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RESUMEN

Los hongos endofiticos del género Epichloéinfectan de forma asintomatica numerosas especies de gramineas. Las plan-
tas infectadas por estos hongos contienen alcaloides toxicos para herbivoros, y ademas son mas resistentes a diversos
factores de estrés bictico y abidtico. Este trabajo es una revision sobre la incidencia de enddfitos Epichloé'y produccion
de alcaloides en gramineas de pastos de la peninsula Ibérica. Ademas, se consideran los principales efectos que pro-
duce Epichloé en Festuca rubra como graminea hospedadora (incremento del contenido de nutrientes, efecto en la ger-
minacion, efecto en el potencial alelopatico y resistencia a patgenos).
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ABSTRACT

Epichloé fungal endophytes infect asymptomatically several grass species. Infected plants produce alkaloids toxic to her-
bivores and are more resistant to several biotic and abiotic stress factors. In this paper, we review the incidence of Epichloé
endophytes in grasses from pastures of the Iberian Peninsula and their alkaloid contents. In addition, we address the main
effects of Epichloéin the host grass Festuca rubra (increase in nutrient content, effect on germination, effect on allelopathic
potential and pathogen resistance).
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fungicas y bacterianas asociadas a plantas (Sanchez Marquez

INTRODUCCION

En su hébitat natural, las plantas crecen asociadas a un
complejo microbioma compuesto principalmente por hongos
y bacterias que viven en el interior y exterior de los tejidos ve-
getales. Los microorganismos patdgenos son los mejor co-
nocidos dentro de este grupo, debido a los sintomas que
producen en las plantas y al perjuicio que suponen en la agri-
cultura. Sin embargo, los patdégenos representan solo un
pequeno subconjunto dentro de la totalidad de especies

et al., 2012). Otro grupo de microorganismos asociados a
plantas que esta adquiriendo gran relevancia son los enddfi-
tos, hongos y bacterias capaces de infectar el tejido interno
de plantas sin causar sintomas aparentes (Hyde y Soytong,
2008; Reinhold-Hurek y Hurek, 2011). Se han detectado hon-
gos enddfitos en todas las especies vegetales que han sido
analizadas (Rodriguez et al., 2009). La diversidad de estos
hongos es muy elevada; por ejemplo, en la graminea Holcus
lanatus L. se han llegado a identificar 134 especies diferentes
(Sanchez Marquez et al., 2010).
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A pesar de la carencia de sintomas visibles en las plantas, al-
gunas especies endofiticas son beneficiosas para sus hos-
pedadores. Uno de los ejemplos mejor conocidos es el de los
hongos Epichloé, que infectan varias especies de gramineas
de interés forrajero colonizando el espacio intercelular de ho-
jas, tallos y semillas (Clay y Schardl, 2002; Leuchtmann et al.,
2014). Las plantas infectadas por enddfitos Epichloé contie-
nen alcaloides toxicos para herbivoros (Bush et al., 1997;
Lane et al., 2000; Scharld et al., 2013a). Ademas, la asocia-
cion con Epichloé puede alterar el estado nutricional de la
planta y mejorar su competitividad con otras especies vege-
tales (Vazquez de Aldana et al., 2013b), asi como aumentar
la resistencia a factores de estrés abidtico como la sequia o
la presencia de metales pesados (Malinowski y Belesky,
2000b; Clay y Schardl, 2002). Debido a los beneficios que es-
tos hongos proporcionan a la planta huésped hay un interés
creciente en la utilizacion de enddfitos para la mejora de gra-
mineas, tanto forrajeras como de uso en céspedes (Oliveira,
1996; Johnson et al., 2013).

El objetivo general de este trabajo de revision es aportar co-
nocimientos sobre hongos enddfitos Epichloé que establecen
asociaciones con gramineas, concretamente (1) sobre as-
pectos generales y caracteristicas de la asociacion entre gra-
mineas y Epichloé, (2) la incidencia de infeccion por Epichloé
y contenido de alcaloides en pastos de la peninsula Ibérica y
(8) los principales efectos que produce Epichloé en Festuca
rubra como especie hospedadora.

CICLO DE VIDA DE ENDOFITOS Epichloé

La clasificacion actual agrupa dentro del género Epichloé
(Ascomycota) a 34 especies y varias subespecies, incluidos
algunos taxones anteriormente clasificados dentro del género
Neotyphodium (Leuchtmann et al., 2014). Las hifas de Epich-
loé colonizan el espacio intercelular de hojas y tallos, y la
planta no muestra ningun sintoma de infeccion durante su
fase vegetativa (Figura 1). Al comenzar la fase reproductiva de
la planta, el hongo coloniza el tallo y posteriormente los évu-
los, dando lugar a semillas infectadas por el enddfito. Resulta
asi un tipo de transmision clonal y asexual en la que el mismo
genotipo fungico que infecta a una planta se transmite verti-
calmente a sus semillas (Figura 2). Las plantas infectadas de
esta manera son totalmente asintomaticas durante todo su ci-
clo de vida. Este tipo de transmision es muy efectivo, casi to-
das las semillas que produce una planta estan infectadas por
el hongo, y al germinar daran lugar a nuevas plantas infecta-
das. Algunas especies de Epichloé como Epichloé coeno-
phiala (Morgan-Jones y Gams) Bacon vy Schardl
(=Neotyphodium coenophialum (Morgan-dones y Gams)
Glenn, Bacon y Hanlin) o Epichloé festucae var. lolii (Latch,
Chr. y Samuels) Bacon y Schardl (=Neotyphodium lolii (Latch,
Chr. y Samuels) son asexuales y solamente se transmiten de
esta manera.
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FIGURA 1. Hifas de Epichloé coenophiala en vaina foliar (A) y en la capa de
aleurona de una semilla (B) de Lolium arundinaceum (Festuca arundinacea).
FIGURE 1. Epichloé coenophiala hyphae in a leaf sheath (A) and in the
aleurone layer of a seed (B) of Lolium arundinaceum (Festuca arundinacea).

La reproduccion sexual de ciertas especies del género Epich-
loé se sincroniza con el desarrollo de las inflorescencias de la
graminea huésped (Figura 2). Al iniciarse este estado fisiolo-
gico, el hongo empieza a desarrollar una estructura de mice-
lio conocida como estroma que envuelve la inflorescencia
inmadura (Figura 3), causando la esterilizacion del tallo repro-
ductivo (Clay y Schardl, 2002). Algunas especies como Epich-
loé typhina (Pers.) Tul. y Tul. forman estromas en la mayoria de
los tallos reproductivos de las plantas infectadas. Tras la ferti-
lizacion del estroma por una espora asexual compatible, se
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FIGURA 2. Esquema del ciclo de vida de Epichloé. El ciclo asexual es el
predominante.
FIGURE 2. Diagram of the life cycle of Epichloé. The asexual cycle is the
predominant.
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desarrollan fructificaciones que producen esporas capaces de
infectar por via externa los 6vulos de otras plantas, dando lu-
gar a semillas infectadas. En el proceso de fertilizacion de es-
tromas toman parte moscas simbidticas que actlan como
vectores de esporas asexuales involucradas en la fertilizacion
(White y Bultman, 1987).

FIGURA 3. Estromas de Epichloé alrededor de tallos reproductivos de plantas
de Lolium perenne. El estroma cilindrico esteriliza el tallo e impide la
emergencia de la inflorescencia.
FIGURE 3. Epichloé stromata around the reproductive stalks in Lolium
perenne plants. The cylindrical stromata sterilizes the stem and prevents the
emergence of the inflorescence.

INCIDENCIA DE Epichloé
EN GRAMINEAS DE PASTOS

En un censo para la deteccion de endéfitos Epichloé en 50 es-
pecies de gramineas de pastos semiaridos de la provincia de
Salamanca, se identificaron 12 especies de gramineas hués-
pedes de enddfitos Epichloé (Zabalgogeazcoa et al., 2003) (Ta-
bla 1). Una proporcion similar de especies huéspedes se ha
observado en otros paises (White y Baldwin, 1992; Leyronas
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y Raynal, 2001; Nany Li, 2001). La presencia de Epichloé es
especialmente frecuente en gramineas de los géneros Festuca
y Lolium (Leyronas y Raynal, 2001). Las infecciones asinto-
maticas de Epichloé son comunes en Lolium arundinaceum
(Schreb.) Darbyshire (= Festuca arundinacea Scherb.), Festuca
rubra L. y Lolium perenne L. De estas especies se han en-
contrado plantas infectadas en casi todas las localidades
muestreadas, con elevadas tasas de infeccion, por ejemplo:
67% de las plantas de Lolium arundinaceum, (Zabalgogeaz-
coa et al., 2003). En una coleccion de semillas de esta espe-
cie procedentes del norte de Espana, se observaron enddfitos
Epichloé en el 90% de las localidades de origen de las mues-
tras, con una incidencia del 7 al 100% (Qliveira et al., 1997).
En especies como Dactylis glomerata las infecciones sinto-
maticas son bastante comunes (Zabalgogeazcoa et al., 2003).

Festuca rubra es una especie frecuente en los pastos meso-
fiticos 0 meso-xerofiticos espanoles. En un estudio de seis po-
blaciones de esta graminea en pastos de dehesa, se observo
que una media del 70% de las plantas estaban infectadas por
el endofito Epichloé festucae (Zabalgogeazcoa et al., 1999) (Ta-
bla 2). Curiosamente, se detectd la misma tasa de incidencia
(70%) en poblaciones de Festuca rubra subsp. pruinosa L. en
acantilados marinos de la costa gallega (Zabalgogeazcoa et al.,
2006b) (Tabla 2). En este habitat, las plantas a menudo crecen
en grietas donde apenas hay suelo en paredes de roca, y €s-
téan sometidas a estrés salino por la influencia del agua de mar.
El hecho de que se haya encontrado el mismo porcentaje de
infeccion en dos habitats distintos pero estando las plantas en
ambos casos sometidas a estrés abidtico, sugiere que el
hongo Epichloé puede ser un factor importante en la adapta-
cion de estas plantas a un habitat adverso.

En el oeste de Espana la incidencia de Epichloé en Lolium pe-
renne es menor que en Festuca rubra (Tabla 2). En las ocho lo-
calidades donde se muestrearon plantas de Lolium se
detectaron enddfitos Epichloé, con una incidencia media del
43%, oscilando entre el 32-60% (Soto-Barajas et al., 2014). En
el norte de Espana la incidencia parece ser menor, ya que se
han detectado plantas de Lolium infectadas en el 72% de 54
localidades muestreadas, con una incidencia media del 33%
(Oliveira y Castro, 1998).

Graminea Endéfito Tipo de interaccion Localidades con infeccién Incidencia en la poblacién
Agrostis castellana Epichloé baconii Antagonista 3/12 <5%
Alopecurus arundinaceus Epichloé sp. Antagonista 118 <5%
Brachypodium phoenicoides Epichloé typhina Antagonista 1/4 <5%
Brachypodium sylvaticum Epichloé sylvatica Asintomatica i

Dactylis glomerata Epichloé typhina Antagonista 9/9 >40%
Festuca ampla Epichloé festucae Mixta i

Festuca arundinacea Epichloé coenophiala Asintomatica 9/9 >40%
Festuca ovina Epichloé festucae Asintomatica i

Festuca rubra Epichloé festucae Asintomatica 27/28 >40%
Holcus lanatus Epichloé typhina subsp. clarkii Antagonista 3/12 <5%
Lolium perenne Epichloé typhina Antagonista 3/11 <5%
Lolium perenne Epichloé festucae var. lolii Asintomatica 1111 >40%

TABLA 1. Gramineas hospedadoras de endéfitos Epichloé en pastos de dehesa
(Zabalgogeazcoa et al., 2003)

TABLE 1. Host grasses of Epichloé endophytes in dehesa grasslands
(Zabalgogeazcoa et al., 2003).
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F. rubra en pastos de dehesa
Zabalgogeazcoa et al. (1999)

F. rubra subsp. pruinosa en acantilados marinos
Zabalgogeazcoa et al. (2006)
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L. perenne en pastos de diferentes habitats
Soto-Barajas et al. (2014)

Cadigo localidad  Frecuencia de infeccion (%)

Cadigo localidad  Frecuencia de infeccion (%)

Cadigo localidad Frecuencia de infeccién (%)

MEM 80 CED 79 CRO 60
LVA 62 PAN 80 DIV 34
ZAR 76 BAR 57 LVA 56
PAL 92 TOR 64 LVE 43
MAT 76 POR 32
PEL 44 POT 44
TAB 49

VAF 32

Media 70 Media 70 Media 43

TABLA 2. Incidencia de enddfitos Epichloé en Festuca rubra, Festuca rubra
subsp. pruinosay Lolium perenne en pastos de diferentes habitats.

Entre los enddfitos Epichloé identificados en poblaciones na-
turales de L. perenne por Soto-Barajas et al. (2014), se en-
contraron tres morfotipos fungicos predominantes. Dos
morfotipos genéticamente cercanos a E. festucae var. lolii y
con ciclo de reproduccion asexual, el morfotipo M1, de des-
arrollo lento, cultivos de color blanco y produccion de coni-
dios; y el morfotipo M3, de desarrollo intermedio, cultivos de
color marrédn claro y micelio estéril (Figura 4). El otro morfotipo,
designado M2, corresponde a la especie E. typhina, con cul-
tivos de crecimiento rapido, con abundante micelio superficial
de color blanco y textura algodonosa, y produccion de coni-
dios. En la mitad de las poblaciones estudiadas se encontra-
ron los tres morfotipos. EI morfotipo dominante entre
poblaciones fue el M1, con mas del 50% de los enddéfitos ana-
lizados pertenecientes a este grupo, una tercera parte de los
aislados pertenecian al grupo M3 y una menor cantidad al
morfotipo M2.

M1 = morfotipo de desarrollo lento, cultivos de color blanco y produccion de conidios. M2= morfotipo de
crecimiento rapido, con abundante micelio superficial de color blanco y de textura algodonosa y produccion de
conidios. M3= morfotipo de crecimiento intermedio, cultivos de color marrén claro y micelio estéril.

FIGURA 4. Morfologia de enddfitos Epichloé aislados de plantas de Lolium
perenne.
FIGURE 4. Morphology of Epichloé endophytes isolated from plants of Lolium
perenne.

Las infecciones viricas son relativamente comunes en nume-
rosas especies de hongos. A menudo, estas infecciones no
estan asociadas a sintomas obvios en los hongos huéspedes
de virus. Este es el caso de dos virus que se han identificado
en el endofito Epichloé festucae (Romo et al., 2007). Cerca del
80% de los aislados de E. festucae que infectan plantas de
Festuca rubra en pastos de dehesa estan infectados por los
virus EfV1 y EfV2. Sin embargo, no se ha descubierto ningun
parametro del hongo huésped que establezca una diferencia
entre aislados infectados y no infectados.

TABLE 2. Incidence of Epichloé endophytes in Festuca rubra, Festuca rubra
subsp. pruinosay Lolium perenne in pastures from different habitats.

ALCALOIDES PRODUCIDOS
POR HONGOS Epichloé

Una de las principales caracteristicas de las asociaciones
graminea-Epichloé es la produccion de alcaloides que pro-
porcionan a la planta hospedadora resistencia frente a herbi-
voros (Bush et al., 1997; Lane et al., 2000; Schardl et al.,
2013a). Los alcaloides que pueden producir los endofitos
Epichloé en la planta huésped son de cuatro tipos: alcaloides
del grupo ergot y lolitrenos, toxicos para el ganado; y pera-
mina y lolinas, con actividad insecticida y baja toxicidad para
mamiferos (Figura 5).

El principal alcaloide del grupo ergot asociado a Epichloé es
la ergovalina. Este compuesto es causante de la festucosis,
un sindrome téxico que afecta al ganado vacuno y en menor
medida al equino y ovino. Algunos de sus sintomas son el au-
mento de la temperatura corporal, pérdida de peso, aspereza
en el pelo, disminucion de la produccion de leche y de la efi-
ciencia reproductiva, vasoconstriccion y en ciertos casos
gangrena en las extremidades (Schmidt y Osborn, 1993; Oli-
vier, 2005). Ademas en pastos infectados por Epichloé la ga-
nancia media diaria de peso en vacuno puede llegar a
disminuir hasta un 44% (Paterson et al., 1995).
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FIGURA 5. Estructura de los cuatro tipos de alcaloides encontrados en
gramineas infectadas por endoéfitos Epichloé.

FIGURE 5. Structure of the four types of alkaloids found in grasses infected
by Epichloé endophytes.
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El lolitrem B, un indol-diterpeno, es una neurotoxina que pro-
duce en el ganado una serie de trastornos conocidos co-
munmente como toxicosis del raigras (perennial ryegrass
toxicosis). Los sintomas incluyen la parélisis del raigras (rye-
grass staggers), un sindrome téxico que se caracteriza por
temblores agudos en el cuello y extremidades, y una dismi-
nucion de la funcidon neuromuscular (Gallagher et al., 1984).
Otros sintomas son choques térmicos y pérdida de produc-
tividad y mortalidad (Reed et al., 2011). Afecta principalmente
a ganado ovino, pero también se han detectado dichos efec-
tos en ciervos, camellos, alpacas, cabras y rinoceronte
blanco, asi como en ganado vacuno y caballar (Hume, 2015).

La mayoria de los casos de toxicidad registrados en ganado
por el consumo de pastos han ocurrido en paises donde se
cultivan praderas monoespecificas de gramineas con elevadas
tasas de incidencia de Epichloé. Este es el caso de L. arundi-
naceum en EEUU, donde la extension de este cultivo llega a
14 millones de hectéreas y se producen unas pérdidas eco-
nomicas anuales en la produccion de ganado vacuno estima-
das en 1 000-1 500 millones de ddlares (Hume, 2015). En
Argentina, debido a la introduccion de la Festuca arundinacea
, se producen pérdidas anuales de 54 millones de ddlares
(Hume, 2015). Otro caso similar es el de la infeccion de L. pe-
renne, que ocasiona pérdidas importantes en el sector gana-
dero en Nueva Zelanda, Australia y Chile. Asi por ejemplo, en
2002 murieron casi 100 000 cabezas de ganado, principal-
mente ovino, en Australia (Hume y Sewell, 2014). Este tipo de
sucesos son ocasionales, pero desde 1985 se han producido
tres episodios de intoxicacion masiva. Las pérdidas econémi-
cas ocasionadas por la paralisis del raigras en productores
australianos de ovino y vacuno de carne han sido estimadas
en 100 millones de ddlares AUD (Hume y Sewell, 2014).

En Europa se conocen muy pocos casos de intoxicaciones
por consumo de pastos infectados por Epichloé. Esto es de-
bido (i) al mayor uso de pastos naturales, cuya diversidad flo-
ristica produce un efecto de dilucion de las toxinas en la
dieta consumida por el ganado, (i) a que desde hace déca-
das, son muy pocas las variedades comerciales de gramineas
forrajeras (i.e. L. perenne, L. arundinaceum) cuya semilla esta
infectada por Epichloé, y (iii) al poco uso de algunas especies
huéspedes como L. arundinaceum en praderas artificiales en
Europa (Oliveira, 1996; Zabalgogeazcoa et al., 1998; Zabal-
gogeazcoa y Bony, 2008). No obstante, ciertos cultivares de
L. arundinaceum infectados, pueden tener una elevada con-
centracion de ergovalina en semillas (Vazquez de Aldana et al.,
2001). En los Ultimos afos se han detectado casos de toxi-
cidad en Irlanda y Francia que podrian estar relacionados con
el aumento de los periodos de sequia (Zabalgogeazcoa y
Bony, 2008).

La peramina, un alcaloide del grupo de las pirrolopirazinas,
tiene actividad insecticida pero no es toxica para el ganado.
La peramina aumenta la resistencia de las plantas infectadas
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frente a numerosos insectos y nematodos (Clay y Schardl,
2002). En Nueva Zelanda la presencia de este alcaloide es
crucial para la proteccion de los pastos de Lolium perenne
contra el escarabajo Listronotus bonariensis Kuschel que
ataca la base de los tallos de la planta (Rowan y Gaynor,
1986). Las lolinas tienen actividad insecticida contra varias es-
pecies de insectos y nematodos, y estan directamente rela-
cionadas con la resistencia de las plantas huéspedes a ciertas
especies de pulgones (Wilkinson et al., 2000; Schard| et al.,
2007).

El perfil de alcaloides de una planta depende de la especie de
graminea hospedadora y del hongo que la infecta, asi como
de factores ambientales. En una misma planta se han en-
contrado hasta tres alcaloides fungicos diferentes, pero hasta
la fecha no se ha descubierto ninguna con los cuatro tipos. La
peramina, con actividad insecticida, es el alcaloide mas fre-
cuente en las distintas especies huéspedes, y el grupo de las
lolinas el menos frecuente (Siegel y Bush, 1996; Schardl et al.,
2013b). Epichloé promueve la sintesis de lolitrem B solo en
asociaciones con L. perenne, mientras que la ergovalina se ha
detectado en plantas infectadas de L. arundinaceum, L. pe-
renne o F. rubra. Recientemente se han identificado los genes
implicados en la ruta de biosintesis de los cuatro alcaloides
(Schardl et al., 2013b; 2014).

Ademas de la variacion del perfil de alcaloides por efecto del
genotipo del hongo y de la planta, la concentracion puede
verse afectada por otros factores como el estado fenologico
y el tipo de tejido de la planta, asi como por condiciones de
manejo como el abonado y disponibilidad de agua (Lane et al.,
2000). Cada alcaloide tiene un modelo de distribucion; por
ejemplo, la concentracion de ergovalina tiende a aumentar
con la madurez de la planta, y las concentraciones mas ele-
vadas se encuentran en las semillas (Ball et al., 1997; Oliveira
et al., 2002; Vazquez de Aldana et al., 2003). En plantas de
L. perenne la mayor concentracion de lolitrem B se encuen-
tra en la zona basal, que es consumida por ganado ovino prin-
cipalmente durante los meses de verano (Ball et al., 1995).
Esto explicaria por qué el ganado vacuno, que no pastorea
tan bajo como el ovino, no padece el sindrome de la parali-
sis del raigras. Por otro lado, la acumulacion de peramina, al-
caloide con actividad insecticida, es mayoritaria en las hojas,
la parte consumida por insectos. Esta distribucion sugiere que
los alcaloides se acumulan en las partes de la planta mas sus-
ceptibles de ser atacadas o dafadas por herbivoros, y puede
ser considerada como un sistema de proteccion que asegura
la supervivencia y diseminacion del hongo.

La concentracion de alcaloides en la planta puede variar con
algunos factores ambientales. Asi por ejemplo, varios traba-
jos han mostrado que al disminuir la disponibilidad hidrica au-
menta la concentracion de ergovalina (toxico para el ganado)
en plantas de L. arundinaceum, L. perenne o F. rubra (Belesky
et al., 1989; Hahn et al., 2008; Vazquez de Aldana et al.,
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Graminea Ergovalina (mg/kg) Habitat Referencia

Agrostis castellana 0 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Brachypodium phoenicoides 0 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Dactylis glomerata 0 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Holcus lanatus 0 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Festuca arundinacea 0,1-3,2 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Festuca ovina 0,11 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2003)
Festuca rubra 0-0,47 Dehesa Vazquez de Aldana et al., (2010)
Festuca rubra pruinosa 0-1,9 Acantilados Vazquez de Aldana et al. , (2007)
Lolium perenne 0-5,0 QOeste de la P. Ibérica (dehesa y otros) Soto-Barajas et al., (2015)
Lolium perenne 0-0,55 Norte Espafia Oliveira et al., (2003)

TABLA 3. Concentracion del alcaloide ergovalina en gramineas infectadas por
endofitos Epichloé procedentes de pastos.

2013a). Por tanto, en condiciones de sequia puede aumen-
tar el riesgo de toxicidad para el ganado en pastoreo. Otro
factor que puede afectar a la concentracion de alcaloides en
la planta es la adicién de abono. Un aumento del nivel de fos-
foro en suelo (de 17 a 50 mg/kg) puede aumentar la con-
centracion de ergovalina en plantas de L. arundinaceum
(Malinowski et al., 1998b). La adicion de compuestos nitro-
genados también aumenta la concentracion de alcaloides
como ergovalina, siendo mayor el incremento producido por
formas NOs™ que por NHs* (Arechavaleta et al., 1992,). Igual-
mente, la combinacion de los factores antes mencionados
con incrementos de temperatura, producen un aumento en la
planta de los niveles de alcaloides toxicos para el ganado lo-
litrem By ergovalina, segun se ha observado en L. arundina-
ceum infectada con E. cenophiala y en L. perene en simbiosis
con E. festucae var. lolii (Ryan et al., 2015).

ALCALOIDES EN PASTOS
DE LA PENINSULA IBERICA

En gramineas de pastos de dehesa de la provincia de Sala-
manca, las especies Festuca rubra, Festuca ovina L., Lolium
arundinaceum y Lolium perenne producen ergovalina, alca-
loide toxico para mamiferos, en concentraciones variables
(Vazquez de Aldana et al., 2003, 2007, 2010) (Tabla 3). La ma-
yoria de las plantas analizadas presentaron concentraciones
por debajo del nivel critico de 0,40 mg/kg en la dieta, por en-
cima del cual se observan sintomas clinicos de festucosis en
ganado vacuno (Aldrich et al., 1993). En gramineas como
Agrostis castellana Boiss y Reut., Brachypodium phoenicoi-
des (L.) Roem. y Schult., Dactylis glomerata y Holcus lanatus
L., infectadas por E. typhina, Epichloé typhina subsp. clarkii
(White) Leuchtm. y Schardl y Epichloé baconii White, no se de-
tectd dicho alcaloide. Curiosamente, las concentraciones
mas altas de ergovalina que se han detectado ocurren en
plantas de F. rubra subsp. pruinosa procedentes de acantila-
dos marinos (Tabla 3), donde la prevalencia de Epichloé es del
70% (Vazquez de Aldana et al., 2007).

En poblaciones de F rubra asociadas a Epichloé, la
produccion y concentracion de los alcaloides ergovalina y pe-
ramina presentan variaciones importantes tanto entre plantas

TABLE 3. Concentration of ergovaline alkaloid in grasses infected by Epichloé
endophytes from pastures.

como entre poblaciones. Asi, dentro de una poblacion no to-
das las plantas infectadas producen cantidades detectables
de estos metabolitos secundarios. En una de las poblaciones
estudiadas (PAL) se encontré que un 75% de las plantas
producia ergovalina y un 33% peramina; mientras que en la
otra poblacién (SER) sucedia lo contrario, un 33% producia er-
govalina'y un 80% peramina (Vazquez de Aldana et al., 2010)
(Figura 6). En dichas poblaciones se detectd mayor diversidad
genética entre hongos Epichloé en plantas de distintas po-
blaciones que entre los de la misma poblacion (Arroyo Garcia
et al., 2002). Entre plantas infectadas con enddfitos de E. fes-
tucae genéticamente proximos existe una tendencia a pro-
ducir concentraciones similares de peramina, mientras que la
variacion en el contenido de ergovalina parece depender mas
de factores externos que de la distancia genética entre los en-
ddfitos (Vazquez de Aldana et al., 2010). El hecho de que la
ruta de biosintesis de peramina sea bastante mas simple
que la de ergovalina (Schardl et al., 2013b) podria explicar la
mayor estabilidad de la produccion del primer alcaloide.
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FIGURA 6. Porcentaje de plantas de Festuca rubra asociadas a Epichloé
festucae que producen los alcaloides ergovalina (toxico para ganado) y
peramina (actividad insecticida), en Palancar y Servandez, dos dehesas de la
provincia de Salamanca (© Wiley Library; Vazquez de Aldana et al., 2010).
FIGURE 6. Percentage of Festuca rubra plants infected by Epichloé festucae
that produce thealkaloids ergovaline (toxic to livestock) and peramine
(insecticide), in Palancar and Servandez, two meadows in the province of
Salamanca (© Wiley Library; Vazquez de Aldana et al., 2010).
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La concentracion de alcaloides en L. perenne puede depen-
der del grupo taxondémico de Epichloé (Soto Barajas et al.,
2015). En un analisis de plantas de diferentes habitats, se en-
contré que el 80% de las plantas producia peramina y el 63%
lolitrem B. En plantas con estromas caracteristicos de E.
typhina, (Figura 3), se detectaron las concentraciones mas al-
tas de peramina; mientras que en plantas asintomaticas con
enddfitos de morfotipo M1 y M3 se observaron las concen-
traciones mas elevadas de lolitrem B (Soto Barajas et al.,
2015) (Figura 7). En menos del 10% de las plantas se sobre-
paso el nivel critico en la dieta de 1,80 mg/kg, a partir del cual
se observan sintomas en el ganado (Turner et al., 1995). En
poblaciones silvestres de L. perenne del norte de Espana se
han detectado concentraciones de lolitrem B de 0-7,1 mg/kg
en semilla, y ergovalina en concentraciones de 0-0,55 mg/kg
en planta y de 1,0-36,2 mg/kg en semilla (Oliveira et al.,
1997, 20083).
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FIGURA 7. Concentracion de los alcaloides peramina (insecticida) y lolitrem
B (téxico para ganado) en plantas de Lolium perenne infectadas por Epichloé,
procedentes de pastos del oeste espaiiol, en funcion del morfotipo (M1, M2
y M3) del endéfito (Soto-Barajas et al., 2015).

FIGURE 7. Concentration of alkaloids peramine (insecticide) and lolitrem B
(toxic to cattle) in Lolium perenne plants infected by Epichloé, from pastures
of Western-Spain, as affected by the taxonomic group of the endophyte (Soto-
Barajas et al., 2015).

LA SIMBIOSIS MUTUALISTA ENTRE
Festuca rubra Y Epichloé festucae

Varios trabajos han mostrado que las plantas infectadas por
Epichloé, ademas de la resistencia a herbivoros que confie-
ren los alcaloides, también tienen mayor resistencia a facto-
res de estrés abidtico como la sequia o la presencia de
metales pesados (Malinowski y Belesky, 2000b; Clay y
Schardl, 2002). El hecho de que en los pastos semiaridos de
dehesas de la provincia de Salamanca, un 70% de las plan-
tas de F. rubra estén infectadas por el enddfito E. festucae in-
dica la posibilidad de que el hongo produzca algun beneficio
a la planta, ya que el coste metabdlico que le supone man-
tener al hongo en su interior puede ser elevado en dicho ha-
bitat. Algunas plantas infectadas de £ rubra contienen

HONGOS ENDOFITOS EPICHLOE EN PASTOS

alcaloides como ergovalina 0 peramina, aunque la concen-
tracion detectada del alcaloide ergovalina es muy baja y con
variaciones interanuales que pueden llegar a concentracion
cero (Vazquez de Aldana et al., 2010). Estas bajas concen-
traciones de alcaloides detectadas en poblaciones silvestres
de F. rubra con una alta incidencia de Epichloé, podrian indi-
car que la seleccion natural que favoreceria una alta preva-
lencia del hongo, no opera exclusivamente sobre plantas con
resistencia a herbivoros por su contenido de alcaloides, sino
que otros aspectos pueden verse afectados, como se explica
en los siguientes apartados.

Epichloé incrementa el contenido
de nutrientes en Festuca rubra

Varios estudios llevados a cabo con diferentes ecotipos sil-
vestres de F. rubra han mostrado que la presencia de Epich-
loé puede incrementar de forma significativa el contenido de
fésforo en la planta. Un ensayo de campo con cinco ecoti-
pos de F. rubra mostrd durante tres anos consecutivos un
aumento significativo del 11,2% en la concentracion de P en
las plantas asociadas a Epichloé (Figura 8), aunque las di-
ferencias en produccion de biomasa entre plantas simbi6-
ticas y plantas no infectadas no fueron significativas
(Zabalgogeazcoa et al., 2006a). En un ensayo en inverna-
dero con dos ecotipos de F. rubra y varios tratamientos de
disponibilidad de agua, se detectd un incremento en la
concentracion de P (62%) y de Zn (58%) en plantas con
Epichloé; dicho aumento fue significativo en todos los tra-
tamientos hidricos (Vazquez de Aldana et al., 2013a) (Figura
9). Estos resultados sugieren que, aunque Epichloé coloniza
el tejido aéreo de la planta pero no la raiz, el hongo puede
modificar procesos que impliquen una mayor absorcion de
nutrientes. Alternativamente, este efecto podria deberse a

3,40 - E-
WE+

2001 2002 2004

FIGURA 8. Contenido de fosforo en plantas de Festuca rubra infectadas por
E. festucae (E+) y no infectadas (E-), en un ensayo de campo, durante tres
aios (© Elsevier, Zabalgogeazcoea et al., 2006).

FIGURE 8. Phosphorus content in plants of Festuca rubra infected by E.
festucae (E+) and non-infected (E-), in a field trial during three years (©
Elsevier, Zabalgogeazcoea et al., 2006)
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FIGURA 9. Contenido de Py Zn en dos ecotipos (PEN y RAB) de Festuca rubra
infectados por Epichloé (E+) y sin Epichloé (E-) creciendo con distinta
disponibilidad de agua (C = control, riego regular; W1 = riego una vez por
semana; W2 = riego una vez cada dos semanas). (© PLosOne, Vazquez de
Aldana et al., 2013).

FIGURE 9. P and Zn content in two ecotypes (PEN and RAB) of Festuca rubra
infected by Epichloé (E +) and without Epichloé (E-) growing with different
water availability regimes (C = control, regular watering; W1 = watering once
a week; W2 = watering once every two weeks). (© PLosOne, Vazquez de
Aldana et al., 2013).

PEN RAB

un aumento de la acumulacion de P en tejido foliar de plan-
tas infectadas. En las raices de las plantas del ensayo de in-
vernadero no se detectd colonizacion de hongos
micorricicos arbusculares (HMA), lo que indica que el efecto
podria atribuirse a Epichloé. En las raices de las plantas de
campo se detectaron HMA, tanto en las infectadas por
Epichloé como en las no asociadas a Epichloé. Varios tra-
bajos sobre L. perenne y L. arundinaceum han mostrado
que la colonizacion de HMA es menor en raices de plantas
asociadas a Epichloé que en las no infectadas (Guo et al.,
1992; Omacini et al., 2006). Sin embargo, otros estudios
con gramineas del género Bromus han mostrado lo con-
trario: una mayor frecuencia de colonizacion en raices de
plantas infectadas con Epichloé que en las no infectadas
(Novas et al., 2005).
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Efecto de Epichloé en la germinacién

El efecto de E. festucae en la germinacion de semillas de F
rubra se ha estudiado considerando diferentes temperaturas
(12°Cy 25°C) y potencial hidrico (0 y 0,5 Mpa) (Gundel et al.,
2011). En general el porcentaje de germinacion fue mas alto
en el caso de las semillas E- que en las infectadas (E+). Sin
embargo, se encontré un efecto positivo del enddofito en la su-
pervivencia de las semillas E+, especialmente en los trata-
mientos menos favorables para la germinacion. Asi en el
tratamiento mas restrictivo para esta especie, segun se indica
en el trabajo, (25°C y -0,5 MPa) la supervivencia de semillas
fue superior en las E+ (44%) que en las E- (39%).

LLa presencia de Epichloé puede afectar el rendimiento de al-
gunos genotipos de F. rubra que crecen en suelos que con-
tienen metales pesados como el arsénico. Aunque la germi-
nacion de semillas en suelos con distintas concentraciones de
As no se ha visto afectada por la presencia de Epichloé, el cre-
cimiento de la radicula de las plantulas E+ es mayor que el de
las plantas E- en todos los niveles de As (Vazquez de Aldana
et al., 2014).

La presencia de endéfitos Epichloé puede
modificar el potencial alelopatico de
Festuca rubra

La alelopatia es la ciencia que estudia cualquier proceso que
involucre compuestos quimicos (preferentemente metabolitos
secundarios) de origen vegetal o microbiano, que influyan en
el crecimiento y desarrollo de sistemas bioldgicos. Se trata de
un tipo de interaccion entre plantas que tiene interés tanto
desde el punto de vista basico (estructura dinamica de co-
munidades vegetales) como aplicado, ya que determinadas
plantas con actividad alelopatica pueden considerarse como
herbicidas naturales (Macias et al., 2007).

La presencia de Epichloé puede modificar el potencial alelo-
patico en la planta hospedadora. Estudios realizados con
extractos acuosos de distintos tejidos de F. rubra con Epich-
loé (E+) y sin Epichloé (E-) mostraron que el crecimiento de
plantulas de especies pratenses como Lotus corniculatus L.,
Plantago lanceolata L., Trifolium pratense L. o Trifolium repens
L., sufre una mayor inhibicién cuando los extractos proceden
de raices de plantas E+ (Vazquez de Aldana et al., 2011). En
los extractos de plantas E+ se encontré una mayor concen-
tracion de compuestos fendlicos, cuya actividad alelopatica es
conocida (Inderjit, 1996). Posteriormente, en un ensayo con
mezclas binarias de F. rubra y Trifolium pratense se detectd
que el crecimiento de Trifolium era significativamente menor
en compania de F. rubra asociada a Epichloé (Vazquez de Al-
dana et al., 2013b) (Figura 10). Esta disminucion en el creci-
miento de la leguminosa no fue debida a diferencias en el
desarrollo de F. rubra (E+ versus E-). Todos estos resultados
muestran que Epichloé incrementa el potencial alelopatico de
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FIGURA 10. Produccion de biomasa aérea y subterranea de plantas de
Trifolium pratense en monocultivo y en mezcla con Festuca rubra infectada
por Epichloé (E+) y no infectada (E-) de dos ecotipos diferentes (PEN y RAB).
La inhibicion del crecimiento de T. pratense es mucho mayor en co-cultivo con
plantas infectadas de F. rubra. (© Springer; Vazquez de Aldana et al., 2013).
FIGURE 10. Aboveground and belowground biomass production of plants of
Trifolium pratense in monoculture and mixed with Festuca rubra Epichloé (E +)-
infected and not infected (E-) of two different ecotypes (PEN and RAB). The
inhibition of the growth of T. pratense is much greater when mixed with
infected plants of F. rubra (© Springer; Vazquez de Aldana et al., 2013).

F. rubra, y que la produccion de compuestos fendlicos puede
estar implicada en este incremento (Vazquez de Aldana et al.,
2013Db).

Ademas de la actividad alelopatica, los compuestos fendlicos
pueden incrementar la absorcion de fésforo en la planta me-
diante la formaciéon de complejos con Al, Fe y Mn. Por tanto,
la mayor concentracion de P encontrada en plantas con
Epichloé, tanto en F. rubra como L. arundinaceum (Mali-
nowski et al., 2000a; Zabalgogeazcoa et al., 2006a; Vazquez
de Aldana et al., 2013a) podria deberse a una mayor secre-
cion de exudados por la raiz, incluyendo compuestos fendli-
cos (Malinowski et al., 1998a; Vazquez de Aldana et al.,
2011). Asi, la presencia de Epichloé en el tejido aéreo de las
plantas podria afectar a varios procesos del ecosistema (Fi-
gura 11). Una modificacion cualitativa o cuantitativa de exu-
dados por la raiz, ademas de los efectos alelopaticos, puede
implicar modificaciones en la microbiologia del suelo (Omacini
et al., 2012). Los cambios en la concentracion de nutrientes
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en las plantas podria alterar la calidad de hojarasca producida
por tejidos senescentes y por tanto las tasas de descompo-
sicion (Omacini et al., 2004).
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FIGURA 11. Esquema de los impactos potenciales que los endéfitos Epichloé
pueden producir en el funcionamiento del ecosistema.

FIGURE 11. Scheme of the potential impacts that Epichloé endophytes may
have in the functioning of the ecosystem.

Resistencia a patégenos asociada
a endoéfitos Epichloé

La asociacion de gramineas con enddfitos Epichloé afecta a
varios aspectos relacionados con la respuesta de las plantas
frente a factores de estrés bidtico y abidtico. Los posibles be-
neficios obtenidos por plantas simbidticas frente a ataques de
patdgenos han sido estudiados en varios patosistemas (Za-
balgogeazcoa, 2008).

Respecto a ataques de hongos patdgenos, se ha observado
una reduccion considerable de la severidad de la enfermedad
de la mancha del ddlar, causada por Sclerotinia homoeocarpa,
en diversas variedades de F. rubra infectadas por E. festucae.
El efecto beneficioso del enddfito se detectd durante varios
anos consecutivos en experimentos de campo (Clarke et al.,
2006). La simbiosis endofitica también redujo la severidad de
la enfermedad del hilo rojo, causada por Laetisaria fuciformis
(Bonos et al., 2005). Algunos estudios también han mostrado
una mejora de la resistencia a varias especies de nematodos
en plantas de Lolium arundinaceum infectadas por Epichloé co-
enophiala (West et al., 1988; Kimmons et al., 1990). Los en-
ddfitos Epichloé no infectan raices de plantas, y por tanto se ha
atribuido la mejora del rendimiento de estas plantas simbidti-
cas a la translocacion de compuestos antiherbivoros de origen
fungico (i.e. alcaloides). Sin embargo, aln queda por concre-
tar qué compuesto o mecanismo es responsable de esta me-
jora del rendimiento frente a nematodos. Indirectamente, a
través de la interferencia con insectos vectores, las gramineas
asociadas a enddfitos también podrian beneficiarse frente a la
transmision de virus (Lehtonen et al., 2006).
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Los hongos endofiticos Epichloé son frecuentes en varias
gramineas de pastos de la peninsula ibérica. Se han identi-
ficado hongos Epichloé en un 24% de las especies de gra-
mineas analizadas, y las frecuencias de infeccion son
elevadas en poblaciones naturales de Festuca rubra, Lolium
arundinaceum y Lolium perene. En plantas infectadas por
Epichloé procedentes de pastos, se han detectado los alca-
loides ergovalina y lolitrem B (toxicos para ganado) y pera-
mina (actividad insecticida), en concentraciones que varian
entre poblaciones para una misma especie de graminea.
Hasta la fecha no se han diagnosticado en Espana casos de
intoxicacion en ganado vacuno u ovino producidos por el
consumo de pastos infectados por Epichloé. Hay un gran in-
terés en el uso de enddfitos para la mejora de gramineas fo-
rrajeras, que se basa en la seleccion de aislados con una baja
produccion de ergovalina y lolitrem B, pero que contengan
peramina. Varios estudios han mostrado que la asociacion
con Epichloé es beneficiosa para las plantas, y en determi-
nadas condiciones de crecimiento puede aumentar su con-
tenido en nutrientes (gj. fosforo), aumentar su potencial
alelopatico o la resistencia a patdgenos, en relacion a las
plantas no infectadas por Epichloé.

Este trabajo se ha realizado en el marco de los proyectos del
Plan Nacional I+D+i (AGL2011-22783) y del Plan Regional de
la Junta de Castilla y Ledn (CSI231U14). Agradecemos a
todo el personal del Grupo de Pastos del IRNASA-CSIC que
ha trabajado en los diferentes proyectos y ensayos cuyos re-
sultados se presentan aqui.
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