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MICOFILAS, ENDOFITOS FUNGICOS Y ALCALOIDES EN POBLACIONES DE

MELICA STUCKERTII (POACEAE) DEL CENTRO DE ARGENTINA

CECILIA A. BENAVENTE!?, MARCELA KURINA-SANZ2y MONICA A. LUGO!

Summary: Mycophyllas, fungal endophytes and alkaloids in populations of Melica stuckertii (Poaceae)
from central Argentina. Poaceae stems are usually associated with Ascomycetes (Balansieae) forming
symbiotic associations named mycophyllas. Grasses can not produce alkaloids by itself instead they
have to be associated to fungal symbiont to yield them. Melica stuckertii is a native and widespread
grass. The aims of this work were to study three M. stuckertii population from San Luis province
(Argentina) taking into account frequency of colonization and alkaloids production. Fungal endophytes
were isolated from axenic plantlets obtained from cariopses, and then they were cultured in solid
potatoe glucose agar for taxonomic analysis. Alkaloids were found in axenic and field plants but not in
fungal liquid culture. Among the studied grass population, frequency of colonization was of 100%
suggesting the high performance of association. Fungal endophyte was identified as Neotyphodium sp.
Alkaloids were produced only into the mycophylla and its biosynthesis could be synergical between
host-fungus.

Key words: endophytes, Neotyphodium, central Argentine, semiarid grasslands, alkaloids, Melica
stuckertii.

Resumen: Los vastagos de Poaceae pueden establecer con Ascomycetes (Balansieae) asociaciones
simbiéticas endofiticas denominadas micofilas. Las gramineas no pueden sintetizar alcaloides en ausencia
del enddfito fungico. Melica stuckertii Hack. es una Poaceae nativa de amplia distribucion en el pais. El
objetivo de este trabajo fue estudiar tres poblaciones de M. stuckertii de San Luis (Argentina),
considerando: la presencia y frecuencia de endofitos, la produccion de alcaloides en la asociacion y el
simbionte fangico. A partir de cariopsis se obtuvieron plantulas axénicas de las que se aisl6 el simbionte
fungico en medio sélido, siendo cultivado para su determinacién taxonémica. Ademas, las plantulas
axénicas se utilizaron para la determinacién de alcaloides in planta y el aislamiento de enddéfito en medio
liquido para la posterior deteccion de alcaloides in fungus. También se examind la produccién de alcaloides
«en plantas a campo». Melica stuckertii resulté asociada formando micofilas con una frecuencia de
colonizacién del 100 % en las tres poblaciones estudiadas. Las colonias obtenidas fueron blanco-
algodonosas y de crecimiento lento, y el enddéfito aislado se determiné como Neotyphodium sp. Los
alcaloides fueron detectados sélo en la simbiosis (plantulas axénicas y plantas a campo); asi, su
biosintesis en M. stuckertii podria ser sinérgica.

Palabras clave: enddfitos, Neotyphodium, Argentina Central, pastizales semiaridos, alcaloides, Melica
stuckertii.

INTRODUCCION

La mayoria de las plantas superiores se encuentran
asociadas simbidgticamente con hongos, dando origen
(generalmente) a una relacion de caracter permanente
y obligado (Schulz & Boyle, 2005). En estas
interacciones el simbionte flngico, denominado
endofito flngico, puede encontrarse en el vastago
del hospedante estableciendo micofilas (Clay, 1990),
0 en los érganos de absorcion formando micorrizas
(Smith & Read, 1997).
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En las micofilas, los enddfitos pueden
desarrollar todo su ciclo vital dentro del hospedante
(inter- o intracelularmente) o parte del mismo puede
manifestarse externamente. Estos simbiontes
pertenecen al grupo de los Ascomycetes
(Hypocreales, Clavicipitaceae, tribus Balansieae y
Clavicipiteae) y establecen simbiosis que fluctian
desde el mutualismo al antagonismo, desarrollando
en sus hospedantes estrategias de vida que se
conocen como del tipo I, Iy I11. Enel tipo |, el enddfito
se reproduce sexualmente, formando sus
fructificaciones en reemplazo de las flores, causando
asi la «castracién» del vegetal. En el tipo I, el
simbionte fingico también se reproduce sexualmente,
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pero fructifica sobre la epidermis de sus hospedantes.
En el tipo 11, el endofito es de distribucion sistémica
y no se reproduce sexualmente, colonizando
asintoméaticamente al hospedante; su propagacion
tiene lugar a través de hifas presentes en los 6vulos
de la planta (White, 1988; Clay, 1998; Clay & Schardl,
2002).

Las diferentes estrategias de vida (I, 1y I11) de
los endoéfitos fungicos presentan distintos niveles
de especificidad con respecto a los taxones
involucrados en la simbiosis. De tal manera,
representantes de Poaceae, subfamilia Pooideae, tribu
Meliceae, estdn asociados con hongos cuyas
estrategias de vida son del tipo 11 é 111 (Clay, 1990;
Bacon & De Battista, 1991; White, 1987).

Melica stuckertii Hack. (Poaceae, Pooideae,
Meliceae) es una especie nativa de Argentina y su
distribucién abarca las provincias del oeste, noroeste,
norte, centro del pais y Buenos Aires. En poblaciones
de M. stuckertii de Cordoba se aislaron endofitos del
vastago, considerando a esta especie como un
hospedante frecuente (Lugo et al., 1998).

El término alcaloide fue acufiado por el
farmacéutico W. Meissner en 1819 y se aplica a
metabolitos secundarios alcalinos que contienen
nitrégeno, estando presentes en hojas, semillas, raices
y corteza de representantes de Papaveraceae,
Fabaceae (Papilionoidea), Ranunculaceae, Rubiaceae,
Rutaceae y Solanaceae (Gros et al., 1985). Los
alcaloides presentan gran diversidad estructural y
multiples actividades biolégicas. Su biogénesis
deriva de distintos metabolitos primarios
nitrogenados como, por ejemplo: la ornitina (que
origina los alcaloides del tropano, los pirrolidinicos y
los pirrolizidinicos); la tirosina (que da lugar al grupo
de los bencilisoquinoleinicos); lalisina (a partir de la
que se forman los quinolizidinicos y piperidinicos); y
del nacleo de la piridina y del triptofano (de los que
derivan los alcaloides quinolinicos e ind6licos). Si
bien estan restringidos a un nimero limitado de
géneros de plantas, su biosintesis no se circunscribe
solo al reino vegetal, sino que algunos hongos y aln
algunos animales poseen la capacidad bioquimica de
producirlos. La presencia de alcaloides en Poaceae
se debe a simbiontes flngicos asociados parasitos
(Claviceps y Balansia) y a endofitos fungicos
mutualistas (Neotyphodium) (Chapman, 1996).

Las micofilas son interacciones simbidticas
predominantemente mutualistas, de una gran
importancia ecolégica y econémica, debido a que el
simbionte fangico produce alcaloides del tipo de
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lolitrem B, ergovalinay peramina, entre otros (Spiering
etal., 2005). Estos compuestos son beneficiosos para
el hospedante en cuanto a su supervivencia, ya que
invertebrados (Dahlman et al., 1991; Schardl, 2001) y
vertebrados herbivoros (Porter, 1994) evitan su ingesta
(Bacon & De Battista, 1991). En un principio, se
atribuia por completo al simbionte flngico la sintesis
de alcaloides, pero actualmente se considera que
existe una interaccion biosintética entre planta y
enddfito, lo que podria indicar un efecto sinérgico en
los procesos bioquimicos necesarios para la sintesis
de estos compuestos (Clay & Schardl, 2002).

En nuestro pais, dentro de las gramineas nativas
conocidas como toxicas para el ganado, se ha aislado
el endofito fungico Neotyphodium tembladerae
Cabral & White (Cabral et al., 1999) y se han
determinado los alcaloides sintetizados por el
simbionte, los que corresponderian a anélogos de
indol-diterpenos tremorgénicos (Miles et al., 1998;
Schardl et al., 2006).

El objetivo de este trabajo fue estudiar tres
poblaciones de M. stuckertii de San Luis,
considerando: la presenciay frecuencia de endofitos
fangicos en cada poblacién, la produccion de
alcaloides en la micofilay en el simbionte fungico.

MATERIALES Y METODOS
Area de muestreo

Se realizaron dos muestreos de M. stuckertii. En
el primero (7/1/2005) se recolectaron plantas de una
poblacion (P1A) ubicada a orillas del dique La Florida,
San Luis (533°06°34,3"y E 66°00°15,4"), a 1034 msnm.

En el segundo muestreo (16/X11/2006), realizado
en la misma localidad, se recolectaron ejemplares
de la poblacion P1A (denominada P1B) y de otras
dos mas, llamadas P2 (S 33° 07°17,1" y E 66°
0023,3") y P3 (S 33°07°16,72" y E 66°00°45,5"), a
1036 msnm y 1038 msnm, respectivamente.

Deteccidn y aislamiento del enddfito flngico

Se utilizaron cuatro vastagos de P1A que fueron
tomados al azar, colocados en bolsas de papel y
conservados en heladera a 4° C. Para detectar la
presencia de los enddfitos se observaron 5 cafias de
cada planta, las que fueron cortadas y tefiidas con
azul de anilina siguiendo a Clarck et al. (1983).

Para el aislamiento del enddfito en medio sélido
se utilizaron Idminas y vainas de plantulas axénicas
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obtenidas a partir de cariopsis, las que fueron
esterilizadas en superficie (Schulz et al., 1993) y
sembradas en cdmara de flujo laminar en frascos con
arena (previamente esterilizados), que se mantuvieron
a22+2° Cyluzambiental. Las plantulas de 15-20 dias
de edad fueron extraidas en esterilidad y se comprob6
la presencia del simbionte en laminas y vainas
siguiendo a Clarck et al. (1983). Los medios de cultivo
utilizados fueron agar papa glucosa (APG) y agar
extracto de malta (AEM) preparados con cloranfenicol
al 0,05% (Bacon & White,1994). Se realizaron dos
experiencias de aislamiento: en la primera, se utilizaron
80 cajas de Petri con APG, y en la segunda, se usaron
70 cajas con APG y 40 con AEM,; todas las cajas se
mantuvieron en ambiente fresco y oscuro durante
dos meses. El in6culo obtenido (inéculo primario) se
utiliz6 para la deteccion de alcaloides y para la
determinacion taxonémica del endéfito flngico.

Determinacién taxondémica del endofito fungico

Cada cepa obtenida se transfirié, tomando
porciones de 2 x 2 mm, a 6 cajas de Petri de 5 cm de
didmetro con APG y se mantuvieron en oscuridad
a temperatura ambiente.

Los cultivos fueron controlados cada 3-7 dias
durante 1 mes, observandose el diametro, color,
reverso, margen y textura; los datos obtenidos se
utilizaron para la posterior determinacién taxondmica
del endofito fangico (White, 1994). Por otro lado,
una réplica en APG de cada cultivo se conservo
como referencia en heladeraa 4° C.

Frecuencia de colonizacion

Para calcular la frecuencia de colonizacion (Clay
& Leuchtmann, 1989) se observaron cafias de todas
las plantas.

Deteccion de compuestos alcaloidales del
simbionte fangico

Fragmentos de 2 X 2 mm de cada cultivo de indculo
primario se transfirieron a medio liquido M102 (Bacon
& White, 1994) y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 2 semanas en agitador orbital a 120
rpm; el medio M102 se utilizd cony sin la adicion de
cloranfenicol, siguiendo un procedimiento modificado
a partir de Parrott (1994). Alos 15 dias de desarrollo,
la biomasa fangica fue separada del medio de cultivo
por filtracion al vacio. Por otro lado, el micelio fue

lavado con solventes de extraccion de alcaloides,
agregandose esta fase liquida al medio de cultivo
filtrado; todo esto fue sometido a extraccion con
AcOEt (X3), luego con MeOH (X3) y finalmente con
agua acidificada con HCI. Los extractos organicos
fueron concentrados al vacio y el extracto acuoso
acido fue fraccionado con CHCI,; la fase acuosa
residual fue alcalinizada con NH,OH, posteriormente
extraida con CI,CH y luego concentrada.
Paralelamente, el liquido fue fraccionado con AcOEt
(X3), luego con MeOH, alcalinizado y finalmente
extraido con CI,CH. Cada extracto fue analizado por
cromatografia en capa delgada en silica gel, utilizando
como solvente de corrida BUOH-AcOH-H,0 (60:20:20)
y mezcla de CHCI,/ MeOH/ H,O (65:35:8). Los
compuestos alcaloidales fueron revelados con lodo-
platinato y una réplica del extracto se traté con
reactivo de Draggendorf. En todas las placas
cromatogréficas realizadas se utilizaron patrones de
alcaloides conocidos (nicotina, berberina y quinina)
como testigos de revelado.

Presencia de alcaloides en plantulas micofilicas
axénicas

Se realizé una segunda siembra de cariopsis de
P1A en las condiciones ya descriptas y con las
plantulas micofilicas obtenidas se procedié a
detectar la presencia de alcaloides. Para ello, se
cortaron las mismas en fragmentos, se colocaron
en AcOEt, se sometieron a ultrasonido durante 20
minutos y se maceraron por 72 horas; el macerado
se centrifugd y el sobrenadante fue procesado para
la extraccion de alcaloides. El precipitado vegetal
se sometié una segunda extracciéon con MeOH y
finalmente con agua &cida, siguiendo el
procedimiento extractivo y cromatogréfico descrito
en el item anterior.

Presencia de alcaloides en plantas micofilicas a
campo

Todas las plantas recolectadas en el segundo
muestreo se secaron a temperatura ambiente, en un
lugar seco y oscuro. Con este material se procedio a
la deteccidn del simbionte flngico segun Clarck et
al. (1983) y a la extraccion de alcaloides siguiendo el
procedimiento sefialado anteriormente para plantulas
micofilicas axénicas y para el endéfito en medio
liquido. Los diferentes extractos de cada poblacion
fueron analizados por cromatografia como ya fue
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descrito.
RESULTADOS
Deteccion del endofito

Todas las plantas de las poblaciones estudiadas
resultaron colonizadas por enddfitos fangicos y su
frecuencia de colonizacion fue del 100 %.

Aislamiento del endéfito fungico

En el primer aislamiento (cajas de Petri) de
indculo primario, se desarrollaron colonias en 6 cajas
(todas a partir de laminas). En el segundo
aislamiento (110 cajas), se obtuvieron 8 colonias (1
de ldmina y 7 de vaina). Estos resultados se
registraron a los 2 meses de cultivo.

De estos cultivos se escogieron cuatro cepas
aisladas de vainas (denominadas CB 1, CB 2, CB 3
y CB 4) y se cultivaron en APG para su posterior
caracterizacion morfo-anatémica. Los datos
obtenidos en relacion al diametro se muestran en la
Fig. 1.

Caracterizacion morfologica del endoéfito
fungico

Las colonias de enddéfitos de los aislamientos
cultivados presentaron aspecto algodonoso,
levemente afelpado, de color blanquecino, son
inodoras, elevadas centralmente, de margenes
ondulados y reverso claro y continuo, sin gatulas o
exudados.

El diametro a los 22 dias de las colonias de las
cuatro cepas en APG fue de 7 a 9 mm y su
crecimiento fue lento (Fig. 1).

Deteccion de compuestos de naturaleza
alcaloidal

A partir del anélisis cromatografico no se
observaron compuestos de naturaleza alcaloidal en
los extractos provenientes del simbionte.
Contrariamente, los dos reveladores especificos
utilizados evidenciaron la presencia de metabolitos
alcaloidales en las fracciones organicas polares
(MeOH) provenientes del cultivo in-vitro de
plantulas micofilicas y de plantas silvestres.
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Fig. 1. Crecimiento de las colonias (didmetro medido en mm) a lo largo del tiempo de cultivo (0, 10, 15, 18, 23, 32 dias) en
APG. Los datos corresponden a la media de seis réplicas (n=6) + el error estandar. Las cepas cultivadas se denominan CB1, CB2,

CB3y CB4.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de colonizacion (100 %) de los
endd6fitos fungicos de las tres poblaciones
estudiadas, supera los valores hallados en
poblaciones cordobesas de Melica stuckertii (Lugo
et al., 1998). La morfologia de colonizacion, que
corresponde al tipo Il (White, 1988; White et al.,
1993), coincide con lo reportado por Lugo et al. (1998).
Es de destacar que este tipo de colonizacién es
caracteristica del Hemisferio Sur para las Pooideae de
zonas templadas, como fuera reportado por Cabral &
Lugo (1993, 1994), Cabral et al. (1999), Lugo et al.
(1998), Miles et al. (1998), Moon et al. (2002) y
Morgan-Jones et al. (1990), y para las Panicoideae de
ambientes tropicales (White et al., 1990).

El alto porcentaje de colonizacion tipo 111 que se
encontr6é en poblaciones de M. stuckertii de San
Luis, sugiere una ventaja selectiva para este tipo de
relacion. La produccion sinérgica (planta-hongo) de
alcaloides, le otorgaria al hospedante resistencia a la
herbivoriay, en particular, al ataque de insectos (Clay
& Schardl, 2002).

El endoéfito aislado se determind como
Neotyphodium sp. (Ascomycetes, Balansieae) de
acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de las
colonias obtenidas y por la baja tasa de crecimiento
de las mismas. El diametro de las cepas cultivadas en
APG, a los 22 dias, fue de 7-9 mm, siendo estos valores
menores a los reportados por Gentile et al. (2005)
para el enddfito aislado de M. stuckertii (19,2 mm a
los 21 dias) de la localidad de Capilla del Monte
(Cérdoba). Asimismo, Lugo (datos no publicados)
aislo enddfitos fangicos del mismo hospedante y
lugar, encontrando diferencias macro- y microscopicas
con aquellas cepas. Asi, colonias de 21 dias cultivadas
en APG tuvieron un didmetro promedio de 30,6 mmy
por sus caracteristicas microscopicas (estructuras
fértiles: fidlides y conidios) se consider6 al endofito
como Acremonium (=Neotyphodium) aff. typhinum
(Glennetal., 1996); por otro lado, cepas asiladas por
Lugo (datos no publicados) de M. stuckertii de las
localidades cordobesas de Copina y Candonga, no
formaron estructuras fértiles y los didmetros de las
colonias (9y 9, 83 mm, respectivamente) a igual tiempo
y en el mismo medio de cultivo resultaron similares a
las aisladas de las poblaciones puntanas de M.
stuckertii. De las especies sudafricanas Melica
racemosa y M. decumbens, Moon et al. (2002)
aislaron el endéfito Neothyphodium melicicola C. C.
Moon et C. L. Schardl, y Gentile et al. (2005)

determinaron al endofito de M. stuckertii de Capilla
del Monte como N. tembladearae D. Cabral et J. F.
White; estas especies no pudieron ser comparadas
con las cepas de San Luis debido a que las mismas no
desarrollaron estructuras fértiles.

Si bien aunque varios de los enddfitos asexuales
(Clay & Schardl, 2002) y los simbiontes fingicos de
las especies sudafricanas de Melica (Moon et al.,
2002) y el endofito N. tembladearae asociado a M.
stuckertii de Capilla del Monte (Gentile et al., 2005)
son hibridos, los simbiontes obtenidos de M.
stuckertii de San Luis podrian no serlo, debido a su
lento crecimiento en cultivo (Clay & Schardl, 2002).
Futuros estudios moleculares sobre endofitos
aislados de distintas poblaciones de M. stuckertii
(incluyendo las aqui analizadas), podran aportar
valiosa informacién sobre la ubicacién taxondmica
del simbionte o los simbiontes fingicos de este
hospedante y el origen de las asociaciones endofiticas
asexuales que, hasta el momento, presentan
distribucion austral.

En la micofila estudiada (M. stuckertii-
Neotyphodium sp.) los alcaloides fueron detectados
solo en la simbiosis, tanto en plantulas axénicas como
en plantas a campo; asi, su biosintesis en M. stuckertii
podria ser un proceso sinérgico planta-hongo. La
mayoria de las micofilas de transmision maternal o
por cariopsis, entre ellas las del tipo I11 (presente en
M. stuckertii), producen alcaloides del tipo lolitrem
B, ergovalinay peramina, entre otros (Spiering et al.,
2005). La sintesis de alcaloides ocurre tanto en la
simbiosis planta-hongo como también en el endofito
aislado en cultivo, aunque los alcaloides del tipo
lolinas s6lo se producen en la asociacién
Neotyphodium lolii-hospedante (Clay & Schardl,
2002; Porter, 1994). Asi, la presencia de alcaloides en
la micofila estudiada no es una excepcidn; aunque la
ausencia de alcaloides en el hongo aislado difiere de
lo conocido hasta el momento, podria estar
relacionado al grado de hibridizacién del simbionte
fungico (Clay & Schardl, 2002) o a la escasa biomasa
de micelio utilizado en su deteccion (Ball et al., 1995).

Los pastos nativos Festuca argentina, F.
hyeronimiy Poa huecu, toxicos para el ganado, estan
asociados con Neothyphodium tembladerae (Cabral
et al., 1999) y los alcaloides que producen son
analogos de indol diterpenoides tremorgénicos (Miles
etal., 1998; Schardl et al., 2006). Hasta el momento,
M. stuckertii no fue reportada como una graminea
téxica para el ganado; esta aparente inocuidad,
conjuntamente con el tipo de asociacion observado
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(1), permite especular que él o los alcaloides
detectados en la micofila M. stuckertii-Neotyphodium
sp. podrian pertenecer al grupo de las lolinas,
compuestos con alto poder insecticida, vermifugo y
antifingico, pero que en las concentraciones
presentes in planta no resultan téxicas para
mamiferos herbivoros (Clay & Schardl, 2002). Estudios
posteriores permitirdn aislar y caracterizar a los
alcaloides detectados en la micofila analizada.
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