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RESUMEN

Se examind la presencia de hongos endofitos Epichloé¢ en 18 poblaciones naturales
de festucas finas (10 de Festuca ovina L. y ocho de Festuca rubra L.) recogidas en la
Cordillera Cantabrica. Se detectaron semillas infectadas en la totalidad de las
poblaciones de Festuca rubra y en seis de las 10 de Festuca ovina. Las semillas de las
poblaciones de Festuca rubra resultaron infectadas con una frecuencia media del 35,9%
(d.e. = 20,7) variando de un 2% al 64%. En Festuca ovina, el 60% de las semillas de las
poblaciones resultaron infectadas con el hongo endofito con una frecuencia media del
30,7% (d.e. = 25,6) variando el nivel de infeccién del 6% al 64%. La mayoria de las
semillas de las poblaciones infectadas mostraron niveles de infeccion bajos a moderados:
10 poblaciones mostraron un porcentaje de infeccién por debajo del 50%, mientras que
cuatro de las poblaciones tuvieron un porcentaje de infeccién por encima del 50%. Estos
resultados sugieren que la asociacién de hongos endofitos Epichloé con Festuca rubra 'y
Festuca ovina es habitual y ocurre a frecuencias bajas a moderadas (0% a 50%) en los
prados de la Cordillera Cantébrica.
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INTRODUCCION

La incidencia de los hongos endofitos Neotyphodium en raigras inglés (Lolium
perenne L.) y festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.) se ha descrito en muchos paises
europeos (Lewis et al., 1997; Zabalgogeazcoa et al., 1997; Oliveira y Castro, 1997,
1998). Algunos estudios han mostrado que los endofitos pueden ser responsables de una
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mayor resistencia de las plantas infectadas a estreses bidticos y abidticos (West et al.,
1993; Latch, 1993) y también pueden causar problemas de salud en animales herbivoros
(Fletcher et al., 1993; Thompson y Stuedmann, 1993). Se ha mostrado que los efectos
de los endofitos tanto en la produccién de las gramineas como en los animales estdn
regulados por una serie de metabolitos secundarios incluyendo diferentes alcaloides
téxicos producidos por la interaccién de la planta y el hongo. Christensen et al. (1993)
recientemente mostraron una gran variacion en la naturaleza y en la produccién de estos
metabolitos secundarios por distintas cepas de endofitos.

La ocurrencia y posibles efectos de estos endofitos en otras gramineas estdn teniendo
también una gran atencién (Funk et al., 1993; White et al., 1993a; Liu et al., 1996;
Bazely et al., 1997; Zabalgogeazcoa et al., 1999; 2001).

Las festucas finas son especies de la secciéon Ovinae dentro del género Festuca. Las
especies mds importantes son la festuca ovina (F. ovina L.) y la festuca rubra (F. rubra
L.). Ambas especies se utilizan primordialmente en céspedes ornamentales. En 1933,
Sampson observé que el hongo Epichloé typhina (Pers.) Tul.,, que provoca un
estrangulamiento en la vaina de la hoja bandera e impide la emergencia de la espiga
(Lam et al., 1995) infecta sistematicamente las plantas de Festuca rubra y de Festuca
ovina. La variabilidad en los sintomas va desde la produccién de un estroma (micelio del
hongo) en cada panicula de la planta a una falta total de sintomas externos. Halisky et al.
(1985) revelaron la posibilidad de infeccién de gramineas por hongos de tipo Epichloé
que no producen estroma u otros sintomas visibles. Un estudio en Nueva Zelanda
también mostré que Epichloé typhina se encuentra en plantas de Festuca rubra que no
presentan sintomas visibles de infeccion (Latch er al., 1984).

Mas recientemente, Leuchtmann et al. (1994) indicaron una nueva especie de hongo
endofito del género Epichloé, el Epichloé festucae Leuchtmann, Schardl y Siegel que
infecta a las plantas de Festuca rubra Festuca ovina. Las plantas infectadas por este
hongo no muestran ningiin sintoma visible durante la fase vegetativa de la planta. En
cambio, durante su fase reproductiva, la interaccién entre el hongo y las plantas puede
ser de dos tipos. En el primer tipo, la planta no muestra ningtin sintoma de infeccién,
pero el hongo infecta las semillas y as{ es transmitido a la pr6xima generacion. En el otro
tipo de interaccidn, cuando el tallo floral se alarga, el hongo forma un estroma externo
alrededor de la hoja bandera, impidiendo la formacién de la inflorescencia de la planta
(Zabalgogeazcoa et al., 1999).

Las plantas de festucas finas infectadas por el hongo Epichloé festucae pueden
contener los alcaloides peramina y ergovalina (Yue et al., 1997), los cuales estdn
asociados a una gran resistencia a los insectos (Funk ez al., 1993). En el norte de Espafia,
los prados pastados se encuentran en las zonas de mds pendiente (brafias en las montafias
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del Cantébrico), y las praderas en las zonas mds accesibles para su aprovechamiento en
verde y su conservacién (heno y ensilado). Estas praderas son ricas en especies y
festucas finas, en particular, Festuca rubra y Festuca ovina son constituyentes comunes
de estos pastos.

El objetivo del presente trabajo es el de evaluar la presencia de hongos endofitos en
poblaciones naturales de festucas finas de los pastos de la Cordillera Cantdbrica.

MATERIAL Y METODOS

Se examind la presencia de micelio de hongos endofitos Epichloé en una muestra de
diez poblaciones naturales de Festuca ovina y ocho de Festuca rubra recogidas como
semillas en la Cordillera Cantdbrica (Figura 1).

Cantabna

E 1: 5.000.000

FIGURA 1
Origen geografico de las poblaciones infectadas por el endofito de Festuca ovina (cuadrados
blancos), no infectadas (cuadrados negros), y poblaciones de Festuca rubra infectadas
(circulos blancos)
Geographical origin of the fine-fescues populations. Endophyte-infected Festuca ovina (white
squares), non-infected Festuca ovina (black squares), endophyte-infected Festuca rubra

(white circles)

Las muestras se recogieron en el verano de 2000. En cada uno de los lugares de
recogida se recogieron semillas de al menos, 50 plantas en una zona ecoldgica (entre 100
m’ y 1000 m?) lo mis homogénea posible. Estas condiciones se supone que dan una
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muestra representativa de la poblacién original panmictica (Tyler, 1987). Las semillas de
todas las plantas se mezclaron sin tener en cuenta la contribucién de cada planta. Las
semillas se guardaron en bolsas de papel en envases herméticos a 4°C y una humedad
relativa del 45%-50%. No se observé el estroma (micelio del hongo) en las paniculas de
las plantas en el momento de la recogida de las semillas.

Se introdujeron 100 semillas de cada una de las poblaciones en 50 g 1" NaOH durante
16 h. Posteriormente, se enjuagaron con agua de grifo, se les quitaron las glumas, y,
finalmente, se colorearon con 5 g I'' de azul de anilina (Latch et al., 1987). Cada una de
las preparaciones se observé en un microscopio con 100 aumentos. Se anoté el niimero
de semillas en las que se observ la presencia de micelio de hongos endofitos Epichloé
segiin el trabajo de Latch ef al. (1984) y se considerd el porcentaje de infeccion de cada
muestra. Estas estimaciones no se pudieron mejorar mediante el examen de mds semillas
debido a la pequeiia cantidad de semilla disponible.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 18 festucas finas examinadas, 14 (78%) resultaron infectadas. En Festuca
ovina, el 60% de las poblaciones resultaron infectadas con el hongo endofito a una
frecuencia media del 30,7% (d.e. = 25,6). El nivel de infeccién varié del 6% al 64%
(Tabla 1).

Todas las poblaciones de Festuca rubra resultaron infectadas con el hongo endofito
a una frecuencia media del 35,9% (d.e. = 20,7) variando del 2% al 64% (Tabla 1).

TABLA 1
Porcentajes de infeccion del hongo endofito en seis y ocho poblaciones naturales de Festuca
ovina y Festuca rubra infectadas, respectivamente.
Percentages of endophytic infection in six and eight endophyte-infected natural populations of

Festuca ovina and Festuca rubra, respectively.

Localidad de procedencia de % de Localidad de procedencia de % de
Festuca ovina infeccién Festuca rubra infeccién

Pola de Lena (Asturias) 26 Vegadeo (Asturias) 49
Villanueva de Oscos (Asturias) 64 Paramios (Asturias) 30
Cangas de Onis (Asturias) 17 Barcena (Asturias) 27
Puerto de Tarna (Ledn) 6 Tanes (Asturias) 55
Puerto de San Glorio(Cantabria) 10 Santa Eulalia de Oscos (Asturias) 43
Lebefia (Cantabria) 61 La Uda (Ledn) 2
Riafio (Le6n) 64
Carande (Leodn) 17

Media * desviacién tipica 30,7 = 25,6 35,9 = 20,7
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La amplia distribucién geogrifica de los hongos endofitos en Festuca rubra y
Festuca ovina en el norte de Espafia (nivel de infeccion = 78%) estd de acuerdo con otros
trabajos realizados en Espaila (Oliveira y Castro, 1997; 1998; Zabalgogeazcoa et al.,
1997; 1999; 2001) y en otros paises europeos (Lewis et al., 1997). Las razones para la
amplia distribucién de plantas de festucas finas y festuca alta infectadas en Europa no
estan todavia claras. Las correlaciones significativas entre la frecuencia de infeccién y
ciertas variables climdticas, particularmente el déficit hidrico (Lewis et al., 1997,
Oliveira y Castro, 1998), indican que las condiciones de sequia estival pueden actuar
como una presion selectiva a favor de la infeccion. En la Cordillera Cantébrica, el clima
muestra regularmente periodos de sequia durante uno a tres meses (Julio a Septiembre).
En las zonas costeras, la causa de los periodos de sequia es el déficit de lluvia mientras
que en los valles interiores son las altas temperaturas y la evapotranspiracién. En las
montafias, los periodos de sequia son menos frecuentes debido al efecto de las lluvias
regulares y a las bajas temperaturas (Felicisimo, 1992). El pastoreo es otro factor que
puede explicar la amplitud de la infeccion. Se ha demostrado que el pastoreo influye en
el porcentaje de infeccién de los endofitos en poblaciones de Festuca (Bazely et al.,
1997; Gwinn et al., 1998) y los pastos de la Cordillera Cantdbrica se han sometido a
diferentes presiones de pastoreo por el ganado vacuno y ovino durante muchos aiios.

En las zonas muestreadas, se observaron niveles de infeccién bajos a moderados (0%
a 50%) en festucas finas. Las plantas obtenidas a partir de semillas de una planta
individual de una graminea infectada con un endofito se espera que contenga el mismo
tipo de endofito presente en la planta madre (Welty et al., 1987). No obstante, algunas
semillas pueden escapar a la infeccidn debido al desarrollo de tallos no infectados vy,
consecuentemente darfan semillas libres del endofito. Este fenémeno podia explicar en
parte el porqué muchas poblaciones naturales de gramineas (White y Chambless, 1991)
contienen plantas no infectadas distribuidas al azar, a pesar de los aparentes beneficios
de los endofitos (Clay, 1987).

Los niveles de infeccién bajos a moderados de las festucas finas infectadas se pueden
explicar por la imperfecta transmisién vertical (por la semilla) del hongo (Ravel et al.,
1997). El hecho de que en esa zona no se observaran frecuencias altas de infeccién en
las festucas finas sugiere que la transmision vertical de los endofitos pueda ser menos
exitosa que en otras gramineas, como la Festuca arundinacea, que presentan niveles de
infeccién altos (Oliveira y Castro, 1997). Otra posible explicacién podia ser que las
cepas de los endofitos de las festucas finas no se basan solo en la transmisién a través de
la semilla (método de reproduccién clonal del hongo), como su tinico medio de
propagacién (White ef al., 1993b).

En este trabajo, se identificé la presencia de hongos endofitos del género Epichloé en
semillas de festucas finas en las que no se observo en la floracién la presencia de estroma
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visible en las paniculas. El micelio del hongo encontrado dentro de las semillas de las
poblaciones de festucas finas fue muy parecido en apariencia al observado por Latch et
al. (1994) en Lolium. Serian necesarios estudios posteriores de asilamiento del hongo en
placas Petri, para poder determinar la especie del hongo endofito dentro del género
Epichloé, siguiendo las descripciones dadas por Leuchtmann et al. (1994).

A pesar de haber encontrado un alto porcentaje de poblaciones de festucas finas
infectadas por hongos endofitos, hasta ahora, no se han detectado en la Cordillera
Cantébrica problemas de salud en animales herbivoros inducidos por la presencia de
hongos endofitos en los pastos naturales. Esto puede ser debido, a que los pastos de la
Cordillera Cantdbrica son bastante diversos, apareciendo las festucas finas con otras
especies como Agrostis capillaris L., Bromus erectus Huds, Nardus stricta L. y la
Ericacea Calluna vulgaris (L.) Hull y diferentes especies de leguminosas (Mayor y Diaz,
1977).

Aparte de su aprovechamiento como pasto, las festucas finas se utilizan
habitualmente en céspedes. En el caso de su utilizacién en céspedes, donde la tolerancia
a diferentes estreses bi6ticos y abidticos es importante, resultaria interesante comprobar
si la presencia de los hongos endofitos puede contribuir a que las plantas infectadas
tengan un mejor comportamiento agronémico y persistencia en las condiciones
ecoldgicas del Norte de Espafia.

Debido a que en los céspedes, la biomasa cortada no se utiliza normalmente como
alimento del ganado, los problemas en la salud de los animales asociados con los
alcaloides producidos por la asociacién endofitos-festucas finas, serian de poca
importancia.

La utilizacién de hongos endofitos en la mejora genética de festucas finas es en la
actualidad una opcién interesante en aspectos como la mejora en la resistencia a insectos
(Funk et al., 1983). En el caso de obtener cultivares de festucas finas infectados con
endofitos, es necesario considerar los problemas de mantenimiento de valores altos de
endofito viable en la semilla debido a la pérdida de viabilidad del endofito con el tiempo
(Williams et al., 1984).

Los endofitos encontrados en las festucas finas de la Cordillera Cantdbrica pueden
diferir entre si de la misma manera que las poblaciones de festucas finas entre ellas.
Algunos pueden ser mds efectivos que otros en promover un mejor comportamiento de
sus plantas hospedadoras. Por este motivo, la presencia de endofitos en las poblaciones
de festucas finas de la Cordillera Cantdbrica pueden presentar un interés en la seleccién
de endofitos para la obtencién de cultivares de festucas finas para su utilizacién en
céspedes, revegetacion de taludes y otros usos que requieran condiciones de bajo
mantenimiento.
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THE INFECTION OF FINE-FESCUES BY THE EPICHLOE
FUNGAL ENDOPHYTES IN THE CANTABRIAN RANGE
(N SPAIN)

SUMMARY

Eighteen wild populations of fine-fescues (10 of Festuca ovina L. and eight of
Festuca rubra L.) collected in northern Spain were examined for the presence of the
Epichloé fungal endophytes. One hundred seeds per population were examined. Seeds
infected were detected in all the eight Festuca rubra populations and in six out of 10
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Festuca ovina populations. Festuca rubra populations were infected with endophyte at a
mean frequency of 35.9% (s.d. = 20.7) ranging from 2% to 64%. In Festuca ovina, 60%
of the populations were infected with endophyte at a mean frequency of 30.7% (s.d. =
25.6) varying the infection level from 6% to 64%. Most of the infected populations
showed a low to intermediate infection value: 10 populations had an infection under
50%, whereas four populations had an infection over 50%. These results show that
association of Epichlde with Festuca rubra and Festuca ovina is common and occurs at
low to intermediate frequencies (0% to 50%) in northern Spanish grasslands.

Key words: Festuca rubra, Festuca ovina, grasslands.




