fenotipo de los organismos podían ser interpretados como un

reflejo de los cambios genéticos de los mismos y así se podían establecer relaciones de

parentesco.

Sin embargo, existen muchos grupos de organismos en los cuales las homologías son

inestables y/o muy dificiles de establecer, donde las características morfológicas son

insuficientes o inadecuadas. Este es un problema muy importante entre los endofitos

fúngicos anamórficos, donde no existen una cantidad suficiente de caracteres morfológicos a

ser evaluados y es preciso recurrir a estudios que utilizan caracteres moleculares (Glenn et

aI., 1996).

Cuando se quieren estudiar grupos de organismos muy relacionados entre si, el

primer problema que aparece es que las características morfológicas son poco variables,

dificultando el análisis. Sin embargo, a diferencia de los caracteres moleculares, en los

caracteres morfológicos la adquisición independientemente de un mismo carácter

(convergencia evolutiva) es fácilmentereconocible.

2.8.1 Datos y filogenias moleculares
2.8.1.1 Datos moleculares

Como ya se mencionó anteriormente, muchos caracteres morfológicos son escasos,

incompletos o pueden estar sujetos a la influencia del ambiente y por ello resultan no
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informativos; por ejemplo, en determinaciones taxonómicas. Los datos moleculares han

aportado información directamente desde el genotipo, y ello permite Ia caracterización de un

organismo o grupos de organismos en estudio. Las técnicas moleculares son utilizadas en

muchos campos de Ia biología, desde la taxonomía hasta Ia biodiversidad, pasando por Ia

genética y Ia ecologia.

Una ventaja de los caracteres moleculares, que utilizan secuencias de proteínas o de

ácidos nucleicos, es que pueden construir filogenias de organismos, independientemente de

la morfología que presenten. Esto es de gran importancia en los endofitos fúngicos de

gramíneas nativas que presentan muy baja diferenciación morfológica entre ellos y donde, es

casi imposible establecer entidades taxonómicas (Cabral et a|., 1999).

Las técnicas moleculares han sido utilizadas ampliamente desde Ia década del 70,

pero en los endofitos recién se empezaron a utilizar de manera rutinaria hace 13 años atrás,

cuando el gen tubZ de Epich/oe'typhina fue secuenciado y se perfeccionaron las técnicas de

extracción de ADNen hongos (Byrd et aI., 1990).

Existen varios factores a tener en cuenta en el momento de elegir un marcador

molecular y de considerar que región de Ia secuencia total es adecuada para el análisis

(Irwin y Wilson, 1991). Estos factores incluyen:

o La región del marcador a ser comparada debe evolucionar a una tasa apropiada para los

tiempos de divergencia de las OTUs de interés. Idealmente esto significa que debe

proveer diferencias suficientes para diferenciar los taxones en grupos monofiléticos

(grupo proveniente de un único ancestro común más su ancestro). Las regiones muy

conservadas proveerán muy pocos cambios, mientras que las regiones muy variables

contendrán demasiadas homoplasias debido a múltiples sustituciones en una misma

posición nucleotídica y entonces el establecimiento de las homologías en el alineamiento

será un problema adicional.

o EI gen utilizado como marcador debe presentarse idealmente como una copia única o al

menos debe evolucionar como copia única. En el caso de familias génicas, las copias

parálogas (ver 2.8.4) deben haber divergido Io suficiente como para poder diferenciarlas

por la secuencia de los cebadores y las condiciones en las que se realizan los

experimentos de PCR.

o El gen debe tener Ia misma función en todos los taxones. La evolución de una nueva

función cambia la presión selectiva y por consiguiente Ia tasa de sustitución nucleotídica.

o Debe ser considerado el efecto de la composición de bases (CG/AT)de las secuencias en

estudio ya que sino se pueden distorsionar los estimadores de la divergencia (Bruns et

aI., 1991).
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Los datos que se obtienen de la aplicación de técnicas moleculares son de dos

grandes tipos: discretos y continuos o de distancia. Un carácter discreto nos proporciona

información sobre una especie o secuencia individual. Las metodologías moleculares que nos

proveen de este tipo de datos son la secuenciación de ADNy ARN,o de proteínas. En el caso

del ADNexisten cuatro posibles estados del carácter que cada sitio puede tener: A, G, T ó C.

Los datos continuos o de distancia resultan de Ia comparación cuantitativa de las similitudes

o diferencias entre pares de secuencias.

Es interesante destacar que los caracteres moleculares también pueden sufrir

homoplasia y están sujetos a paralelismos. Un típico ejemplo de evolución paralela es el de

las secuencias aminoacídicas en Ia Iisozima de monos (que se alimentan de hojas) y de

vacas (Stewart et al., 1987). Ambos animales han evolucionado independientemente hacia Ia

fermentación utilizando una bacteria, y en ambos casos la Iisozima endógena ha sido

reclutada para degradar esta bacteria, de tal manera que ambas comparten ciertos

reemplazos aminoacídicos (Li y Graur, 1991). La homologl'a puede ser muy difícil de

distinguir de Ia homoplasia, especialmente en el caso de caracteres moleculares. Un

aminoácido o un nucleótido adquiridos por los genes en forma independiente son

literalmente idénticos. Por ejemplo, las secuencias de las Iisozimas de monos y vacas

comparten exactamente el mismo aminoácido en Ia posición 14 de sus secuencias. Aunque

es Ia misma entidad, no ha sido heredada del ancestro común; es decir, no tienen un origen

común. Si el mismo aminoácido está codificado por distintos codones en los dos taxones,

dada Ia condición degenerada del código genético, es una evidencia de que el aminoácido no

es homólogo en los dos genes (Page y Holmes 1998).

2.8.1.2 Filogenias moleculares

Las filogenias construidas en base a datos moleculares utilizan Ia información de las

secuencias genómicas. Los genomas de los organismos actuales son un documento

invaluable de la historia de la vida en la Tierra, sobre todo considerando que sólo una

pequeñísima proporción de las especies que poblaron la Tierra dejaron registro fósil.

El nacimiento de la evolución molecular data de Ia década del 50 del siglo pasado.

Dos eventos fueron detonantes. EI primero fue el descubrimiento, por Watson y Crick en

1953, de la doble hélice del ADN. En el nivel más fundamental, la evolución fue pensada

como cambios en la estructura del ADN. El segundo evento tomó lugar cuando Sanger y

colaboradores en 1955 (Sanger et aI., 1955) publicaron la primera comparación de

secuencias aminoacídicas de la proteína insulina de distintas especies.
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Alrededor de los años 60 fue necesario construir modelos de evolución molecular,

dado que las predicciones de la nueva síntesis sobre la cantidad y el tipo de cambios que

ocurrían a nivel molecular no se ajustaban a los datos que el análisis de la variabilidad génica

estaba mostrando. Analizar el número y el tipo de cambios en la secuencia de los genes

acumulados a Io largo del tiempo y los patrones que siguen estos cambios es uno de los

primeros objetivos de la evolución molecular.

La secuencias de ADNhan ido reemplazando a las secuencias de proteínas como Ia

fuente principal de información y esto se debe a la invención de la reacción en cadena de la

polimerasa (PCR: po/imerase chain reaction) a mediados de 1980 (Kocher y White 1989,

Kwoc y Sninsky 1989, Von Breoldingen et al., 1989, White et al., 1989). Esto permitió

amplificar segmentos de ADNmuy rápidamente a partir de muy poco material original.

2.8.2 Teoría neutralista dela evolución molecular

A partir de los años 50 fue posible obtener las secuencias de aminoácidos que

conforman las proteínas. Una de las proteínas más estudiadas fue la hemoglobina. En 1965,

Zuckerkandl y Pauling (Zuckerkand y Pauling, 1965), compararon las secuencias

aminoacídicas de esta proteína de distintos organismos, desde el hombre y el pollo, pasando

por el caballo y la rana. Cuando compararon las especies que eran más distantes observaron

un mayor número de cambios en los aminoácidos que cuando compararon especies más

cercanas. Esto los ¡ndujo a proponer que los cambios de aminoácidos que ellos observaban

eran el resultado de mutaciones en el ADNque estarian ocurriendo a intervalos de tiempo

regulares, existiendo una proporcionalidad entre los cambios de aminoácidos y el tiempo

transcurrido desde la divergencia de las especies. Este trabajo fue muy importante en la

biología evolutiva ya que introdujo un nuevo concepto: el del reloj molecular.

Quizás una de las predicciones más sorprendentes, inesperadas y controvertidas en la

evolución molecular, es que los genes evolucionan a una tasa constante, dando origen a este

reloj molecular. Este concepto no significa que todos los genes de un organismo y sus

proteínas evolucionen a Ia misma tasa. Secuencias de ADN pertenecientes a distintas

regiones de un mismo genoma, con funciones y ambientes replicativos diferentes, muestran

diferencias en las tasas y los patrones de sustitución. Cuando las secuencias estuvieron

disponibles en un amplio rango de organismos, se observó que estas diferencias en general

se mantienen aún en organismos no relacionados. Un ejemplo es la tasa de sustitución

nucleotl'dica mitocondrial en mamíferos, que resulta ser unas 10 veces más alta que la tasa

encontrada para los genes nucleares (Li 1997). La alta tasa de evolución encontrada en los

genomas mitocondriales parece deberse a la alta tasa de mutación encontrada en los

mismos (Martin 1995).
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Desde 1960 se ha discutido cuál es la naturaleza de los procesos que operan a nivel

molecular. De acuerdo al modelo neutralista de evolución de las secuencias de ADN, la

deriva genética (DG) de las mutaciones neutrales o casi neutras y la selección natural (SN)

de las mutaciones ventajosas. Existe una manera de explicar los altos niveles de variación

genética sin tomar en cuenta la SN; asumiendo, en cambio, que la mayoría de las

mutaciones fijadas no tengan efecto en la adecuación darwiniana (fitness) (Kimura 1983).

Estas mutaciones, que no están sujetas a SN, son llamadas mutaciones neutras o neutrales y

se pierden (usualmente) o son fijadas (ocasionalmente) por el proceso de DG. Este análisis

fue formulado como teoría neutralista de la evolución molecular y fue propuesta

primeramente por Kimura (1968) y luego por Kingy Jukes (1969), y se ha convertido en una

de las más importantes y controvertidas teorías de la evolución molecular.

Para los neutralistas, la mayoría de las mutaciones son deletéreas y removidas por

SN; o bien neutrales. La SN es incorporada en esta teoría pero sólo como una fuerza

purificadora, negativa, que remueve las mutaciones deletéreas del genoma y juega un rol

menor en la fijación de los mutantes (Kimura 1983). Los neutralistas han tomado al reloj

molecular como soporte de su teoria porque para ellos el reloj demuestra la constancia de la

tasa de mutaciones neutras que es la que determina el ritmo de la evolución a nivel

molecular. Al mismo tiempo puede demostrarse que la velocidad de fijación de las

mutaciones en condiciones de neutralidad depende solamente de la tasa intrínseca de

mutación (Li 1997). Por lo tanto, si esta teoría es correcta, las mutaciones mayoritarias en

un gen serían neutrales y la tasa se evolución a nivel molecular deberia ser constante.

La constancia del reloj molecular en los sitios sinónimos (donde no hay reemplazo de

aminoácido) es determinando por la tasa de mutación neutral, pero también está afectada

por el tiempo generacional, la tasa metabólica y la eficiencia de reparación del ADN,que es

particular de cada organismo. Estos factores son conocidos colectivamente como efectos de

linaje (Page y Holmes 1998). Los neutralistas argumentan que estos efectos pueden explicar

toda las desviaciones de Ia universalidad de la constancia del reloj molecular de un gen,

mientras que los seleccionistas dicen que aún si estas diferencias se tienen en cuenta, los

genes aún muestran variación en la tasa de evolución debido a factores selectivos (Page y

Holmes 1998).

La teoría neutralista de Kimura tiene en cuenta que en ciertas posiciones

nucleotidicas donde una mutación modifica el aminoácido (sustituciones no sinónimas),

existe una presión de selección en contra. La selección en contra en estos sitos varia según

el grado de restricción funcional que presenta ese sitio. Sin embargo, no todas las

sustituciones de reemplazo están sujetan a selección purificadora y entonces, el cambio de

aminoácido es posible. Cuando las mutaciones no determinan un cambio de aminoácido, por
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la naturaleza degenerada del código genético, dicha presión no existe y pueden evolucionar

neutralmente (Kimura 1983).

Es interesante destacar que existen ciertas evidencias sobre desviaciones a las

predicciones de la Teoría Neutralista, por razones diferentes a los efectos de linaje. Un

ejemplo bien documentado en varios organismos, es el sesgo en el uso de codones

sinónimos. El sesgo en el uso de codones sinónimos en algunos organismos como

Eschericchia co/I; implica que una posición considerada neutra en extremo, como Ia tercera

posición de un codón que puede tomar cualquiera de las 4 bases, esta sujeta a restricciones

de índole funcional, por lo que su tasa de sustitución es menor que la esperada (Sharp y Li

1987). Es sabido que en E. co/iy en levaduras, este sesgo es mas pronunciado en genes que

se expresan a niveles altos, como las proteínas de membrana (Bulmer 1991).

Por esto último, Ohta incorporó estos hallazgos y críticas y elaboró una nueva versión

de Ia teoría neutralista a la que denominó Teoría “Casi Neutralista”, reconociendo que

muchas sustituciones sínónimas no son absolutamente neutrales sino ligeramente deletéreas

o casi neutrales (Ohta 1992; 1995).

A pesar de las críticas y cuestionamientos a las que esta teoría neutralista esta

expuesta hasta nuestros días, la misma representa un aporte fundamental a la evolución

molecular y la formalización matemática que ha desarrollado permite evaluar la naturaleza

neutral o seleccionista de los procesos que median la evolución de secuencias en las

poblaciones.

2.8.3 Modelos de evolución molecular

Cuando comparamos sitios homólogos en dos secuencias de ADN, simplemente

observamos si el estado de carácter es igual o no. Existen cuatro posibles estados del

carácter que cada sitio puede tener: A, G, T ó C. Si ocurrió más de una sustitución

nucleotídica en un mismo sitio, el registro de Ia/s sustitución/es se ha perdido.

Si comparamos dos secuencias nucleotídicas, podemos preguntarnos cómo se

produjeron sus similitudes y diferencias. Existen varios tipos de sustituciones (Figura 2). El

primero es una sustitución simple (a) donde ocurre el reemplazo de un nucleótido por

otro. También podría ocurrir una sustitución múltiple (b), donde se produce más de un

reemplazo en el mismo sitio; es decir, para pasar de A a T se produjo A a C y luego de C a

T. También podría suceder que para el mismo sitio, cada linaje tuviera una sustitución

simple independiente (c), dando origen finalmente a distintos nucleótidos en cada uno.

En estos dos últimos casos podemos observar que el número de diferencias observadas

entre las dos secuencias está subestimado en relación a Ia cantidad real de cambio evolutivo.
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Los otros dos tipos de sustituciones múltiples tienen potencialmente consecuencias

más severas. En todos los casos las dos secuencias son idénticas, aunque esta similitud en

ningún caso es heredada del ancestro común. Cuando Ia similitud es heredada por el

ancestro hablamos de homología mientras que, como ya hemos visto, Ia similitud adquirida

independientemente es un caso de homoplasia. Los casos de homoplasia son básicamente

dos: puede ocurrir la misma mutación simple en cada linaje (sustitución paralela o

sustitución convergente (d)) o en un linaje no producirse cambios mientras que en el

otro pueden suceder dos mutaciones revirtiendo al nucleótido original (sustitución reversa

(6))­

Figura 2. Cinco posibles tipos de sustituciones nucleotídicas. En todos los casos el
nucleótido ancestral es A. Las rayas transversales indican cambios en el sitio nucleotídico en
cada linaje.

a- Sustitución simple b- Sustitución múltiple

H I
E

8c- Sust. simple independiente d- Sust. paralela o nvergente

¡<3
e- Sustitución reversa
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También podemos clasificar a las sustituciones de acuerdo a su naturaleza

flsicoquímica. Los nucleótidos son purinas (A y G) o pirimidinas (C y T). Los reemplazos

pueden cambiar una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina y son

denominadas transiciones; o puede ocurrir que más comúnmente se produzcan

sustituciones de purina por pirimidinao viceversa y se denominan transversiones (Figura

3).

Figura 3. Este esquema muestra las posibles sustituciones nucleotídicas entre los cuatro
nucleótidos.

Transiciones

Transversiones

Transiciones

La manera más simple de medir Ia cantidad de cambio evolutivo que ha ocurrido

entre estas secuencias es la distancia; es decir contar el número de sitios nucleotídicos

donde las secuencias difieren. Sin embargo, para hacer una estimación más realista de los

cambios evolutivos, es necesario introducir correcciones a las medidas de distancia. A

medida que se acumulan sustituciones nucleotídicas a Io largo del tiempo desde la

divergencia, ellas se saturan; es decir, la mayoría de los sitios que cambian ya han

cambiado antes. Como resultado, las sustituciones más recientes tienen poco o ningún peso

en el total de las diferencias observadas entre las secuencias (Page y Holmes 1998).

Dado que las distancias observadas pueden subestimar Ia cantidad real de cambio

evolutivo, ha habido muchos estudios para desarrollar métodos que conviertan las distancias
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observadas en medidas del cambio evolutivo real. La mayoría de los métodos que han sido

propuestos tienen varios supuestos sobre la naturaleza de las sustituciones en el ADN.

EI modelo de Jukes y Cantor (JC) (Jukes y Cantor 1969) fue el primer modelo

propuesto y es el más sencillo (Figura 4). Asume que las cuatro bases tienen la misma

frecuencia y que todas las sustituciones son igualmente probables. La distancia d corregida

entre dos secuencias esta dada por:

d= -3/4 In (1-3/4 p)

donde p es la proporción de nucleótidos que son diferentes entre las secuencias.

El modelo de Kimura 2 parámetros (K2P) (Kimura 1980) toma en cuenta que las

transiciones suelen ser más frecuentes que las transversiones. Y esta diferencia de

frecuencias se representa por:

d= 1/2In {1/(1-2p-q)} + 1/4In {1/(1-2q)}

donde p y q son las diferencias proporcionales entre las dos secuencias debidas a

transiciones y transversiones respectivamente.

Si algunas bases son más comunes que otras, podria esperarse que algunas

sustituciones sean más frecuentes que otras. El modelo propuesto por Felsenstein y

colaboradores en 1981 (F81) toma en cuenta ésta heterogeneidad en la composición de

bases de la secuencia en estudio, permitiendo que las frecuencias de las bases sean

diferentes.

El modelo HKY85 (Hasegawa et al., 1985) es una combinación de los modelos F81 y

KZP,ya que considera que Ia tasa de transiciones y transversiones sea diferente y que las

frecuencias de las bases también varíen.

Por último, el modelo GTR (general time reversible) (Rodriguez et al., 1990 y Yang et

al., 1995), es más general que todos los modelos anteriores y es el que abarca a los otros

cuatro. Este permite especificar diferentes frecuencias de bases y una probabilidad de

sustitución distinta para cada una de los seis tipos posibles. El esquema de la figura 4

muestra el resumen de todos los modelos descriptos (Page y Holmes 1998).

Es necesario elegir el modelo más realista, que se ajuste mejor a nuestros datos, y a

su vez el más sencillo. Es preferible usar el mínimo número de parámetros que permitan una

estimación razonable. Una baja cantidad de parámetros pueden dar una estimación

incorrecta, pero una alta cantidad puede disminuir Ia precisión de nuestra estimación (HiIIis

et al., 1996).
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JUKES Y CANTOR (JC)
Composición de bases uniformes
A=G=T=C
Todas sustituciones igualmente
probables
Ts=Tv

TS:tTV l l Ai GatTi C

KIMURA'IZPARÁMETRQS(K2P) FELSENSTEIN 81 (F81)
compos'c'on de bases un'formes Composición de bases no uniforme
A=G=_T=C . _ AiGiTiC
Transrcrones y transversrones tienen Todas ¡a5 sustituciones nene“ ¡gual
distinta proporción probamudad

1 Aieinc l TSiTV
HKY85

Composición de bases no uniformeAiGiTiC
Transiciones y transversiones tienen
distinta proporción
Ts:Tv

GTR
Composición de bases no uniformeAiGiTiC
Cada una de las seis sustituciones
posibles tiene distinta probabilidad.

Figura 4. Esquema que resume lo modelos de evolución molecular descriptos para estimar
el número de sustituciones nucleotídicas entre secuencias de ADN. Esquema tomado de
Page y Holmes 1998, con modificaciones.
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2.8.4 Arbolesde genes y árboles de especies

Cuando trabajamos con filogenias moleculares, nunca debemos olvidar el hecho de

que cuando construimos filogenias con secuencias génicas, estrictamente estamos

construyendo Ia filogenía del gen y no implica que estemos reconstruyendo necesariamente

la filogenia de las especies que portan ese gen. Igualmente, la expectativa de la sistemática

molecular es que la filogenia de los genes concuerde con la de los organismos. Sin embargo,

hay numerosas razones por las cuales ambas filogenias pueden no concordar. Una de ellas

se produce cuando en el linaje génico ocurre una duplicación, originando dos genes a y [3

por ejemplo, que evolucionan independientemente (Figura 5), dando origen a una familia

génica. Cada gen acumula mutaciones independientemente, divergiendo de la otra. Cuando

el linaje de los organismos experimenta un evento de especiación, las dos genes a y B

codivergen quedando representados en ambas especies. Las copias que están en especies

distintas y que eran “la misma copia”( por ejemplo a o B ) en el ancestro se dicen que son

ortólogas. Son ortólogas las copias a1, a2 y a3 y [31,B2y [33.Los genes que están en

especies diferentes y derivan de copias distintas en el ancestro, se denominan genes

parálogos. Son parálogas las copias a1, a2 y a3 con respecto a cualquiera de las copias B1,

BZy [53. Si comparamos las secuencias nucleotídicas de genes ortólogos, el número de

cambios ocurridos entre ellos nos dará información del tiempo transcurrido desde Ia

especiación, mientras que si estimamos los cambios ocurridos en los genes parálogos esto

nos dará la estimación del tiempo desde la duplicación génica (Page y Charleston 1998). Es

importante que al momento de elegir un marcador para realizar análisis filogenéticos nos

aseguremos de estar comparando genes ortólogos y no parálogos.

Otro motivo para la discrepancia entre el árbol del gen y el árbol de Ia especie es la

ocurrencia de eventos de transferencia horizontal. Esto ocurre cuando un linaje adquiere

material genético de otro y lo integra a su genoma, ya sea reemplazando la versión propia o

en otro lugar. La transferencia horizontal de marcadores moleculares altera la naturaleza

dicotómica del cladismo al adjudicar a un árbol fllogenético, ramas que comunican distintas

partes del árbol, transformándolo en una red (Page y Charleston, 1998).

Con los hongos endofíticos ocurre este fenómeno. Por esto las relaciones entre ellos

no son representables por árboles dicotómicos sino más bien por redes. La formación de

híbridos fúngicos para algunos genes (Schardl et al., 1994; Tsai et al., 1994; Craven et al.,

2001a, Moon et aI., 2002), podrían hacerse evidentes en Ia discrepancia entre las fllogenias

basadas en estos genes y de aquellas basadas en los caracteres morfológicos de los

endofitos. Estas copias se originaron en eventos de parasexualidad, luego de que dos hifas

“parentales” se fusionaran dentro de un mismo hospedante. La pérdida posterior de

cromosomas, no de forma meíótica sino al azar, daría como resultado un estado haploide
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más estable (Schardl et al., 1997). Cuando analizamos el árbol de genes vamos a observar

las distintas copias de ese gen, que en este caso se los llama haplotipos, con diferente

localizaciónen el árbol, pero no debemos olvidar que estos haplotipos están presentes en un

mismo organismo híbrido.

Figura 5. Filogenla de tres especies (1-3) y seis genes que se producen desde la duplicación
génica y que resulta en dos clados de genes parálogos, 0Ly B. Los genes oc1-3 son ortólogos
entre ellos, como así también lo son los B 1-3. Sin embargo cada gen a es parálogo con un
gen de [3desde que se separaron por la duplicación génica ( Modificado de Page y Holmes
1998).

ortólogos ortólogos

1 2 3 1 2 3V
Parálogos

Duplicación génica
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2.8.5 Losgenes de B-tubulina(tub2)y el factor de elongación de la traducción 1­

a (tefl)
En esta tesis se utilizaron las secuencias de dos genes nucleares, B-tubulina (tubZ) y

el factor de elongación de Ia traducción l-a (tefl).

EI producto del gen de B-tubulina constituye el principal componente estructural de

microtúbulos, componentes críticos del esqueleto nuclear y citoplasmático necesarios para la

mitosis, meiosis y otros aspectos del desarrollo celular y la motílidad (Byrd et al., 1990).

Las moléculas de tubulina constituyen los microtúbulos de los organismos, cada una

de las cuales es un heterodímero que consta de dos subunidades globulares fuertemente

unidas, llamadas a-tubulina (tub) y B-tubulina (tubZ). Los microtúbulos tienen múltiples

funciones estructurales y contráctíles en casi todas las células eucariotas (Atkins 1988).

En Ia mayoría de los organismos la tubulina esta codificada por una familia génica

(Alberts et al., 1992). Las tubulinas de diferentes especies están estrechamente relacionadas

entre si en cuanto a Ia secuencia, aunque no están tan conservadas como Ia actina, por

ejemplo. Esta conservación de secuencia elevada de las tubulinas refleja en parte los limites

estructurales impuestos por la gran cantidad de proteínas a las que se unen (Alberts et al.,

1992).

Los genes de tubZ son apropiados para estudios genético-moleculares iniciales por

varias razones: están presentes en todos los eucariotas conocidos, tienen niveles de

expresión altos y son regulados a nivel de la estabilidad el mRNA (Yen et al., 1988). Las

secuencias de tubZ han sido ampliamente utilizadas en filogenias moleculares de hongos

endofíticos (Tsai et al., 1994; Schardl et al., 1994; Schardl y Clay, 1997; Schardl et al., 1997;

Craven et al., 2001a; Moon et al., 2002).

El gen tef1 también ha sido muy utilizado en fllogenias de hongos aunque es mucho

más reciente (Hirt et al., 1999; Roger et al., 1999). Este factor de elongación de la

traducción es una proteína altamente conservada que comienza a ser usada para análisis de

inferencias filogenéticas por tener propiedades explícitas. Los análisis llevados a cabo por

Roger y col. en 1999 demostraron su congruencia con otras fllogenias moleculares. Se ha

sugerido que tefI puede proveer una estimación robusta de las relaciones entre grupos de

organismos eucariótícos (Hashimoto y Hasegawa 1996; Hashimoto et al., 1995).

2.8.6 Métodos de inferencia filogenética

Una vez obtenidas las secuencias nucleotídicas de los genes en estudio, es necesario

extraer e interpretar esa información evolutiva contenida en las mismas. Para ello se han

desarrollado, y aún continúan desarrollándose, métodos analíticos basados en estadísticos
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complejos, que tienen en cuenta los mecanismos de evolución y las propiedades biológicas

de las moléculas en estudio.

Estos métodos de inferencia filogenética dan como resultado un árbol que es una

representación gráfica de las relaciones entre los taxones usados para modelar la historia

evolutiva del grupo en estudio (Figura 6). Un árbol consiste en nodos que conectan ramas.

Los nodos terminales (también llamados OTI/so taxones terminales) representan secuencias

u organismos para los que contamos con datos. Los nodos internos representan 07215 o

ancestros hípotéticos. EIancestro de todos los GTL/s,hípotéticos y existentes, es la raíz del

mismo (Figura 6).

Nodo terminali

4' Nodo interno

Rama

Raiz

Figura 6. Esquema de un árbol y sus partes asociadas.

EInúmero de ramas adyacentes que contiene un nodo interno es denominado grado

del nodo. Si el nodo tiene un grado dos, el nodo es dicotómico, si tiene un grado de tres es

una tricotomía, si tiene un número mayor a tres se dice que es una politomía. Un árbol que

no presenta politomías se dice que está totalmente resuelto. Las politomías pueden

representar dos situaciones muy diferentes (Figura 7). Primeramente, pueden representar

una divergencia simultánea de los taxones; es decir, todos los descendientes evolucionaron

al mismo tiempo y esto se denomina politomía dura o pesada (Hillis et al., 1996).

Alternativamente las politomías pueden indicar incertidumbre sobre las relaciones

filogenéticas; es decir, los linajes no divergieron al mismo tiempo, pero no es posible

determinar el orden de divergencia de los mismos y entonces se denomina politomía

blanda (Hilliset al., 1996). En este último caso, Ia politomía se debe a un desajuste entre Ia
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velocidad de evolución del marcador y la de los taxones. La mayoria de las politomi'as son

tratadas en primera instancia como blandas.y v
POLITOMIA DURA POLITOMIA BLANDA

VQÏÏW
Figura 7. Las politoml'as pueden representar tanto divergencia simultánea de múltiples
secuencias (politomías duras) o falta de resolución debido a datos insuficientes o árboles
conflictivos (politomías blandas).

Existen distintos tipos de árboles que pueden ser usados para explicar diferentes

aspectos de Ia historia evolutiva (Figura 8). El más básico es el cladograma que

simplemente muestra relaciones de ancestro a descendientes. Dadas 3 secuencias por

grupo, el cladograma nos dice cuáles 2 de esas 3 secuencias comparten un ancestro común

más reciente. Los árboles aditivos contienen una información adicional: el largo de las

ramas. Estos son números asociados a cada rama que corresponden a algún atributo de Ia

secuencia, como Ia cantidad del cambio evolutivo (sustituciones) entre las secuencias. Otro

término normalmente utilizado para estos árboles es filograma. Finalmente, los árboles

ultramétrioos o también llamados dendrogramas, son un tipo especial de árbol aditivo en

el cual las puntas del árbol tienen todas la misma distancia a la raíz del mismo. Este tipo de

árbol puede ser usado para estimar el tiempo de divergencia de los taxones, dado que el

marcador está evolucionando en forma constante (reloj molecular), expresado directamente

en años o indirectamente como Ia cantidad de divergencia de Ia secuencia usando las

velocidades de sustitución del gen (Page y Holmes 1998).

Los cladogramas y los árboles aditivos pueden tener o no raíz. La raiz otorga al árbol

direccionalidad, que permite tener idea de relaciones de ancestralidad entre las 07715. La
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dirección corresponde al tiempo; cuanto más cercano está el nodo de la raiz, más atrás está

en el tiempo. Para enraizar un árbol es necesario introducir en el análisis un grupo externo

(outgraup). Un grupo externo es un taxón que debe cumplir con tres condiciones:

- estar relacionado filogenéticamente con los taxones miembros del grupo interno (ingroup),

- haber divergido más tempranamente que los taxones del grupo interno en estudio y,

- tener una divergencia mayor con cualquiera de los miembros del grupo interno que ellos

entre si.

La inferencia filogenética constituye la base de la clasificación ya que permite agrupar

los organismos por parentesco y reflejar su historia evolutiva. El cladismo toma en cuenta

grupos monoflléticos o clados. Un grupo monofilético incluye a un ancestro y a todos sus

descendientes, mientras que si se excluye a algún descendiente o al ancestro queda

constituido un grupo parafllético. Los mamíferos, por ejemplo serían un grupo monofilético,

mientras que los reptiles, grupo artificial que excluye a las aves, serían un grupo parafilético.

Los grupos polifiléticos son agrupamientos formados por taxa no relacionados

fllogenéticamente pero que tienen caracteres que aparentemente son homólogos, como por

ejemplo vertebrados con alas, que incluiríaa las aves y murciélagos.

Existen varios métodos de inferencia filogenética molecular, pero tres son los más

utilizados actualmente: ne/yhbour-joinhg (NJ), máxima parsimonia (MP) y máxima

verosimilitud (MV). Ne/yhbourjoiningy MP son utilizados con caracteres tanto moleculares

como morfológicos, mientras que los algoritmos de MV han sido diseñados para datos

moleculares.

Cambios Tiempo

CLADOGRAMA FILOGRAMA DENDROGRAMA

Figura 8. Gráficos de los distintos tipos de árboles. Para el cladograma ninguno de los ejes
tiene información, para el fllograma el eje vertical indica la cantidad de cambios acumulados
entre las secuencias y en el dendrograma, el eje vertical indica el tiempo de divergencia
entre las secuencias. El eje horizontal no indica nada en ningún tipo de árbol.

Agustina Gent/le



Origen,divergenciay Introducción- 33 ­

2.8.6.1 Métodos de distancia: Neighbaur-joining o método del vecino más

próximo

Los métodos de distancia están basados en la idea de que si sabemos la distancia

evolutiva actual entre todos los miembros de un conjunto de secuencias que tenemos,

podríamos reconstruir la historia evolutiva de esas secuencias. EI método de Neigbour­

join/ng (NJ) o del vecino más próximo es ampliamente usado para construir árboles ya que

combina la velocidad computacional con una topología única como resultado. Es un método

de agrupamiento (Saitou y Nei 1987) basado en el análisis de las distancias entre pares de

taxa y por ello sufre Ia limitación de no poder optimizar el ajuste entre los datos y el árbol.

La matriz de partida es de distancias entre todos los pares posibles de OTUs

calculada utilizando alguno de los modelos de evolución molecular (ver 2.8.3). El principio de

este método consiste en encontrar “vecinos”, es decir pares de taxones unidos por un nodo,

de manera que mínimicen Ia longitud total del árbol en términos de distancias. EI punto de

partida es un árbol con topología de estrella, donde todas las ramas que llevan las 07715se

unen en un nodo central (Figura 9.1). Luego se conectan dos taxones cualesquiera y se

calcula la longitud total del árbol (Figura 9.2). El proceso se repite, pero ahora este par de

07215 unidas se consideran como una única 077/ y se van incorporando los restantes

taxones. Así se van originando 07715compuestas. Este método produce un único árbol con

ramas que representan una longitud proporcional al número de cambios acumulados en cada

rama (Farris et a|., 1996).

1) 1 7 2) 8 7

4 3 4

Figura 9. Esquema del algoritmo de construcción de árboles con el método de Ne/yhbour­
joining. 1) Se parte de una árbol con forma de estrella con todos los taxones unidos al
mismo nodo. 2) Se asocian dos 07'Us cualesquiera y se estima la distancia. Si resulta en Ia
minima distancia, esas se mantienen unidas y se sigue la agrupación.

Este método no tiene como supuesto la constancia de evolución entre los linajes

(reloj molecular), entonces es eficiente cuando se utilizan marcadores que no cumplen con

esta condición.
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2.8.6.2 Máxima parsimonia

Los que utilizan datos discretos operan directamente sobre las secuencias o sobre

modelos que derivan de las secuencias, ya que tratan de evitar Ia pérdida de información

que acontece cuando las secuencias son convertidas en distancias. Los métodos de

inferencia filogenética que usan datos discretos son los de máxima parsimonia (MP), basada

en la escuela cladista. Para el cladismo la hipótesis fllogenética que explicaría la filogenia real

es aquella que implica el menor número de cambios (Farris, 1973). Para cada sitio, el

objetivo es la reconstrucción de la evolución de ese sitio en un árbol que requiera el menor

número de sustituciones necesarias para explicar las diferencias observadas entre las

secuencias.

EInúmero total de cambios evolutivos en un árbol es denominado largo del mismo, y

es simplemente la suma del número de cambios en cada sitio. De todos los caracteres

existentes en Ia secuencia, sólo son considerados aquellos que son informativos

fllogenéticamente desde el punto de vista cladista; es decir, que tienen variación en al

menos dos secuencias. Los caracteres no informativos son aquellos sitios que permanecen

invariantes (todas las secuencias tienen el mismo nucleótido en esa posición) o aquellos

sitios donde solamente una secuencia tiene un nucleótido distinto al del grupo al que

pertenece.

Luego de determinar qué sitios son informativos, se determina el número de pasos

mutacionales necesarios para explicar cada topología posible. El número de árboles posibles

aumenta de manera exponencial en relación al número de taxones, y en ciertos casos Ia

evaluación de todos las topologías puede llegar a ser irrealizable debida a la cantidad de

tiempo requerido. Una solución a esto es realizar una búsqueda heurística (ver 2.8.7), que

evita explorar todas las topologias posibles, pero se corre el riesgo de no encontrar el árbol

con el menor número de pasos (Hilliset al., 1996).

En general, se obtiene como resultado más de un árbol igualmente parsimonioso.

Esto implica que hay varias topologias distintas que cuentan con el mismo número de pasos.

Aqui, es común generar un árbol consenso superponiendo todos los árboles más

parsimoniosos obtenidos. Aquellos taxones que estaban juntos en los árboles permanecerán

también en el consenso, mientras que aquellos que cambian de ubicación, formarán

politomías en el consenso.

No todos los caracteres evolucionan a las mismas tasas ni todos los tipos de

sustituciones son igualmente frecuentes. Como se vio anteriormente (ver 2.8.2), existen

sitios que evolucionan muy rápido y que son propensos a saturarse rápidamente, mientras

que otros sitios más conservados, evolucionan más lentamente y son menos proclives a

sufrir este efecto. Por ello es posible generar esquemas de pesado de caracteres que
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permiten reducir los efectos de la homoplasia en los sitios que evolucionan rápidamente

(Hilliset al., 1996). Cuanto menor es Ia velocidad de evolución de un carácter, mayor es el

peso que se le asigna a ese sitio. Un caso donde este pesado tiene sentido es en las tres

posiciones de un codón, donde es sabido que la tercera posición evoluciona a una tasa 3

veces más rápida que las dos primeras posiciones (Page y Holmes 1998). También puede

otorgarse distinto peso según sea el tipo de sustitución. Por lo general a las transversiones

se les asigna un mayor valor que a las transiciones ya que generalmente son menos

frecuentes y son una fuente menor de homoplasia.

Existen varios índices que podemos calcular con eI método de MP. El índice de

consistencia (CI), se calcula como el cociente entre el mínimo número de pasos posibles para

la topología obtenida y el número reconstruido de pasos para dicha topología (Farris 1969).

El CI sería igual a 1 si no existe homoplasia y de 0,5 si la topología requiere el doble de

pasos que los mínimos necesarios. El índice de retención (RI) (Farris 1989) tiene el mismo

sentido y se calcula como el cociente entre Ia diferencia entre eI número máximo de pasos

posibles menos el número calculado, sobre el número máximo de pasos menos el número

mínimo.

Dentro de las ventajas de Ia parsimonia, se cuenta con que entender eI principio en el

que se basa es sencillo, aparentemente hace pocos supuestos sobre el proceso, ha sido

extensamente estudiado matemáticamente y existen muy buenos programas de

computación para realizarlo. Sin embargo, Ia justificación de elegir el árbol más parsimonioso

como el mejor estimador de Ia fllogenia es controvertido. Existen dos grandes

cuestionamientos. EIprimero es que la parsimonia es una convención metodológica que nos

lleva a maximizar la cantidad de similitud evolutiva que podemos atribuir a un ancestro

común. Cualquier carácter que no se adecue a un dado árbol requiere que se postule que Ia

similitud entre dos secuencias mostrada por ese carácter surgió independientemente en

ambas secuencias y que, por lo tanto, Ia similitud es debida a Ia homoplasia y no a Ia

homología. La hipótesis de homoplasia es una hipótesis ad hoc. No puede ser demostrada,

particularmente con caracteres moleculares. EI árbol más parsimonioso minimiza el número

de hipótesis ad hoc requeridas y por ello es el preferido (Farris 1983).

Otro punto importante es que Ia parsimonia está basada en un supuesto implícito

sobre evolución: el cambio evolutivo es raro. Por esto el árbol que minimice los cambios es

aquel que mejor estima la filogenia actual. Una objeción importante a Ia parsimonia es que

bajo algunos modelos de evolución no es consistente; esto es, si agregamos más datos es

posible obtener árboles de topología diferentes (Page y Holmes 1998).
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2.8.6.3 Máximaverosimilitud

La verosimilitud (/¡ke/¡hooa) es Ia probabilidad de ajuste entre una dada topología y

los datos observados, dado un determinado modelo de evolución molecular. Dependiendo

del modelo y de Ia topología del árbol, los datos pueden ser más o menos probables. EI

principio de verosimilitud sugiere que el árbol que hace más factible y probables los datos

observados (secuencias), debe ser el elegido. Dicho más formalmente, la verosimilitud de un

árbol (L) está dada por:

L= Pr (D/H)

donde Pr representa la probabilidad de obtener los datos observados (D) debido a una

topología particular de árbol filogenético (H). El árbol que hace que L sea máximo es el árbol

estimado de máxima verosimilitud de la fllogenia.

Máxima verosimilitud no es la probabilidad de que el árbol sea el árbol verdadero,

sino que es Ia probabilidad de que el árbol sea el que ha dado orígen a los datos que

nosotros hemos coleccionado. EI método de MVes un método de inferencia atractivo ya que

nos permite incorporar modelos explícitos de evolución de secuencias y también permite

realizar pruebas estadísticas de Ia hipótesis evolutiva (árbol). Los métodos de MVrequieren

tres elementos: un modelo de evolución de secuencias, árboles (diferentes topologías) y los

datos observados. Para encontrar el resultado, el método de construcción de árboles debe

resolver dos problemas: encontrar los largos de las ramas que maximicen Ia verosimilitud de

un árbol respecto a los datos observados, y encontrar qué árbol tiene Ia mayor Lentre todos

los posibles. En el primer caso, se estiman Ia longitud de ramas que hacen máximo el valor

de L para cada sitio y luego se suman los logaritmos de los L de cada sitio, dando origen al

logaritmo de L del árbol.

k

Ln L= 2 ln L.
i=1

donde Kes el número de sitios.

Para computar L en un sitio determinado, es necesario computar las probabilidades

de los estados observados en ese sitio dando todas las combinaciones posibles de los

estados ancestrales (nodos internos). Por lo general esta estimación del árbol de MV

requiere de mucho tiempo computacional ya que los análisis son muy complejos. Esta es una

de las desventajas de este método y por ello se ha limitado su aplicación.

Según vimos previamente, uno de los tres elementos requeridos por MV es un

modelo de evolución de secuencias. Este modelo puede incluir parámetros para la relación
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transiciones/ transversiones (Ts/Tv), composición de bases y variación en la tasa de

sustitución entre sitios, etc. (ver 8.2.3). Los valores de estos parámetros pueden ser

estimados a partir de los datos, utilizando el programa MODELTEST(Posada y Crandall,

1998), que nos da el valor de estos parámetros y el modelo que mejor ajusta a los datos

observados (secuencias). Este programa calcula el valor de verosimilitud (In L) de un árbol

obtenido por un método rápido como puede ser Ne/yhbour-join/ng (NJ) empleando el

modelo de evolución más sencillo (JC). Luego repite el procedimiento utilizando el modelo

siguiente en complejidad. Se comparan los valores de verosimilitud. Si el valor del In L es

mayor que el árbol anterior, se avanza con el siguiente modelo, más complejo. Cuando se

obtiene un valor de In Lque no es significativamente diferente del anterior, entonces se elige

al modelo anterior de evolución, más sencillo, que se ajusta a los datos. Este modelo junto

con el valor de sus parámetros son los que se utilizan para buscar el árbol de MV.

2.8.7 Métodosde búsqueda de árboles

Cuando contamos con un número pequeño de secuencias encontrar el árbol óptimo

mediante el estudio de todos los árboles posibles es una tarea sencilla. A este tipo de

búsqueda se la llama exhaustiva. Sin embargo, en Ia mayor parte de los estudios

generalmente se analizan por encima de 10 secuencias y es necesario emplear métodos de

búsqueda heurísticos (Swofford 1993). En este caso se analizan subconjuntos de los árboles

posibles, esperando encontrar en ese subgrupo al árbol óptimo. El costo que tiene este

método es que no se puede asegurar Ia obtención del árbol con el menor número de

cambios posibles (Hilliset a|., 1996).

2.8.8 Congruencia y calidad de datos. Baotstrap

La congruencia es la concordancia entre las fllogenias estimadas a partir de distintos

caracteres. Si para los diferentes conjuntos de datos obtenemos árboles similares, esto nos

proporciona confidencialidad ya que estarían reflejando Ia misma historia evolutiva. El poder

de los análisis de congruencia se basa en el supuesto de que existe solamente una fllogenia

verdadera y que los datos que se han analizado reflejan esa historia, ya que es bastante

improbable obtener Ia misma filogenia sólo por azar. La congruencia ha sido utilizada para

validar tanto distintos métodos de inferencia fllogenética como también para validar Ia

información que contienen conjuntos de datos particulares (Page y Holmes 1998).

Una razón para una pobre estimación de filogenia puede no ser debida al método

utilizado sino a los datos en sí mismos. Si Ios datos contienen muchas homoplasias,

diferentes caracteres van a validar distintos árboles. En este caso se habla de falta de señal

fllogenética. Una manera de medir la proporción de homoplasias, es tornar múltiples
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muestras del conjunto de datos y comparar Ia estimación filogenética, es decir los árboles de

los mismas. En 1992, Hillis y Huelsenbeck elaboraron un método para evaluar Ia señal

flIogenética que contienen los datos por medio del estadístico g, que describe Ia distribución

de las longitudes de un número considerable de árboles construidos por parsimonia. Los

datos con fuerte señal filogenética muestran una distribución asimétrica de los árboles

ordenados de manera creciente por los cambios totales, mientras que aquellos con pobre

señal filogenétíca producen distribuciones simétricas. Un valor de g=0 corresponde a una

distribución con señal filogenética pobre, mientras que valores negativos del estadístico

corresponden a una distribución asimétrica.

En las filogenias moleculares, el objetivo buscado es encontrar el “único árbol

verdadero” para un conjunto de secuencias. A medida que aumenta Ia cantidad de árboles

obtenidos, dependiendo del método utilizado, menor es Ia precisión que obtenemos para

explicar los datos. Por Io tanto, es necesario contar con alguna indicación de límites de

confianza para las filogenias estimadas. Uno de los métodos más utilizados para estudiar si

las topologías de los árboles obtenidos respaldan los datos es denominado baotstrap

(Felsenstein 1985a). Este método puede aplicarse a filogenias ya que genera pseudoréplicas

(remuestreos). A partir de los datos originales, se elimina al azar un carácter y se duplica al

azar otro carácter, de tal manera que el número de caracteres de Ia matriz original es igual

al número de caracteres de la pseudoréplica. A partir de cada pseudoréplica se construye un

árbol usando cualquier método de los descriptos previamente. Este proceso se repite varias

veces (100 a 1000) dando como resultado un conjunto de árboles de bootstrap. Este

conjunto de árboles contiene la información de los errores de muestreo asociados con

nuestra muestra. Para un número reducido de secuencias es fácil mostrar el número de

frecuencias del árbol. Sin embargo, para un número mayor de secuencias se hace bastante

complicado. Lo más conveniente es generar estos valores en un árbol consenso. Cada nodo

en el consenso llevará asociado un valor de bootstrap, que no es más que eI porcentaje de

veces que ese nodo esta representado en los árboles obtenidos a partir de Ia pseudoréplicas.

Un nodo que no se vio afectado en las 1000 topologías derivadas de las pseudoréplicas (es

decir que reunió en todos los casos a las mismas 07'Us) aparecerá en todos los árboles y se

le asignará un 100% de valor de baotstrap, mientras que un nodo que aparece en 70

árboles, tendrá un valor de bootstrap del 70%. En este trabajo hemos considerado un buen

soporte de nodo a un valor igual o superior al 75%.
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La importancia económica y ecológica de las gramíneas (familia Poaceae) fomentó un

amplio interés en su evolución y su sistemática. Los cereales, la caña de azúcar, las cañas de

bambú y los forrajes son de prioritaria importancia en la economia humana (GPWG 2001).

Las gramíneas, presentes en casi todos los hábitats terrestres, cubren aproximadamente un

tercio de la superficie total de Ia tierra (Shantz 1954), y la mayor parte de la población

mundial basa su alimentación en cereales como el arroz, el maíz y el trigo entre otros

(Mathews et al., 2000). La familia de las gramíneas incluye aproximadamente 10000

especies distribuidas en 700 géneros (Watson y Dallawitz 1992, Renvoise y Clayton 1992).

Los caracteres morfológicos han sido tradicionalmente el criterio de uso muy

extendido en las decisiones taxonómicas. Análisis anatómicos y micromorfológícos son muy

útiles, pero los datos para estos caracteres son incompletos para delimitar categorías

taxonómicas (Hsiao et al., 1995). Estudios cromosómicos realizados por Kihara (1954),

Stebbins (1956) y posteriormente por Dewey (1982, 1984), han provisto información muy

importante para entender las diferencias a nivel genómico, el origen de los poliploides y la

evolución reticulada de las Poaceae.

Soreng y colaboradores (1990), realizaron una filogenia molecular basada en la

variabilidad de sitios de restricción de ADN de cloroplastos. Ellos estudiaron 7 tribus

(Melíceae, Stipeae, Poeae, Avenae, Brachypodieae, Bromeae y Triticeae) y concluyeron que

las Poideae son un grupo monofllético. Las variaciones en los sitios de restricción así como la

secuenciación del genoma de los cloroplastos son herramientas muy poderosas para estudiar

las relaciones filogenéticas entre las plantas (Zurawsky y Clegg 1987, Soreng et al., 1990,

Kellogg 1992).

Es interesante investigar el origen de las gramíneas para poder estudiar el origen de

su coevolución con los endofitos fúngicos.

Las gramíneas podrian haber tenido su origen en Gondwana, en el noreste de

Australia (Simon y Jacobs 1990). Los fósiles de las gramíneas de formas modernas son

conocidos a partir de floras fósiles del Eoceno (ver Tabla de Apéndice) (Laurenroth y

Milchunas 1992). Los registros fósiles del polen y de la fauna que se alimentaba de ellas,

revelaron que las gramíneas se establecieron en condiciones de sequía, particularmente en

las zonas secas de Io que hoy es Sudamérica y el sur de Australia, luego del deterioro

climático que ocurrió en el Eoceno (Bredenkamp et al., 2002). Existió un incremento global

de la biomasa de gramíneas C4 durante el Mioceno/Pleioceno (Cerling et al., 1997, Ehlinger

at al., 1997). Esto implicó un incremento abrupto y una gran dispersión de la biomasa

producida por plantas C4, relativo al descenso de la concentración de C02 atmosférico por

debajo de lo necesario para el desarrollo de las gramíneas C3 (Bredenkamp et al., 2002). Se
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estableció un gradiente florístico bien marcado sobre Ia línea ecuatorial. Las angiospermas

fueron mas frecuentes y abundantes a bajas latitudes en zonas secas (tropicales y

subtropicales) de Gondwana (Anderson et al., 1999). Las gimnospermas prevalecieron en

climas cálidos, en latitudes altas del noreste de Laurasia y sur de Gondwana.

Antes de Ia separación de Gondwana, el clima era húmedo y caluroso, y además

soportaba floresta en el sur de Australia, costa de Antártica y sur de Sudamérica. Africa e

India se separaron antes del Cretácico tardío y desarrollaron sus biotas únicas. La separación

total de lo que serían los futuros continentes, causó un mayor aumento en el gradiente de

temperaturas desde el polo sur al ecuador (Siesser 1978, Scholtz 1985, Scotese 1997).

Durante este período bajaron las lluvias y se desarrolló un patrón de lluvias en varias áreas

de los continentes del hemisferio sur. Por el Mioceno, se produjo un enfriamiento en

Sudamérica y Ia vegetación cambió hacia el desarrollo de pastizales abiertos. En Antártica se

produjo un cambio climático dramático causando la casi completa extinción de la flora

vascular (Anderson et al., 1999).

Durante el cuaternario tardío, las fluctuaciones climáticas producidas por ciclos de

glaciaciones e interglaciaciones, influyeron fuertemente en la evolución de las comunidades

de plantas y contribuyeron al desarrollo de los modernos biomas de los continentes del

hemisferio sur.

Los sistemas hospedante - hospedador son intrínsecamente interesantes para los

biólogos evolutivos ya que potencialmente señalan una larga e íntima asociación entre dos o

más grupos de organismos que a menudo se encuentran lejanamente relacionados y tienen

una biología muy disimil. Estas asociaciones casi siempre promueven adaptaciones en el

hospedante y el hospedador (coevolución o coadaptación) y eventualmente eventos

cladogenéticos en los dos Iinajes (coespeciación). El fenómeno de coespeciación es de

particular interés para los biólogos comparativos ya que permite identificar eventos de la

misma edad en las filogenias del hospedante y del hospedador. Un problema fundamental en

el estudio de la coevolución entre ambos organismos es la reconstrucción de la historia de Ia

asociación. Podemos preguntarnos hasta que extremo el hospedante y el hospedador han

coespeciado (asociación por descendencia) o hasta donde el hospedador ha cambiado de

hospedante (asociación por colonización o transferencia horizontal).

Las filogenias moleculares son herramientas poderosas para el estudio de estas

asociaciones porque los datos moleculares ofrecen la posibilidad de comparar la divergencia

entre el hospedante y el hospedador mediante genes homólogos de ambos organismos. Ante

una incongruencia entre el árbol del hospedante y el del hospedador, podemos alegar dos

escenarios posibles, muy diferentes, para explicar la incongruencia: por cambio de
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hospedante o por Ia presencia de múltiples linajes del hospedador y luego extinción de

algunos. Si contarnos con información del tiempo de divergencia, podemos usar esa

información para elegir entre ambos escenarios posibles. Los datos del tiempo pueden

provenir de dataciones que utilicen reloj molecular.

Schardl y colaboradores (1997) estudiaron las filogenias moleculares tanto de

gramíneas del hemisferio norte (hospedantes) como del endoflto asociado (hospedador) y

plantearon una coevolución entre ambos organismos para la mayoría de las especies de

endofitos estudiadas. Para que la coevolución sea posible es necesario que Ia asociación

tenga un cierto grado de especificidad y que la simbiosis persista bajo escalas de tiempo

evolutivo. Sin embargo, Ia condición de persistencia a largo plazo no siempre se encuentra, y

tal es el caso de los endofltos asexuales híbridos (Schardl et a|., 1994; Tsai et aI., 1994).

Aunque Ia transmisión vertical por sí sola podría promover Ia coespeciación de ambos

simbiontes, ésta no estaría ocurriendo en los organismos asexuales híbridos a pesar de su

modo de transmisión, y sí estaría ocurriendo en endofitos sexuales del género Epich/oé que

no son híbridos y que además tienen una asociación específica y producen simbiosis de larga

duración.
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Antecedentes

Todos los endofitos aislados de gramíneas nativas analizados hasta el momento,

pertenecen al género Neotypnodium. Se han encontrado estos endofltos en diversos géneros

y especies de gramíneas con extensa distribución en Argentina (Cabral y Lugo 1998). Estos

endofitos mostraron, entre si, una similitud mayor al 70% en estudios isoenzimáticos y

morfológicos (Gentile 1998). Por el contrario, las similitudes con los endofitos del hemisferio

norte no superaron el 30%.

Cabral y colaboradores (1999) determinaron, por metodologías moleculares, una

nueva especie de Neotyphodium (IV. temb/aderae) para los endofitos aislados de las

gramíneas tóxicas encontradas en Argentina.

El fenómeno de hibridación es frecuente en los endofitos de pastos (Schardl et al.,

1997, Clay y Schardl 2002). Se encontraron endofltos asexuales híbridos en África y Nueva

Zelanda (Moon et al., 2002). También se los ha registrado en gramíneas del hemisferio

norte, estableciéndose que su origen evolutivo son especies sexuales del género Epicn/oe'

(Tsai et al., 1994, Schardl et al., 1994, Schardl et al., 1997, Craven et al., 2001a).

3. HIPOTESIS

Los endofltos aislados de los diferentes hospedantes de gramíneas de Argentina

tienen todos un origen común, derivado de formas sexuales del hemisferio norte. Dado que

la hibridación ha sido un fenómeno recurrente en Ia evolución de los endofitos en varios

continentes, muchos de los endofitos estudiados aquí, serán de origen híbrido derivados de

formas sexuales del género Epicn/oe'.

Teniendo como base los resultados previos obtenidos mediante el uso de técnicas

isoenzimáticas y la macro y micro morfología de los cultivos, no existirá mucha variabilidad

entre los endofitos Argentinos en estudio.

La dispersión de las especies de Neotyphodium en gramíneas sudamericanas y en

particular Argentinas, implicó Ia diferenciación de especies en relación a las presentes en el

hemisferio norte.
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4. OBJETIVOS

o Estudiar las relaciones filogenéticas de los endofitos fúngicos del género

Neotyphodium, que conforman asociaciones mutualistas con numerosas especies de

grami'neas con extensa distribución geográfica en Argentina. Los análisis filogenéticos

se harán en base a las secuencias nucleotídicas de los genes B-tubulina (tubZ) y el

factor de elongación de Ia traducción l-a (tefl).

o Estudiar Ia existencia de endofitos de origen híbrido para los genes tubZ y tefl y

establecer si son derivadas o no de formas sexuales del hemisferio norte, que se

incluyen en los análisis filogenéticos.

o Identificar, a partir del análisis de los árboles fllogenéticos de los endofitos, las

variantes ¡nter- poblacionales.

o Analizar el grado de correlación de estas variantes con características macro y

micromorfológicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas utilizadas en el estudio

Se analizaron un total de 27 cepas de endofitos fúngicos aislados de gramíneas

nativas de Argentina. Se tomaron muestras de diferentes poblaciones de 10 géneros de

gramíneas, distribuidos en 10 provincias de Argentina. Siete de los aislamientos

corresponden a 3 gramíneas autóctonas tóxicas para el ganado: Festuca hieronymi HacK.,

Festuca argentina (Speg) Parodi., y Poa hueca Parodi. El resto son aislamientos provenientes

de 7 gramíneas nativas de las que no se poseen datos de toxicidad: Festuca mage/ianica

Lam., Festuca superba (Turpe) Parodi, Poa n'gidifo/iaSteud., Me/¡castuckertii Hack., Bromas

set/fo/ius Presl., Bromas au/eticus Trin. y Ph/eumm commutatum Gaudin.

También fueron incorporadas a este estudio cepas de endofitos provenientes del

hemisferio norte que fueron proporcionadas por el Dr. Christopher L. Schardl (University of

Kentucky, Kentucky, USA). Entre las cepas estudiadas se encuentran: Epich/oé typhina, E.

festucae, E. bromico/a, E. sy/vatica, E. e/yml; E. clark/I; E. g/yce/iae, E. amari/ians, E. bacon/"I;

Neotyphoa‘ium coenophia/um, N. aateroae, N. australiense, N. uncinatum y N. occu/tans.

La casi totalidad de las cepas provenientes de gramíneas nativas había sido aislada

con anterioridad y se encontraban depositadas en Ia colección BAFCcuIt*.

Se colaboró en el aislamiento e identificación del endofito de Bromus setifo/iusy de

Festuca superba según se detalla a continuación.

* BAFCcuIt: colección de cultivos de la FCEyN de la Universidad de Buenos Aires (UBA).
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Tabla I. Sitios de muestreo de las poblaciones de gramineas colonizadas por endofitos.
a BAFCcuIt N°

Especies hospedantes Población y origen geográfico Provincia Aislamiento a

Ph/eam commatatam Cabo Domingo Tierra del Fuego Phc682
Ph/eam commatatam Ea. Maria Behety Tierra del Fuego Phc755
Poa n'gidifo/ia Paso Garibaldi Tierra del Fuego Pr641
Poa r/yidifo/¡a Río Grande Tierra del Fuego Pr345
Poa rigidifo/ia Rio Grande Tierra del Fuego Pr198
Poa rigidifo/ia Lago Yehuin Tierra del Fuego Pr642
Poa n'gidifo/ia Cabo Virgenes Santa Cruz Pr219
Festaca mage/lanica Las Horquetas, Ruta 5 Santa Cruz Fm353
Festaca mage/ianica Ruta 220 Las Leñas-Valle Mendoza Fm351

Hermoso
Festaca mage/ianica Ruta 220 Las Leñas-Valle Mendoza Fm745

Hermoso
Me/ica stackertii Capilla del Monte Córdoba M5803
Bromas setifo/ias Rio Rico (Sitio 18) Santa Cruz Bs719
Bromas setifo/ias Ea. Alice (Sitio 24) Santa Cruz Bs420
Bromas setifo/ias Ruta 220 a Las Leñas Mendoza 85649
Bromas set/fo/¡as Ruta 11 a Glaciar P. Moreno Santa Cruz 85532

(Sitio 16)
Bromas setifo/ias Ruta 11 a Glaciar P. Moreno Santa Cruz Bs713

(Sitio 16)
Bromas setifo/ias Ea. EICondor (Sitio 5) Santa Cruz 85508
Poa hueca Cajón Almanza Neuquén Ph1209
Poa hueca Cajón Almanza Neuquén Ph1213
Festaca hieronymi Cuesta del obispo Salta Fh344
Festaca hieronymi Cuesta de Capiilita Catamarca Fh237
Festaca hieronymi Ruta 42-Desvío a Frías Catamarca Fh734
Festaca hieronymi Cuesta del Portezuelo Catamarca Fh737
Festaca argentina Aluminé Neuquén Fa1351
Festaca saperba Yala Jujuy Fsu347
Festaca saperba YaIa Jujuy Fsu349
Bromas aa/eticas Van Praett La Pampa Ba308
Bromas aa/eticas Colón Entre Rios Ba355
Bromas aa/eticas Parque San Carlos-Concordia Entre Ríos Ba417
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Figura 10. Mapa de la República Argentina donde se muestra la distribución geográfica de
las poblaciones de las distintas gramíneas hospedantes.
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5.2 Relevamiento y colección de las gramíneas
Durante los meses de diciembre a febrero de los años 1996-1999 se realizaron

relevamientos en diferentes provincias de Ia Argentina con el objeto de identificar

poblaciones de pastos nativos asociadas a endofltos fúngicos y coleccionar ejemplares vivos.

Se relevaron pastos de invierno miembros de la familia Poaceae, de tribus donde se registra

el mayor número de asociaciones con endofitos como son las tribus Poeae (Festuca y Poa),

Bromeae (Bromas), Meliceae (Me/ica) y Aveneae (Ph/eum).

Cada población se inspecció visualmente, con el objeto de detectar Ia presencia de

estromas sexuales y/o estructuras anamórficas.

De varias plantas tomadas al azar se extrajo una caña por planta. El material se

¡nspeccíonó microscópicamente, tomándose muestras de tallos y vainas, de las que se tomó

tejido parenquimático con ayuda de un bisturí. Se tiñó con una gota de solución acuosa de

azul de anilina 0.1% y se observó Ia presencia de hifas del endofito bajo microscopio óptico

(White et a|., 1995).

Posteriormente se llevó a cabo el muestreo definitivo en aquellas poblaciones que

fueron positivas para Ia presencia del endoflto. Se coleccionaron entre 7-10 plantas de cada

población, desenraizándolas con una pala y conservándolas en bolsas de plástico con tierra,

hasta su traslado al laboratorio. En los casos en los que se encontraron maduros, se tomaron

muestras de cariopses y se mantuvieron en bolsas de papel.

5.3 Aislamiento del endofito

Los tallos, vainas y/o semillas de cada planta se lavaron cuidadosamente en agua

corriente. Los cariopses completos y las vainas y cañas en trozos de 1,5 a 2 cm, se

esterilizaron superficialmente sumergiéndolos sucesivamente en una solución de etanol 50%

(1 minuto), hipoclorito de sodio 50% (lavandina comercial y agua corriente 1:1) (1 a 3

min.), y etanol 70% (2 min.) (Clark et aI., 1983).

Una vez esterilizados, los cariopses se cortaron en fragmentos así como los trozos de

vainas y cañas, y se sembraron en cajas de Petri con medio agar-papa-glucosa (APG)

(extracto de papa 3009/I, agar 20 g/I, glucosa 109/I). Las cajas se sellaron con parafilm y se

colocaron en cámara de cultivo, en oscuridad, a 23°C hasta que se observó crecimiento hifal

emergiendo de los extremos de los trozos sembrados.

De cada planta se seleccionó una sola cepa y, luego de ser repicadas en tubos pico

de flauta con medio agarizado, se dejaron desarrollar y se incorporaron al BAFCcuIt.

Para asegurarnos de poseer un cultivo puro, sin contaminaciones, se realizaron 3

repíques consecutivos en cajas de Petri con medio APG,a partir de colonias provenientes de

un único conidio.
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5.4 Caracterización morfológica de la colonia y el cultivo.

Para la caracterización e identificación de los cultivos se sembró cada cepa en placas

de Petri con medio Agar-Agua (209/I) y APG. Se analizaron los caracteres macro y

micromorfológicos, como el crecimiento del cultivo y el tamaño de los conidios entre otros.

Para sembrar las placas conteniendo agar-agua, se tomo una colonia pequeña

proveniente de un cultivo fresco en APG y se la mortereó con un mortero plástico

autoclavado en un tubo de microcentrifugación (eppendon‘) con 100 uL de agua estéril bajo

flujo laminar. Luego se transfirió sobre placas con agar-agua y se utilizó un rastrillo de vidrio

para homogeneizar Ia absorción y la distribución del cultivo sobre la placa.

Los caracteres micromorfológicos de cada cepa, se estudiaron bajo microscopio

óptico de fluorescencia (Zeiss, Axíoscope) utilizando un taco de agar-agua con crecimiento

miceliano de 10 días. Este se colocó directamente bajo el microscopio, cubriendo con un

cubre-objetos directamente sobre el taco y evitando burbujas de aire en la interfase. Las

cepas, al estar sembradas en un medio pobre, crecen muy poco, de manera mas esparcida y

con mucha conidiación. Por consiguiente es mucho mejor para estudiar estos caracteres y

para tomar mediciones y fotografías. Se analizaron el tamaño de los conidios, el largo de las

fiálides y Ia morfología de las hífas.

Para registrar la velocidad de crecimiento de cada cepa se tomó, a partir de un

cultivo puro, un pequeño rectángulo de 2 mm x 1 mm utilizando un bisturí estéril bajo flujo

laminar, se sembró en una caja de Petri con medio APG, y se dejó crecer a 22°C en

oscuridad. Se estimó el diámetro de Ia colonia a los 7, 14 y 21 días de crecimiento así como

la textura, borde, elevación y el color. Se hicieron 4 réplicas de cada cepa y se fotografiaron

los resultados.
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5.5 Extracción del ADNgenómico

El ADNgenómico total de cada endofito fue aislado utilizando el método de Goodwin

y Lee (1993) con algunas modificaciones. Se tomaron de 3 a 15 mg de micelio fresco

correspondiente a colonias pequeñas que crecian en cajas de Petri con medio APG.Luego de

extraerle el exceso de agar, se mortereó en un tubo de microcentrifugación (eppendorfi con

100 uL de buffer de lisis (SOmM Tris HCI pH: 7.2, SOmM EDTA, 3% SDS, 1% B-mercapto­

etanol), usando un mortero plástico autoclavado, hasta obtener una suspensión homogénea.

Luego los tubos se cubrieron de manera Iaxa con plástico adherente de cocina (fi/m) y se

colocaron en un horno microondas a máxima potencia (900 watts) por un total de 30

segundos, divididos en tres pulsos de 15, 10 y 5 segundos para evitar ebullición.

Inmediatamente después, se agregaron a cada tubo otros 300 ul de buffer de lisis y se

¡ncubaron a 80°C por espacio de 10 minutos.

La extracción del ADN se llevó a cabo adicionando 200 ul de fenol y 200 uL de

cloroformo a cada muestra, se agitó vigorosamente y luego se centrifugaron a 13000xg

durante 15 minutos. El sobrenadante fue removido y trasvasado a un nuevo tubo. Luego se

agregaron 400 ul de cloroformo y se centrifugó nuevamente a 13000xg durante 5 minutos.

El ADNse precipitó agregando 0,5 volumenes de isopropanol y 15 pl de acetato de

sodio 5M. Luego se centrifugó a 13000xg por 15 minutos. El precipitado se resuspendió en

50 ul de agua estéril purificada (equipos MilliQ,MilliporeCorp., Bedford, Massachusetts) y se

guardó en heladera a 5°C hasta su posterior utilización.

5.6 Cuantificación del ADNgenómico

El ADN fue cuantificado por fluorometria, utilizando el colorante bis-benzimidazol,

conocido comercialmente como Hoechst33258. Las concentraciones obtenidas se

confirmaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, en las que se utilizó un marcador de

masa conocida para comparar.

5.7 Reacción en Cadena dela Polimerasa (PCR)

Las regiones de los genes tubZ y ref] correspondientes a los intrones, fueron

amplificadas por PCR (po/ymerase chain reaction) (Foster et al., 1993, Doss et al., 1998),

utilizando los cebadores (prime/s) indicados en la Tabla II. EI lugar en donde cada uno de

estos cebadores híbrida con el ADNesta indicado en Ia Figura 11. El tamaño aproximado de

los productos de amplificaciónfueron de 560 pares de bases (pb) para tube de 810 pb

para tef]. Las reacciones se llevaron a cabo en 50 ul totales, conteniendo 10 mM de buffer

Taq (PE Applied Biosystems), 2,5mM MgClz, 1,25mM de cada uno de los cuatro

deoxinucleotidos 3 fosfato (dATP, dCl'P, dGTP, d1TP), SuM de cada cebador, 0,025 U ul'1 de
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enzima Taq (AmpIITaq Gold Polymerasa, PE Applied Biosystems, Foster City, California) y 10

ng de ADNgenómico purificado del endofito.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (PE Applied Biosystems, Foster

City, California) programado para una incubación inicial de 9 minutos a 94°C para activar Ia

enzima polimerasa, seguidos por 40 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 52°C y 2 minutos

a 72°C. Se incubó al final a 72°C durante 5 minutos para la extensión de las cadenas que

pudieran haber quedado incompletas.

Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa

1% con buffer TBE 1X (89mM Tris-borato, 2,5mM Naz EDTA,pH: 8,3) y revelados por tinción

con 0,5 ug/ml de bromuro de etídio, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de

lavar el gel con agua para eliminar el exceso de colorante, se analizaron los geles por

exposición a un transilumínador de luz ultravioleta.
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Tabla II. Denominación, secuencia y aplicación de los cebadores.

Denominación del cebador a Secuencia del cebador (5 '-3 ') Aplicación
principal b

Tub2-exon 11140 d GAG AAAATG CGT GAG A'l'l' GT Amp.

Tub2-exon 1214 r TGG TCA ACC AGC TCA GCA CC Amp.

Tub2-SeIA 614-595 r (C) AGAAGC CTG TCA CAT AGATT Amp. Sel./ sec.
TubZ-SeIC 614-595 r (D) AGAAGC CTG TCA CAT GGATG Amp. Se|./ sec.

Tub2-Sel E.fest 110-134 d (A) CCG CCG AGC CCG GCC ACG AA Amp. Se|./ sec.
TubZ-SeIC 110-134 d (B) CCG CCG AGC CCG GCC ACG AC Amp. Sel./ sec.

Tub2-exon 8837 d CAAA'lT GGT GCT GCT 'lTC TGG Sec.
TubZ-exon 1215 r TCG Tl'G AAGTAG ACACTC AT Sec.

Tefl-exon 1d GGG TAA GGA CGA AAAGAC TCA Amp.

Tefl-exon 6r CGG CAG CGA TAA TCA GGA TAG Amp.

Tef1-SeIT 126-146 d (a) CCG AAA'lTC ACGTAC TGA CT Amp. Sel./ sec.
Tefl-SeIA 126-146 d (b) CCG AAA'I'I'C ACGTAC TGA CA Amp. SeI./ sec.
Tefl-SeIT 881-862 r (e) GATGCG CGT TAATGATAC AT Amp. Se|./ sec.
Tefl-SeIG 881-862 r (f) GAT GCG CGT TAATGA TAC AG Amp. Sel./ sec.
Tefl-SeIC 918-898 r (c) TCT TGA TGA AATCACGGT GC Amp. SeI./ sec.
Tefl-SeIA 918-898 r (d) TCT TGA TGA AATCACGGT GA Amp. Se|./ sec.
Tefl-SeIT 403-452 d (g) 'lTC GGT CGC GGG GCT CAGTC Sec.
Tefl-SeIA 403-452 d (g) Tl'C GGT CGC GGG GCT CAGTA Sec.
Tef1-SeIT 522-505 r (h) GAATGT CAT GTC ATG TC Sec.
Tef1-SeIA 527-501 r (h) AGA GGT GGG CCA CGC GAATGT ATG Sec.

Tefl-exon 4.2 d ATC GAG AAGTTC GAG AAG GT Sec.
Tef1-exon 4.2 r Tl'G CAG CGA GTG AACATC GG Sec.

a La nomenclatura del cebador describe el gen (tubZo tefI), región del gen sobre los que
híbrida, y orientación (r= reverso, d= directo). En el caso de cebadores utilizados en la
amplificación selectiva de las copias del gen y algunos cebadores utilizados sólo en
secuenciación, el nombre es seguido por el sufijo "sel" seguido por el nucleótido 3'y la
región en la que híbrida. Finalmente figura la letra que identifica al cebador en la Figura
11.
b Amp.= amplificación por PCR, Sec.= secuenciación del ADN,y Amp. Sel.= amplificación
selectiva.
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Figura 11. Esquema que muestra los dos genes analizados en este estudio, tube tefI, y
las regiones en ias que los cebadores utilizados hibridan. Las cajas blancas y negras indican
intrones y regiones codificantes, respectivamente. Las flechas indican los diferentes
cebadores y su dirección. Los cebadores denominados con números son aquellos usados en
Ia amplificación y secuenciación interna, mientras que los denominados con letras son
aquellos usados para Ia secuenciación selectiva de las copias. Todos estan listados en ia
Tabla II.

TUB-Z

msm. 83.87 e

gr rr
IT
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5.8 Secuenciación de ADN

5.8.1 Preparación y cuantificación de los templados

Los productos de PCR se purificaron utilizando el Qiaquíck PCR Purification Kit

(Qiagen Inc., Valencia, California) siguiendo el protocolo especificado por los fabricantes. La

concentración de los productos amplificados fue estimada como se indicó en el item 5.6.

5.8.2 Reacción de secuenciación

Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo utilizando el kit CEQZOOODye

Terminator Cycle Sequencing (Beckman-Coulter, Inc., USA). Fueron secuenciadas ambas

hebras del ADN usando los cebadores de Ia amplificación y cebadores selectivos de

secuenciación que se unen a regiones internas de los productos amplificados (Tabla II y

Figura 11). Los productos fueron secuenciados por electroforesis en un secuenciador

automático CEQ8000 Genetic Analyzer (Beckman-Coulter) y las secuencias obtenidas se

analizaron usando CEQ2000 DNAAnalysis Software. Utilizando las secuencias obtenidas a

partir de los distintos cebadores de la amplificación selectiva de cada copia, se generaron

secuencias consenso que fueron creadas por medio del programa BioEdit (T.A. Hall.

Software, versión 5.0.9.1).

5.8.3 Híbridosy generación de cebadores selectivos

La obtención de dos productos en una misma reacción de secuenciación fue

visualizada por Ia presencia, en el cromatograma, de 2 picos correspondientes a distintos

nucleótidos (visualizado con distintos colores) en una misma posición nucleotídica. Estos

productos corresponden a los distintos haplotipos.

Dado que los haplotipos se diferenciaban en más de una posición, se generaron dos

cebadores selectivos para separar cada uno, con diferente nucleótido en el extremo 3 ' final.

Los dos productos de amplificaciónfueron posteriormente secuenciados sin ambigüedades.

Todas las secuencias obtenidas en este trabajo se obtuvieron durante una estancia

en el laboratorio del Dr. Christopher L. Schardl, de Ia University of Kentucky, Kentucky, USA,

utilizando los equipos que se detallan en el ítem 5.8.2.

5.9 Análisisde secuencias y filogenétioos

En todos los casos las secuencias fueron alineadas con el programa CIustaIX

(Thompson et al., 1997). En el caso de presentarse ambigüedades en el alineamiento

resultante, fueron chequeadas a ojo y corregidas. Los gaps fueron tratados como

información faltante. Las distancias genéticas entre secuencias y Ia composición de bases se

calcularon utilizando el programa PAUP4.0 beta 10 (Swofford, 1998), así como el estadístico
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gl (Hillisy Huelsenbeck 1992). La construcción de árboles filogenéticos de MP, NJ y MVfue

realizada utilizando también el programa PAUP 4.0 y Ia visualización e impresión de los

árboles fllogenéticos se realizó con el programa TREEVIEW1.6.6 (Page 1996).

Para la obtención de los árboles de MPse utilizó una matriz de caracteres no pesados

ni ordenados. Se realizó una búsqueda heurística de 10 réplicas con orden de adición de las

secuencias aleatoria. El soporte de cada clado fue realizado por medio del análisis de

bootstrap con 500 réplicas.

Los árboles de MVse construyeron siguiendo el modelo GTR, G e I de evolución

nucleotidica (ver ítem 2.8.3 de Ia introducción), cuyos parámetros fueron estimados con el

programa Modeltest 3.06 (Posada y Crandall, 1998). Utilizando el mismo programa se

estimaron los valores de la proporción de sitios invaríantes (I) y la distribución gamma (G).

Se construyeron árboles de distancias con el algoritmo NJ, utilizando también el

modelo GTR, G e I. Elanálisis de soporte por bootstrap se realizó con 1000 pseudoreplicas.
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6. RESULTADOS

6.1 Detección de endofitos en el material vegetal

Tanto in situ como en el laboratorio no se registraron formas teleomórficas en las

estructuras aéreas de las plantas examinadas. Los endofitos de Bromas set/foliasy Festaca

saperba se observaron como delgadas hifas endofl'ticas, intercelulares, paralelas al eje

longitudinal de Ia planta, en el parénquima del hospedante. Se visualizaron mediante la

tinción con azul de anilina (White et al., 1995).

6.2 Aislamiento e identificación de los endofitos

Se aíslaron a partir de semillas o trozos de cañas y vainas de las gramíneas listadas

en Ia Tabla I (ver materiales y métodos). Durante el aislamiento, el micelio fue visible

después de un mes de la siembra. Se aíslaron varias poblaciones de B. sefifo/ias de la

provincia de Santa Cruz y 2 de F. saperba de la misma provincia (solamente una de ellas se

encuentra en este estudio por inconvenientes en el aislamiento del ADN de la otra). Las

colonias puras se obtuvieron por tres sucesivos repiques en APGde un cultivo monospóríco.

6.3 Caracterización de los cultivos aislados

El examen micro y macromorfológico de los cultivos permitió ubicar a todas las cepas

aisladas como pertenecientes al género Neotyphodiam, que es restrictívo a aquellos

endofitos relacionados morfológica y genéticamente con especies del género Epich/oe',pero

con ausencia de la fase sexual (Glenn et a|., 1996). Durante los aislamientos a partir de

cuatro plantas de Me/ica stackertii de Córdoba y de semillas de una población de la Pampa

de Bromas aa/eticas, encontramos aislamientos correspondientes al género Acremoniam y

por lo tanto fueron descartados de este estudio. Se aíslaron y guardaron para posibles

estudios futuros.

En la tabla III se muestran los resultados del crecimiento de las colonias a los 7, 14 y

21 días. Cada valor corresponde al promedio de 4 réplicas para cada cepa, sembradas de

manera simultánea en la misma caja, para evitar distorsiones y diferencias de las distintas

cajas de petri, temperatura, medio agarizado, etc. También se analizaron Ia producción y el

largo y morfología de los conidios y de las fiálides (Figuras 12 a 24).

Los resultados nos señalan que existen diferencias entre los aislamientos. Una colonia

con características particulares (Tabla III y Figura 12) es Ia del endoflto de Bromas aa/eticas

308 (Ba308), cuyo crecimiento fue muy lento, alcanzando sólo 6.75 x 7.75 mm al cabo de

21 días desde las siembra en medio agarizado. Otras dos cepas, que presentan el

crecimiento más rápido de todas las analizadas, (Poa r/yia’ifo/ia219 (Pr219)(Santa Cruz) y
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642 (Pr642)(TIerra del Fuego), mostraron abundante micelio aéreo y color levemente

amarillento, una característica que las diferencia de las demás (no se ilustran). Las otras tres

cepas de crecimiento rápido (marcadas con color azul en Ia tabla), corresponden a los tres

únicos aislamientos de endofltos que son, aparentemente, no híbridos (Bromas setifo/ias

420, 508 y 719) (ver 6.4.1)(Figuras 14 y 15). EIresto de los aislamientos presentan tasas de

crecimiento muy similares entre ellos, medianamente rápidas, no exhibiendo diferencias

apreciables.

La morfología de la colonia del tipo de N. temblao’erae aislado a partir de Poa hueca,

fue consistente con su descripción taxonómica (Figura 23)(Cabral et al., 1999). Entre los

aislamientos de Bromas setifo/ias hay cuatro cepas que son muy similares a la descripción de

N. temb/aderae (Figura 14, 15 y 16: Bs420, B5508, B5532 y B5719), como así también los

aislamientos de Festaca mage/lanica 353 (Fm353)(Figura 19), Me/ica stackertii 803

(M5803)(Figura 21) y Poa r/yio’ifo/ia198 (Pr198)(Figura 24). Sin embargo, contamos con

otros aislamientos que presentan pequeñas diferencias con /V.tembladerae. Este es el caso

de Festaca mage//an¡ca 351 (Fm351), Bromas setifo/ias 649 (B5649), Poa r/yid/fo/ia 345

(Pr345), Festaca saperba 347 (Fsu347), Festaca saperba 349 (Fsu349) (Figura 20), Bromas

aa/eticas 355 (Ba355)(Figura 13) y Bromas aa/eticas 417 (Ba417), donde la colonia también

es blanca pero de crecimiento un poco más lento y sin la presencia de abundante micelio

aéreo. Tienen un aspecto cerebroide y ceroso. Otro aislamiento diferente fue el de Ph/eam

commatatam 682 (Phc682)(Figura 22), que presentó una colonia amarillenta con bordes

irregulares y con cristales en su superficie.

El color del reverso de las colonias, varia desde castaño claro, en la mayoría de los

aislamientos, a castaño grisáceo en los aislamientos de Ph/eam. En ningún caso 5e observó

la difusión de pigmentos al medio de cultivo.

En cuanto a la producción de conidios, ningún aislamiento resultó estéril, aunque

presentaron diferencias en cuanto a la abundancia. En algunos casos se evidenció una

producción muy baja, como en las cepas Bromas setifo/ias 420 (Bs420), Bromas setifo/ias

508 (B5508) y Bromas setifo/ias 719 (B5719) (Figuras 14 y 15). En otras, como Mel/ca

stackertii 803 (M5803), Bromas setifo/Ias 532 (B5532), Bromas setifo/ias 713 (Bs713) y

Festaca mage/lanica 353 (Fm353)(Figuras 21, 17 y 19) la producción de conidios fue

abundante. La mayoría de los conidios respeta la morfología descripta para el género

Neotyphoo’iam (Glenn et al., 1996), variando su morfología desde Iunados a reniformes. En

algunos casos, la forma tiene características particulares, alargados y delgados (uncinados),

como en Bromas aa/eticas 308 (Ba308)(Figura 12) que presenta conidios semejantes a los

de iv. ancinatam, pero que parecen tener una ontogenia conidial y una separación de la

célula conidiógena, diferentes a la que se indica en la bibliografía (Iannone 2003).
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Los conidios en general presentaron mayor tamaño (6-10 pm de longitud X 3-4 pm)

que los indicados para las especies sexuales del género Epich/oé (4-6 pm).

El largo de las flálides resultó variable entre los aislamientos. Algunos organismos

presentaron fiálides muy largas y delgadas como en Poa n'gidifo/ia642 (Pr642) y Bromus

setifo/ius 719 (Bs719). En otros son mas pequeñas y con protuberancías a Io largo, como en

Festuca mage/lanica 351 (Fm351)y Festuca superba 349 (Fsu349) (Figura 20)
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Tabla III. Características morfológicas de los aislamientos provenientes de diez hospedantes
nativos de Argentina

Aislamiento a Especies hospedantes Tasa promedio de crecimiento en mm b

7 días 14 días 21 días

Ba355 Bromus au/et/cus 3.75 x 4 7.5 x 7.75 10.25 x 10.5
Ba308 Bromus au/et/cus 3 x 3 5.5 x 5.25 6.75 x 7.75
Ba417 Bromus au/et/cus 3 x 4.75 6.25 x 6.25 10.5 x 11.75
M5803 Mel/ca stucke/t/i 5.5 x 4 11.25 x 11.25 19.5 x 19
Pr345 Poa n'g/a’ifo/¡a 3.5 x 3.75 7.75 x 8.75 15.25 x 16.25
Pr641 Poa n'g/d/‘fo/¡a 4.25 x 5.25 17 x 17 18.25 x 18.75
Pr642 Poa r/g/d/folia 6.5 x 3.75 18.5 x 16.5 29.5 x 27.25
Pr219 Poa r/g/d/fo/¡a 8.5 x 6.75 18 x 18.75 29.25 x 27.25
Pr198 Poa n'g/d/fo/¡a 5 x 5 13.25 x 13.5 20 x 20.25

Fsu347 Festuca superba 3 x 4 7 x 7.25 10 x 10.75
Fsu349 Festuca superba 5 x 4.25 8.75 x 9 11 x 11.25
Phc682 Ph/eum commutatum 6.25 x 6 13.5 x 13 19 x 20
Phc755 Ph/eum commutatum 7.25 x 7 14 x 14 15.75 x 15.75
85420 Bromas set/fol/us 9.25 x 9 16.25 x 17.25 23.75 x 24
35532 Bromus set/fO/I'us 4.25 x 4.25 11.25 x 11 20.25 x 19.25
B5713 Bromus set/folius 4.5 x 4.75 9.75 x 9.75 18.25 x 17.75
85508 Bromusset/fol/us 7.5 x 6 18.25 x 17.5 27.75 x 27.5
85649 Bromas set/fo/¡us 3.75 x 3.5 5.25 x 6.25 8 x 8.5
Bs719 Bromus set/folius 10.5 x 10 21.5 x 21 28 x 27
Fh237 Festuca hieronym/ 6.25 x 5.75 13.25 x 14.25 19.25 x 20
Fh344 Festuca h/eronym/ 5.25 x 5.75 12.25 x 11.75 18.25 x 17.5
Fh734 Festuca h/eronym/ 5.5 x 4.5 10.25 x 9.75 17.5 x 17.25

Ph1209 Poa hueca 6.75 x 5.5 10 x 8 12.75 x 9.75
Ph1213 Poa huecu 4 x 4.75 8.5 x 8.75 11.25 x 11.5
Fm351 Festuca mage/lan/ca 4.25 x 4.5 7.5 x 7.5 9.75 x 10.75
Fm353 Festuca mage/lan/ca 3.75 x 4.25 10.5 x 11 16.75 x 17.75
Fm745 Festuca mage/lan/ca 4.75 x 5.25 8 x 9 10 x 10.5
Fa1351 Festuca argentina 5.75 x 6 10 x 10.5 13.5 x 13.75

a El nombre del aislamiento corresponde a la abreviatura del nombre del hospedante seguido
por el número del BAFCcult.
b Promedio realizado a partir de cuatro réplicas de cada aislamiento a los 7, 14 y 21 días de
crecimiento
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Figura 12: Bromas au/eticus 308

Conidio Detalle

Conidio
aerminando

Figura 13: Bramus au/eticus 355
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Figura 14: Bromas setifalius 420

Figura 15: Bromas setifolius 508

Baja producción
de conidios
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Figura 16: Bromus setifolius 532

Abundante cantidad de
conidios

Figura 17: Bromas setifolius 713

GO

Alta
producción

de fiálides y
conidios
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Figura 18: Festuca hieranymi 237

Conidios

Figura 19: Festuca magellanica 353

Abundante
cantidad de

conidios
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Figura 20: Festuca superba 349

Fiálides
globosas en

Ia base

Figura 21: Me/ícastuckertii 803

Fiálides
muy largas
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Figura 22: Phleum commutatum 682

AK?C> O0€?
Ph]. 682

Figura 23: Poa huecu 1213
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Figura 24: Paa rigidifolia 198
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6.4 Amplificacióny secuenciación de los genes tube tef1

La amplificación por PCRde secuencias parciales de los genes tube tef] utilizando

los prime/s 11140 y 1214 (taba y los 1d y 6u (tefI) (ver materiales y métodos, Tabla II),

dio como resultado productos del tamaño esperado para los aislamientos del género

Neotyphoa‘ium (Schardl et aI., 1997, Moon et a|., 2002). La amplificación de Ia mayoria de

los aislamientos dio como resultado la presencia aparente de más de un fragmento de ADN

de tamaño similar (Figuras 25 y 26). Dado que, como se mencionó en la introducción (ver

ítem 2.3), Ia hibridación es un fenómeno frecuente en endofitos del hemisferio norte

(Schardl et aI., 1994, Tsai et aI., 1994, Schardl et a|., 1997), si ese también fuera el caso de

los endofitos que se estudiaron en esta tesis, las diferentes bandas podrían corresponder a

haplotipos distintos presentes en el genoma de un mismo organismo híbrido. Cuando esos

productos de amplificación fueron secuenciados, estos revelaron Ia existencia de señal

ambigua en varias posiciones, incluyendo sustituciones nucleotídicas e inserciones y

deleciones (¡nde/s) (ver Figura 27b). La presencia de dos o más nucleótidos en una misma

posición de Ia secuencia de un producto de PCR, indica la presencia de más de un templado

en dicha mezcla. Estos resultados pueden ser explicados por Ia existencia de distintos

haplotipos en el mismo endofito. Para investigar esta posibilidad, se sometió a cada muestra

de ADN a dos amplificaciones de manera independiente usando cebadores (prime/s)

selectivos y especificos (ver materiales y métodos, Tabla II) y luego fueron secuenciadas

(Figuras 27 a y b).

6.4.1 Identificación de los organismos híbridos

La mayoría de los haplotipos se distribuyeron en dos grupos principales, uno asociado

con Epich/oé festucae (haplotipo 1), y el otro con E. typhina (haplotipo 2). Los organismos

que presentaron más de dos haplotipos diferentes para alguno o ambos de los genes, serian

el resultado de eventos de hibridación. Todos los aislamientos híbridos contaron con un

haplotipo en el clado typhina y todos, excepto 4 aislamientos, contaron con un haplotipo en

el clado festucae. Aquellos que no contaban con este último haplotipo fueron los

aislamientos provenientes del hospedante Bromas setifa/ius de tres poblaciones de Ia

provincia de Santa Cruz (Bs420, 85508 y Bs719), y el aislamiento proveniente de Ph/eum

commutatum 682 (Phc682). Este último resultó ser un organismo híbrido pero con haplotipos

diferentes (ver 6.6.1).
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4-—-— 600 pb

Figura 25: a) Amplificación del gen tubZ, utilizando los primers 11140 y 1214 (Materiales y
métodos, Tabla II) en cepas de diferentes hospedantes argentinos, como por ejemplo Poa
huecu y Festuca mage/lanica. Aparentemente se visualiza una banda. Marcador de peso
molecular: Escalera 100pb. b) Idem a, también del gen tub2. Se observan dos bandas de
alrededor de 600 pb.

800 pb

Figura 26: Amplificación del gen tefJ, utilizando los primers 1d y 6u (Materiales y métodos,
Tabla II) en cepas de diferentes hospedantes argentinos. Marcador de peso molecular:
Escalera 100 pb. Se observa una banda de alrededor de 800 pb.
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30 43 50 60GGTGGTGGTA GACTTGCCGGAGTCGACGTGGCTAlACT'I

Figura 27a: Cromatograma obtenido de la salida del secuenciador automático de una cepa
(Bromus setifolius 420 = Bs420) sin ambigüedades nucleotídicas (no híbrida). En todas las
posiciones se observa señal correspondiente a_una sola base.

Figura 27b: Cromatograma que muestra una cepa (M5803) que presenta el sitio 149
ambiguo, donde se superponen las señales correspondientes a T y C.

6.5 Filogenia molecular

6.5.1 Variabilidad a nivel nucleotídico de ambos genes

Con el objetivo de dilucidar la genética y Ia evolución de los endofitos de gramíneas

nativas, se estudiaron las relaciones filogenéticas entre los mismos utilizando las secuencias

parciales obtenidas de los genes B-tubulina (tz/bé) y el factor de elongación de la traducción

l-a (tefl).

El estudio involucra secuencias previamente obtenidas por Schardl et al. (1997),

Craven et al. (2001a) y de Moon et al. (2002) que corresponden a endofitos sexuales y

asexuales aislados de gramíneas de ambos hemisferios; y secuencias obtenidas de

aislamientos de gramíneas nativas de Argentina (este estudio). Se estudiaron un total de 27

cepas de endofitos, de los cuales se obtuvieron 55 haplotipos provenientes de 21 cepas para

el gen tubZ y 41 haplotipos obtenidos de 15 aislamientos para tefl. La longitud de las

secuencias para tubZ fue de 560 pares de bases y para el gen tefJ fue de 860 pares de

bases.

Se utilizó el método de HiIIisy Huelsenbeck (1992) para evaluar si la matriz de datos

contenía señal filogenética o si por el contrario, los caracteres se distribuían en forma
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aleatoria. El estadístico gl se calculó a partir de 10000 árboles aleatorios y para tefI se

obtuvo un valor de -0.329872, resultando significativo (p> 0.01) e indicando que la matriz

contiene señal filogenética. En el caso de tubZ, el valor de gl fue de -0.160408, llegando a

la misma conclusión. El test de gl fue realizado varias veces y su valor permaneció

significativo, aún incluyendo taxones que presentaron secuencia idéntica.

6.6 Análisis filogenéticos

Los distintos métodos (máxima parsimonia, ne/yhbourjoining y máxima

verosimilitud), arrojaron relaciones filogenéticas coincidentes para muchos de los

aislamientos analizados. Algunos resultaron más resolutivos que otros, aunque en general

todos los métodos dieron como resultado topologías congruentes.

Dado que existen discusiones acerca de cuál es el mejor criterio de análisis

fllogenético para evaluar las relaciones evolutivas entre las otus, consideraremos más

confiables a aquellas topologías que están representadas en la mayoría de los métodos.

Aquellas topologías encontradas sólo en uno de los métodos serán analizadas con precaución

y se necesitará algún otro enfoque para corroborarla.

En términos generales MVy NJ generaron topologías muy similares (Figuras 28-29 y

30-31) manteniendo los dos grandes clados (festucae y typhina) bastante conservados en

ambos árboles. Con los árboles de MP,sin embargo, no tuvimos los resultados esperados; el

análisis de bootstrap dio por resultado varias politomías; es decir, una muy pobre resolución

de la relación entre los organismos.

Para no crear confusiones entre los endofitos y sus hospedantes hemos denominado

a los grupos definidos a partir de los nodos de las topologías de una manera diferente, así es

posible distinguirlos y facilitar la comparación entre las topologías de los métodos de NJ y

MV.Los nombres de los clados y los miembros de cada uno se detallan en las Tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Clados recuperados por el análisis de MV para el gen tef] (Figura 29). Las
abreviaturas de los integrantes se encuentran en Ia Tabla I (materiales y métodos).

CLADO INTEGRANTES

Clado typhina Phc682, Fsu349, Fsu347, Etyp667, BSS32, B5713, Fm353, Nte

1169, Ba355, Ms 803, Ph1213, Pr198, Fh734, Bs420, B5508, Bs

719, Pr642, Pr345, Pr219, Bs308, Etyp669, Naust937

Clado festucae M5803, Pr198, Fm353, Ba355, 85713, Fh734, BSS32, Fsu349,

Nte1169, Ph1213, Pr642, Fsu347, Pr345, Ba308, Pr219, Naust

937, Efest032 y Efest90660

Subclado tembladerae M5803, Pr198, Fm353, Ba355, B5713, Fh734, 85532, Fsu349,

Nt61169, Ph1213, Phc682, Fsu349, Fsu347, Etyp667, BSS32, Bs

713, Fm353, Nt81169, Ba355, M5803, Ph1213, Pr198, Fh734

Clado amarillans Phc682, Eamar743, Eamar744

Tabla 5. Clados recuperados por el análisis de MV para el gen tubZ (Figura 28). Las
abreviaturas de los integrantes se encuentran en la Tabla I (materiales y métodos).

CLADO INTEGRANTES

Clado typhina Idem anterior más: Pr641, Fm745, Fh344, Fh737, Fm351, Bs

649, Ph2267, Fa2203, Phc755

Clado festucae Idem anterior más: Pr641, Fm745, Fh344, Fh737, Fm351, Bs

649, Ph2267, Fa2203, Phc755

Subclado tembladerae Idem anterior más: Pr641, Fm745, Fh344, Fh737, Fm351, Bs

649, Ph2267, Fa2203, Phc755, Pr641, Fm745, Fh344, Fh737, Fm

351, B5649, Ph2267, Fa2203, Phc755

Clado baconii I Phc682, Eba745

Clado baconii II Eba76552, Nochr11
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6.6.1 Análisis de máxima verosimilitud (MV)

Dado que el análisis de MVes sumamente intensivo en cuanto a los requerimientos

computacionales, se seleccionaron para cada gen, al menos un representante de cada

hospedante, eliminándose las secuencias idénticas. De esa manera Ia matriz se redujo de 27

a 21 taxones en tub2, y de 24 a 15 taxones en tef].

Para determinar cuál es el modelo de evolución que mejor representa los datos, se

utilizó el Modeltest 3.06 (Posada y Crandall, 1998). EI modelo seleccionado por este

programa fue el GTR, G e I, general time reversib/e (es decir 6 parámetros) además del

parámetro gamma (parámetro de Ia distribución G) e I (proporción de sitios invariantes). Los

valores estimados de los parámetros fueron:

Frecuencias bases tubZ = A: 0.260767, C: 0.262609, G: 0.242263, T: 0.234361

proporción se sitios invariantes en tub2(I)= 0.356553

parámetro de distribución G en tubZ = 0.789502

Frecuencias bases tefI = A: 0.244692, C: 0.261947, G: 0.222565, T: 0.270796

proporción se sitios invariantes en tefI (I)= 0381605

parámetro de distribución G en tef] = 4.242062

El análisis de MVse llevó a cabo empleando la versión beta del programa PAUP4.0

(Swofford 1998) especificando modelo y valores resultantes del Modeltest (Posada y

Crandall, 1998). No fue utilizada Ia técnica de bootstrap en este análisis ya que resulta

inmanejable por los tiempos requeridos. Los valores de boostrap presentes en ambos

árboles fueron obtenidos a partir de árboles de MPy corresponden a valores superiores al

50%.

En las figuras 28 y 29 se muestran los dos árboles obtenidos por el método de MV

para los dos genes.

El endofito N. temb/aderae, aislado de Festuca hieronyml; Poa huecu y Festuca

argentina, resultó ser un híbrido derivado de dos endofltos sexuales, en concordancia con lo

reportado por Moon y colaboradores (2002). Los aislamientos de Bromas setifo/ius 420, 508

y 719 resultaron aparentemente no híbridos, ya que solamente estaba presente una copia de

los genes tube tef]. Todo el resto de los aislamientos de endofitos nativos resultó híbrido

para ambos genes aunque no todos tienen los mismos haplotipos, es decir, los mismos

ancestros.

Ambos árboles mostraron topologías congruentes en Ia asociación de los taxones en

tres clados principales (Figuras 28 y 29). EI clado festucae incluye todas los haplotipos
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derivados de la forma sexual E. festucae (haplotipo 1), con la excepción de los endofltos no

híbridos y del aislamiento Phc682. El segundo clado contiene todos los haplotipos derivados

de E. typhina (clado typhina, haplotipo 2). La topología de los árboles de los haplotipos es

compatible con un origen híbrido para los organismos que cuentan con dos haplotipos. Sin

embargo, también podría ser válido para aquellos que presentan un solo haplotipo, ya que

pudieron haberlo obtenido a partir de parentales idénticos o muy similares.

Por otro lado, es interesante notar que existe una diferencia sustancial entre ambos

haplotipos en cuanto a la variabilidad nucleoti'dica tanto en tubZ como así también en tefl.

Mientras que las copias del haplotipo I derivadas de E. festucae muestran baja variabilidad,

el haplotipo 2 derivado de E. typhina, demuestra niveles mayores de variabilidad. Además,

como puede observarse en el árbol de tefl (Figura 29), Ia resolución de las relaciones entre

los haplotipos 2 es mayor para tef] que para el mismo clado en el árbol basado en tub2

(Figura 28). Este hecho probablemente es el reflejo de mayores niveles de variabilidad

nucleotl'dica en tefl en comparación con tubZ. En el árbol de tubZ, por ejemplo, es posible

distinguir un subclado, dentro del clado typhina, que denominaremos subclado tembladerae

(Figura 28, Tabla 5).

El tercer clado que se evidencia en el árbol de tef] (Figura 29), es denominado clado

amarillans, e incluye uno de los haplotipos presentes en el aislamiento de Ph/eum 682

(Phc682) y los aislamientos que representan a Ia especie sexual desde donde podría haberse

originado, E. amar/"llana El otro haplotipo de tefI está incluido en el clado typhina. En

contraposición, en el árbol basado en secuencias de tubZ (Figura 28), mientras que una de

los haplotipos también es derivado de E. typhina, el otro haplotipo deriva de E. bacon/i.

Los endofltos sexuales y asexuales del hemisferio norte se dividieron en dos clados

en ambos árboles, como fue previamente reportado (Moon et al., 2002). Neotyphoa‘ium

uncínatum (Nu 167) se agrupa en uno de los clados del hemisferio norte en tefI mientras

que en tub2 esta relacionado con el clado typhina (Craven et al., 2001a).

Una de las cepas aisladas de hospedantes del hemisferio sur, N. austra/iense, se

agrupa con los aislamientos argentinos dentro de los clados typhina y festucae en ambos

árboles de MV,compartiendo los mismos ancestros.

Los clados encontrados en los análisis de MVfueron los mismos obtenidos en NJ y

MP.
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6.6.2 Método de distancia: Neighbourbjoining

Para generar la matriz de distancias necesaria para la construcción del árbol, los

parámetros y el modelo de evolución utilizados fueron los que obtuvimos mediante el

programa Modeltest (Posada y Crandall, 1998). Como se indicó anteriormente (ítem 6.6.1),

el modelo de evolución seleccionado fue el GTR, G e I.

Lasfiguras 30 y 31 muestran los árboles obtenidos para tube tef] respectivamente.

En general, las topologías de los árboles de NJ resultaron concordantes con los obtenidos en

MV.Como podemos observar los tres cIados ya mencionados están también bien definidos

en los árboles de NJ: el clado typhina, el cIado festucae y el cIado baconii ó amarillans

dependiendo si el gen analizado es tubZo tef]. Además en el árbol del gen tubZ (Figura 30),

también es posible observar el subclado tembladerae, incluido en el clado typhina. También

es posible distinguir que en ambos árboles, los endofltos provenientes de graml'neas del

hemisferio norte quedan separados de los endofitos argentinos. Los aislamientos del

hemisferio norte se distribuyen en dos clados bien definidos.

EIanálisis de bootstrap (1000 pseudoréplicas) mostró que, en el caso del gen tubZ el

clado baconii I tiene un soporte de bootstrap del 87% (Figura 30), mientras que en el clado

amarillans del árbol de tefI, tiene un valor de baotstrap del 55% (Figura 31). Tanto el cIado

festucae como el cIado typhina tienen un alto valor de bootstrap en ambos genes, siendo de

83% y 81% para tubZ y 100% y 85% para tef1, respectivamente. Dentro de estos dos

clados, las relaciones entre los miembros no está bien resuelta, dando origen a una politomía

dentro de los mismos. El clado festucae es menos variable que el typhina, y es por ello que

dentro de este último las relaciones están más resueltas.

Es interesante la congruencia existente entre las topologías resultantes de estos dos

genes, tanto en los árboles de MVcomo en NJ. La única diferencia entre los árboles de los

dos genes, es para la secuencia del aislamiento de Ph/eum 682 donde se asocia al cIado

baconii I en el árbol basado en tub2 (Figuras 28 y 30), mientras que en tef] (Figuras 29 y

31), se incluye en cIado amarillans.

Los endofitos que resultaron ser aparentemente no híbridos (Bs420, 85508 y Bs719),

que contienen sólo una copia de cada gen, se separaron en un subgrupo dentro del cIado

typhina en el gen tef1 con un soporte de bootstrap del 54% y en el gen tubZ también se

separaron aunque se sumaron dos aislamientos de Festuca superba.

Para ambos genes, los aislamientos provenientes de tres Paa r/yidifo/ia(Pr345, Pr642

y Pr641) se separan dentro del clado typhina en un subgrupo con soporte estadístico

aceptable en ambos genes. En el caso del gen tef] estos aislamientos derivan del mismo

nodo que el aislamiento de Bromas au/eticus 308 (Figura 31).
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Con el aislamiento de N. uncinatum (Nun167) ocurrió Io mismo que en los árboles de

MV, asociándose a dos clados diferentes en cada gen (Craven et aI., 2001a). En uno

asociado al clado typhina y en el otro asociado al grupo de endofltos del hemisferio norte.

Elaislamiento de N. austra/iense, se incluye con los aislamientos argentinos dentro de

los clados typhina y festucae en ambos árboles de NJ, al igual que en MV, es decir,

comparten los mismos ancestros.
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6.6.3 Método de Máxima Parsimonia (MP)

Los análisis filogenéticos de máxima parsimonia (MP) se llevaron a cabo utilizando el

programa PAUP4.0 (Swofford 1998). Se eliminaron del análisis aquellas secuencias que eran

exactamente iguales, dejando al menos las secuencias de 2 cepas de cada hospedante. Para

el gen tubZ, del total de posiciones que presentaban variación entre secuencias, 63

resultaron informativas según el criterio de parsimonia, donde cada variante está al menos

representada en 2 secuencias (Felsenstein 1993), y 42 posiciones variables fueron no

informativas. Para tef], del total de 860 caracteres, 72 fueron variables no informativos y

101 fueron informativos para parsimonia.

Se calcularon los indices de consistencia (CI) y los de retención (RI) para ambos

genes, dando como resultado:

CI tub2= 0.8276

RI tub2= 0.9673

CI tef1= 0.8636

RI tef1= 0.9774

Dada Ia cantidad de 07'Us incorporadas en el análisis, resulta imposible utilizar un

método exacto para la búsqueda del árbol mas parsimonioso. Por ello se empleó un

algoritmo heurl'stico implementado en PAUP 4.0. Dado que estas metodologías pueden

producir resultados que dependen del orden de adición de las secuencias (Hillíset a|., 1996),

se hicieron 10 búsquedas, en cada una alterando el orden de incorporación de las secuencias

de manera aleatoria.

Para determinar el grado de soporte que brindan los datos a cada uno de los clados

que surgen del análisis de MP, se realizaron análisis de bootstrap con 1000 pseudoréplicas.

Las figuras 32 y 33 muestran los árboles de MPy los valores de bootstrap obtenidos para los

genes de tubZ y tef] están representados en las figuras 28 y 29 respectivamente. Como

puede verse en las figuras, los clados principales están soportados por valores que van

desde 95% al 100%. Sin embargo, los árboles obtenidos por MP resultaron no informativos

sobre Ias relaciones fllogenéticas de los taxones incluidos dentro de estos cIados. Los valores

de soporte estadístico son menores al 50%, evidenciándose como politomías.
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Figura 32: Uno de los árboles más parsimoniosos generados usando PAUP4.0 * (Swofford 1998) para el gen
tubZ. Se indican con barras los grupos principales detectados por el análisis de MV.
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7. DISCUSIÓN

7.1 Caracterización morfológica e identificación de los endofitos

Nealyphadium

Los endofitos asexuales presentan crecimiento lento en cultivo en relación a los

sexuales (White et al., 1991b). Todos los endofitos asexuales analizados en este trabajo

presentaron menor crecimiento que sus parientes sexuales del género Epich/oé (Craven, K.

D., com. pers.). Se conoce que Ia mayoría de los derivados aneuploides y poliploides de

Emerice/la nidu/ans (Aspergillus nidu/ans) crecen lentamente en relación al haploide, que es

el estado de ploidía usual de la mayoría de los ascomycetes filamentosos (Kafer y Upshall,

1973, Upshall 1981). Aunque este mecanismo es desconocido, es posible que un fenómeno

similar produzca el crecimiento lento de los endofitos híbridos heteroploides en relación a las

especies haploides de Epich/oe'(Clay y Schardl 2002).

Entre los asexuales, dos aislamientos de Poa ngia'ifolia mostraron el mayor

crecimiento en cultivo al cabo de 21 días, seguidos por los no híbridos. Contrariamente a

nuestras observaciones, muchos de los endofltos de crecimiento más lento corresponden a

las especies de Neotyphoa’ium descriptas como no híbridas: N. aotearoae (Moon et al.,

2002), N. /o//¡(Latch et al., 1984) y N. typhinum var canariense (Moon et al., 2000).

El tamaño de los conidios de los aislamientos de Argentina se encuentran en el rango

descripto para otros organismos híbridos del género Neatyphodium. Los valores resultaron

más altos que los descriptos para el género Epich/oe'. Se postula una correlación entre el

tamaño de los conidios y el contenido genómico para endofitos Neotyphaa’ium y Epich/oé

(Kuldau et al., 1999), donde las especies de Neotyphodium híbridas tienden a presentar

tamaño de conidios mayores que sus parientes del género sexual.

Es importante destacar, que los aislamientos que resultaron no híbridos mostraron

baja producción de conidios cuando se hicieron crecer en medio de cultivo agarizado.

Comparando con otros endofitos asexuales no híbridos, como N. aatearoae donde no han

sido observados conidios (Moon et al., 2002) y N. lol/I; quien raramente produce conidios

(Christensen et al., 1993), nuestros resultados están en concordancia con la correlación

observada por Moon y colaboradores (2002) entre el origen no híbrido y la baja o nula

producción de conidios.

Otros relevamientos realizados en el hemisferio sur fueron los de Nueva Zelanda

(Rolston at al., 2002) y Australia (Aldous et al., 1999). En el primer caso, sólo se registraron

especies de Neotyphoa’iumen Echinopogon ovatus (Miles et al., 1998). En Australia también

se encontraron endofltos del tipo Neotyphoa‘iumsólo en especies del género Echinopogon

(Aldous et al., 1999), Io que sugiere que si los endofitos están presentes, estos ocurren en

baja frecuencia. Esto es una diferencia importante con Argentina, ya que encontramos 5

Agustina Genti/e



Origen,divergenciay Discusión- 83 ­

géneros de gramíneas con varias especies, colonizadas por endofitos. Aunque la variabilidad

entre los endofltos de Argentina es escasa a nivel molecular y morfológico, es importante

destacar Ia biodiversidad de hospedantes y la amplitud de su distribución en, por ejemplo,

enormes extensiones de Ia Patagonia. A esto se suma el hallazgo de endofitos híbridos y no

híbridos dentro del mismo hospedante, como en Bromas setifo/¡l/s. Una explicación posible

para Ia biodiversidad de hospedantes es que existen diferencias genéticas entre los

hospedantes y ello podría producir diferentes asociaciones con endofitos genéticamente

distintos. La ploidía de la planta podría tener un efecto en el tipo de asociación establecida

con el endofito fúngico (Marshall et al., 1999). Según este informe, dependiendo del

contenido genómico del hospedante (diploide, hexaploide, etc), Ia asociación puede

producirse con endofltos del tipo Neotyphodium o Acremonium (Marshall et al., 1999).

Es interesante destacar que en el hemisferio norte y en Ia región estudiada en este

trabajo del cono sur de América, la biodiversidad de hospedantes es muy grande, en tanto

que en Nueva Zelanda y Australia se restringe a un solo género.

Se podría postular que Ia protección mediada por endofltos frente a los herbívoros no

es una presión evolutiva decisiva en Nueva Zelanda (White et aI., 2001; Moon et a|., 2002).

En Argentina, podría estar ocurriendo algo similar en ciertas gramíneas que no resultan

tóxicas para eI ganado. Estos pastos no evolucionaron bajo Ia presión de pastoreo, por Ia

ausencia o la baja frecuencia de herbívoros nativos. Seguramente existan otras ventajas en

la asociación gramínea-endofito, que les permitan una mayor adecuación al ambiente donde

se desarrollan o eventualmente, colonizar nuevos ambientes.

Saikkonen y colaboradores (1999) sugieren que los endofltos protegen a sus

hospedantes o incrementan su aptitud y adaptabilidad de una manera diferente dependiendo

de la población, Ia diversidad endofitica y/o las condiciones ambientales donde la asociación

tiene lugar. Esto podría aplicarse a la diversidad encontrada en Argentina, en contraposición

a otras regiones del hemisferio sur. Quizás los climas y suelos encontrados en Argentina,

conjuntamente con Ia variabilidad genética de los hospedantes, incrementan las aptitudes

de Ia asociación, favoreciendo que estas ocurran de manera frecuente en varios géneros de

hospedantes y en climas muy diversos.

Tomando en cuenta Ia condición no híbrida de las tres cepas de Bromas setifo/ius de

la provincia de Santa Cruz, Patagonia; su rápido crecimiento en cultivo; su baja producción

de conidios característica de endofitos no híbridos (Christensen et aI., 1993; Moon et aI.,

2002) y su agrupamiento en un subclado que se separa del resto, y que se anida bien dentro

del clado typhina, proponemos que estos aislamientos sean considerados dentro de la

especie Neotyphodium typhinum (Morgan-Jones y Gams, 1982).
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EIendofito aislado de Ph/eum commutatum 682 (Phc682) tiene un origen diferente al

resto de los endofltos de Argentina analizados hasta el momento. Debido a sus diferencias

de crecimiento en medio agarizado y a que sus 3 parentales son especies de Epich/oe'cuya

combinación no esta presente en ningún otro endoflto conocido, podriamos establecerlo

como un nuevo taxón. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios sobre otros aislamientos

y/o secuenciación de nuevos genes para determinar si se trata de una nueva especie de

Neotyphodium, o puede ser considerada una variedad de alguna de las especies ya

existentes.

7.2 Árboles filogenéticos: Origen y divergencia de los híbridos de

Neotyphodium

En grupos taxonómicamente difíciles debido a escasas diferencias morfológicas, los

caracteres moleculares son imprescindibles para elucidar relaciones evolutivas entre especies

o variedades. La secuenciación de genes ortólogos adecuadamente elegidos y la utilización

de diferentes metodologías de análisis filogenético permiten responder interrogantes tanto

sistemáticos como evolutivos. Los análisis filogenéticos nos permiten elaborar hipótesis

plausibles y fundadas acerca del origen evolutivo de los organismos y de sus relaciones

filogenéticas. En este trabajo hemos utilizado este enfoque para estudiar el origen y las

relaciones entre cepas de endofitos fúngicos del género Neolypnoa'ium aislados de distintas

especies de gramíneas de Argentina. Los análisis fllogenéticos se hicieron en base a las

secuencias nucleotidicas, principalmente intrones, de los genes nucleares B-tubulina (tubZ) y

el factor de elongación de la traducción l-a (tefl).

En este trabajo de tesis se analizaron 27 aislamientos de endofltos provenientes de

10 especies, incluidas en 5 géneros de gramíneas de Argentina y 22 aislamientos de

diferentes pastos del hemisferio norte. Los pastos hospedantes de Argentina, fueron

obtenidos de poblaciones localizadas en 10 provincias (ver Figura 10).

Todos los endofitos estudiados en este trabajo se incluyeron dentro del género

Neatypnoa’ium. Muchos de los aislamientos analizados, tanto por los caracteres morfológicos

como por los haplotipos encontrados mediante los análisis fllogenéticos, resultaron

pertenecer a la especie IV.temb/aderae, descripta previamente sobre gramíneas tóxicas de

esta región (Cabral et a|., 1999). Es interesante destacar que el mismo endofito fue

encontrado tanto en hospedantes tóxicos (3 especies de gramíneas) como en aquellos sin

registro de toxicidad para el ganado (6 especies), y en poblaciones muy alejadas unas de

otras en el territorio argentino. Esto podría indicar que la presencia de metabolitos tóxicos

estaría relacionada, no exclusivamente con la especie de endofito infectante, sino con Ia

interacción entre este y el hospedante.
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Un endoflto del tipo N. temb/aderae se encontró recientemente en Festuca an'zonica

en los Estados Unidos (Moon et a|., 2004). Tomando en cuenta que no se han encontrado

formas sexuales en América de Sur y que estas existen en América del Norte, este hallazgo

estaria indicando que, por lo menos en el caso de Festuca, la hibridación pudo haber

ocurrido en el hemisferio norte desplazándose luego al hemisferio sur. Con respecto a la

presencia del mismo anamorfo en 9 especies de pastos en Sudamérica y en un pasto de

América del Norte podriamos plantear Ia posibilidad de transferencia horizontal; es decir,

conidios formados sobre una planta podrian ser dispersados e infectar plantas de otras

especies. Existen antecedentes en Poa r/yidifO/Iaen Tierra del Fuego (White et aI., 1996), en

Bromus au/eticus de Ia pampa húmeda y en B. set/fallas en Ia Patagonia, donde se

observaron fiálides y conidios en el interior de Ia caña y en el filoplano de la hoja (Iannone y

Cabral, com. pers.).

EIanálisis detallado de las secuencias de los genes tube tef] reveló que gran parte

de los endofitos estudiados se originaron por eventos de hibridación entre especies sexuales

del género Ep/ch/oé. Los parentales más frecuentes resultaron ser E. typhina y E. festucae.

La hibridación inter-específica no es conocida en otros hongos, aunque ha sido poco

estudiada. Sin embargo, este trabajo muestra que es un fenómeno frecuente en los

endofltos que pertenecen al género Neotyphodium de amplia distribución en el cono sur de

América. Dado que Ia condición híbrida de las especies de Neotyphodium está presente en

otras regiones del mundo como Estados Unidos y Europa, la hibridación seria recurrente y/o

muy antigua en la evolución de estos endofltos (Clay y Schardl 2002).

En este trabajo se utilizaron tres métodos fllogenéticos: máxima parsimonia (MP),

Neighbour-joining (NJ) y máxima verosimilitud (MV)), los cuales arrojaron relaciones

filogenéticas coincidentes para muchos de los aislamientos analizados. Los análisis de MVy

NJ fueron más resolutivos que los de MP,aunque en general todos los métodos dieron como

resultado topologías no contradictorias.

Los tres clados obtenidos por los árboles de MV (Figuras 28 y 29) están bien

definidos también en los árboles de NJ (Figuras 30 y 31): el clado typhina, el clado festucae

y el clado baconii ó amarillans, dependiendo de si el gen analizado es tubZ o tef]. Esto

último está relacionado con el origen híbrido de un aislamiento de Ph/eum commutatum.

Los árboles obtenidos por MP (Figuras 32 y 33) separaron con valores de bootstrap

mayores al 50% los clados festucae y typhina. Sin embargo, no resolvieron con buen soporte

las relaciones fllogenéticas dentro de los mismos, evidenciándose como politomías.

Los árboles derivados de MVbasados en las secuencias de ambos genes, apoyan el

origen híbrido en 23 de los 27 aislamientos nativos analizados, a partir de las formas

sexuales encontradas hasta ahora en el hemisferio norte: Ep/ch/aé festucae y E. typhina
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(Figuras 28 y 29). El presente trabajo de tesis demuestra, por primera vez, que la mayoría

de los endofltos fúngicos de la Argentina son organismos originados por eventos de

hibridación. El único registro previo de un organismo híbrido de Argentina es el de un único

aislamiento de /V.temb/aderae a partir de Paa huecu (Cabral et al.,1999), también derivada

de E. festucae y E. typhina (Moon et al., 2002). La distribución de los endofltos híbridos es

sin duda ubicua, ya que los aislamientos provienen de diversas especies y géneros de

gramíneas distribuidas en un amplio rango geográfico, que abarca desde Jujuy hasta Tierra

deIFuego.

Las únicas tres cepas aparentemente no híbridas fueron aisladas de Bromus

setifo/ius. Es interesante destacar que en el mismo hospedante, en la misma región

geográfica, hemos encontrado también dos aislamientos híbridos. Dos de los no híbridos

(Bs420 y Bs719) fueron aislados de dos poblaciones distantes 20 Km. una de otra, y alejadas

300 Km. de la población de la cual se aisló el tercer no híbrido (85508), todas ellas en la

Patagonia. Hasta el momento, sólo tres cepas de Neotyphoa’ium han sido citadas como no

híbridas cuando se amplificaron los genes tubZ, tefl y actina: N. aotearoea, N. lyphinum y

N. /o///'(Christensen et al., 1993; Moon et a|., 2002).

Entre los endofitos híbridos con características particulares se encuentra uno de los

aislamientos de Ph/eum commutatum (Phc682), que presenta un genotipo único que no se

encuentra en otros híbridos. EIaislamiento Phc682 tiene haplotipos de tube tef] asociados

al clado typhina, pero también posee un segundo haplotipo para cada gen que, en

contraposición con los restantes de iv. temb/aa'erae, no está incluído en el clado festucae. En

el caso de tubZ ese segundo haplotipo se asocia a E. bacon/i (Figura 28). En el caso de tefI,

en cambio, se asocia al clado amarillans (Figura 29). Dada la cercana relación fllogenética

entre E. amaril/ans y E. bacon/"I; no es posible distinguir si el aislamiento tuvo dos

contribuciones independientes, una de un parental relacionado a E. amari/lansy la otra a E.

bacon/"I;o bien, si existió un único ancestro que tenía estos haplotipos particulares.

Existen trabajos previos en los que se describen especies del género Neotyphodium

derivados de tres ancestros. Los endofitos N. caenophia/um (Tsai et aI., 1994) y iv. chisasum

(Moon et al., 2004) claramente exhiben contribuciones genómicas provenientes de 3

especies de Epich/oéi Es interesante señalar que los tres ancestros que encontramos para el

aislamiento de Ph/eum commutatum 682 (Phc682) están asociados con especies de la tribu

Aveneae, tribu a la que pertenece Ph/eum commutatum. La asociación exclusiva de estos

endofltos a hospedantes de la tribu Aveneae, nos permite suponer que en este caso, no

existiría transferencia horizontal a pastos de otras tribus. Por otro lado, mientras E.

amar/Y/ans ha sido encontrada solamente en Norte América, E. bacon/i parece estar

restringida a Europa. Por lo tanto, este componente en el genoma de Phc682 podría haberse
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originado de una relación muy antigua con un ancestro común de E. amaril/ansy E. bacon/7;

posiblemente en otro continente, que luego fue seguida por migración hacia nuestro

continente, en el curso de la cual hibridó con E. typhina. El otro aislamiento de Ph/eum

commutatum (Phc755) se comporta como el resto de los híbridos del tipo N. temb/aderae.

Como en el caso de Bramus setifo/ius, en Pn/eum cammutatum un mismo hospedante esta

asociado a endofltos de origen diferente.

La formación de un organismo híbrido es el resultado de la unión sexual de dos

especies relacionadas pero diferentes. Pero por otro lado, particularmente en el caso de los

hongos, la vía más factible parecería ser mediante la anastomosis entre hifas de endofitos

diferentes, tipo Epich/oe', que infectan la misma planta y que conducen a los eventos de

heterocariosis y parasexualidad (Schardl et al., 1994; Tsai et al., 1994). Los híbridos

producidos de esta manera segregan a cada macollo de la planta, y de ese modo se

dispersan en forma independiente (Meijery Leuchtmann 1999, Christensen et al., 2000).

EI descubrimiento de especies hibridas de Neotyphodium en América del Sur permite

establecer posibles escenarios sobre su origen. La hibridación es un mecanismo frecuente en

la evolución de los endofltos asexuales del hemisferio norte (Schardl et al., 1994; Tsai et al.,

1994; Wilkinson y Schardl 1997; Moon et al., 2000; Craven et al., 2001a, Moon et al., 2004),

y este trabajo muestra que también Io es en el hemisferio sur. La frecuente ocurrencia de

endofitos asexuales híbridos sugiere que estos podrían tener una ventaja selectiva frente a

los no híbridos. Los efectos negativos del Mul/er's ratcnet (Muller 1964) actuarían en los

endofitos asexuales por la acumulación de mutaciones deletéreas (Lynch et al., 1993, Moran

1996, Schardl 1996, Bidochka y De Koning 2001) que podrían causar una reducción de la

adecuación darwiniana (fitness). La hibridación tanto entre endofitos asexuales, como entre

endofltos asexuales con sexuales emparentados, reemplazaría aquellos genes esenciales que

podrían haber sufrido mutaciones perjudiciales con una consecuente reducción funcional de

las proteínas (Gentile et al., en prensa). Cuando un organismo es híbrido presenta más de

una copia de algunos genes. Si se produce alguna mutación en un gen esencial siempre

queda Ia segunda copia funcional del mismo para reemplazar la copia mutada. En cambio,

en los organismos no híbridos, la presencia de una sola copia de cada gen no les permite

esta posibilidad. Como consecuencia los organismos híbridos tendrían una mayor adecuación

darwiniana (fitness) frente a los no híbridos (Gentile et al., en prensa). En los endofltos

asexuales, este proceso podría tener lugar por medio de la heterocariosis, la parasexualidad

y la hibridación inter-específica.

A pesar de que 24 de los 27 aislamientos resultaron híbridos y de que se encontró

variación dentro de los haplotipos derivados de E. typhina, la secuenciación y los análisis

filogenéticos no mostraron ninguna evidencia de la presencia de más de un haplotipo de una
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misma especie. Una hibridación de E. typhina X E. typhina hubiera sido fácil de detectar en

este estudio dado que las dos copias quedarían incluidas en el mismo clado typhina. Hasta el

momento no ha sido encontrado ningún híbrido intra-específico, sugiriendo que si ocurre la

hibridación parasexual intra-específica, estaría seguida por la perdida de un complemento

cromosómico que lleva a la haploidización. En cambio, los híbridos inter-específicos tienden a

conservar las dos copias en núcleos diferentes o en un único núcleo.

Podemos proponer diferentes escenarios evolutivos para explicar la presencia de los

endofitos híbridos Neotyphodium en el cono sur de América. Si asumimos que los endofltos

sexuales E. typh/na y E. festucae no existen en esta región, los híbridos de estas especies

podrían haberse originado en el hemisferio norte y luego haber seguido la migración de sus

hospedantes hacia el extremo sur del continente. La presencia del endofito híbrido

Neotyphoa’iumtemb/aderae en Festuca arizonica, un pasto del hemisferio norte, apoya este

escenario.

Un escenario diferente resultaría si se postulara que las especies sexuales que

hibridaron están presentes en Sudamérica, a pesar de que no han sido encontradas hasta

ahora. En ese caso, desde un área de distribución original reducida de las formas sexuales,

los endofitos tipo Neotyphadium podrían haberse dispersado hacia áreas más extensas,

diversificándose durante ese proceso. Las variables ambientales como tipo de suelo, pH,

humedad ambiental, temperatura ó precipitaciones, también podrían limitar la distribución de

los organismos sexuales.

Otra posibilidad es que las formas sexuales existieron en Sudamérica algún tiempo

atrás pero luego se extinguieron. Esto nos permite pensar que la hibridación podría haber

ocurrido en el pasado en el cono sur de América, después o durante la migración de los

pastos hacia el sur.

La co-divergencia implica que Ia evolución del simbionte sigue la evolución del

hospedante, y la evolución del hospedante a la del endofito (Janzen 1980). Es sabido que los

endofltos proveen componentes críticos de diversidad y adaptación dentro de las Pooideae.

De acuerdo a Schardl y colaboradores (1997), en la filogenia inferida a partir de la porción

intrónica del gen tubZ, el cIado principal de las especies de Epicn/oe' es congruente con la

fllogenia inferida de las tribus de gramíneas a la que pertenecen las especies hospedantes,

con la excepción de E. g/yceriae. En cambio, en el árbol obtenido a partir de secuencias de

tef] que obtuvieron esos autores, pareciera que hubiese ocurrido una duplicación de las

especies de endofitos, dando origen a dos linajes que han evolucionado

independientemente, coevolucionando cada uno con diferentes pastos. Uno de estos linajes

dio origen a E. festucae, E. aman'i/ans y E. bacon/I; mientras que el otro dio origen a E.

g/yceriae, E. e/ymi y E. bromico/a (Craven et al, 2001b). En los endofitos estrictamente
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transmitidos por semilla, no existen evidencias de co-divergencia (Hafner y Nadler 1988,

Chapela et aI., 1994) y estudios filogenéticos de varios sistemas han demostrado que el

mutualismo altamente específico no necesariamente evolucionó por co-divergencia, sino que

también podría haberse originado por transferencia horizontal (Chapela et al., 1994, Gast y

Caron 1996, Wilkinson et aI., 1996, Janz y Nylin 1998, Van Hoek et aI., 2000). La evidencia

con el género Festuca sugiere que en los mutualistas, la especiación fue posterior al

establecimiento de la simbiosis entre el stock ancestral de estas especies y las especies del

género Neotyphodium (Schardl y Siegel 1993). En el caso de los endofltos anamórficos

sudamericanos, no es posible analizar la congruencia entre las topologías de los árboles de

los endofltos y el de las tribus de sus hospedantes, porque todavia no se han hecho estudios

filogenéticos en estas últimas. Sin embargo, hemos observado el mismo endofito en pastos

de distintas tribus, como en el caso del endoflto Neotyphoa‘iumtemb/aderae presente en 4

tribus, Io que podría explicarse por eventos de transferencia horizontal durante o después de

Ia migración de los pastos.

EI aislamiento geográfico parece promover Ia especiación entre los endofitos

sexuales. Por ejemplo, existe esterilidad entre especies cercanas desde eI punto de vista

filogenético como E. baconii y E. amaril/ans que viven en alopatría, aunque ambas estén

asociadas al mismo género de pasto o a géneros muy relacionados (Leuchtmann y Schardl

1998). E. bacon/I, se ha encontrado exclusivamente en Europa mientras que E. ama/i/lans

sólo en Norteamérica. No existen referencias de Io que ocurre con los endofitos asexuales en

el hemisferio norte. En los endofitos del cono sur de América, las distancias geográficas no

parecen actuar como barreras de aislamiento. Hemos encontrado endofitos indistinguibles

por sus secuencias de tef] y tubZ y con escasas o nulas diferencias morfológicas, en un

hospedante de Salta (Festuca hieronyml) y en otro hospedante en Tierra del Fuego (Poa

r/yia’ifo/ia),aproximadamente a 3000 km de distancia uno de otro.

Los resultados presentados en este trabajo reflejan las complejas relaciones

involucradas entre gramíneas y endofitos del tipo Neotyphadium. Es difícildeterminar cuál de

los escenarios evolutivos posibles es más probable, y es necesario ampliar las regiones

geográficas intermedias entre las formas sexuales y asexuales a ser relevadas, para tener un

panorama más completo de las relaciones y la evolución de estos dos organismos.
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8. CONCLUSIONES

o Los endofitos tipo Neotyphodium analizados en este estudio son, en su mayoría, híbridos

derivados de dos especies sexuales de Epich/oét E. festucaey E. typhina. Esto concuerda

con Io observado previamente para el endofito N. temb/aderae Cabral et White que

presenta los mismos ancestros.

o No se registraron durante el transcurso de este estudio ni existen registros anteriores de

estadios sexuales de los endofltos en toda el área estudiada, que comprende una gran

parte del territorio Argentino.

o La hibridación parece ser un fenómeno común y frecuente en el origen y evolución de los

endofitos asexuales de Argentina. La variabilidad necesaria para que el proceso de

adaptación de estos organismos tenga lugar, estaría dada por eventos de hibridación,

tanto en las formas sexuales del hemisferio norte, como en las asexuales en ambos

hemisferios. Esta podría ser uno de los motivos que explica la abundancia de numerosas

formas asexuales en esta región.

o La presencia de endofitos similares en muy diversas gramíneas, podría estar reflejando

eventos de colonización independiente de varios linajes sexuales, o bien transferencia

horizontal del mismo endoflto entre géneros distintos de gramíneas que coexisten en

simpatría.

o EI endofito aislado de Ph/eum commutatum 682 (Phc682) demostró ser un híbrido

derivado de tres especies parentales; es decir, involucra al menos dos eventos de

hibridación. Deben realizarse estudios sobre nuevos aislamientos para establecer su

ubicación taxonómíca.

o Las tres cepas de endofitos aparentemente no híbridas, aisladas de Bromas setifo/¡us

derivan de E. typhina y tienen características particulares como Ia baja producción de

conidios y el crecimiento rápido en cultivo, que claramente las diferencia de las formas

híbridas. Fueron incluidas en Ia especie Neotyphod/‘um typhinum.
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PERSPECTIVAS

La asociación endoflto-gramínea constituye un modelo fascinante para el estudio de

los sistemas simbióticos y su ¡mplicancia en la evolución. La ausencia de formas sexuales en

toda esta región de América del Sur, la presencia de un número importante de formas

exclusivamente asexuales y, en su mayoría híbridos derivados de formas sexuales conocidas

solo para el hemisferio norte, nos abre el camino para indagar sobre el origen y los procesos

de coevolución, migración, divergencia y coadaptación de los integrantes de esta simbiosis.

EI conocimiento de la biodiversidad de los endofitos de pastos nativos en Argentina,

constituye una importante herramienta para su eventual manejo biotecnológico. La

inoculación de gramíneas de interés económico con endofitos no tóxicos, pero que podrían

aumentar su rendimiento como pastura, no ha resultado exitosa hasta el momento debido a

la dificultad de vencer la barreras del reconocimiento hospedante —endoflto. El conocimiento

de la afinidad filogenética podría ser un camino importante para el logro de estos fines.
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