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TOLERANCIA AL ESTRES DE
PLANTINES DE YERBA MATE
INOCULADOS CON BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO
VEGETAL NATIVAS DE MISIONES.

— RESUMEN

La yerba mate es una planta que
crece bajo dosel en condiciones naturales,
donde la disponibilidad de luz y el estado
hidrico estdn regulados por el canopeo.
Sin embargo, en condiciones de mono-
cultivo podria encontrarse ante situacio-
nes de estrés. En la raiz de esta planta se
han encontrado gran cantidad de bacterias
promotoras de crecimiento (PGPR) que
podrian también atenuar dicha situacion
de estrés. Se realizé un ensayo donde se
evalu6 la capacidad de bacterias PGPR
nativas de Misiones que podrian mitigar el
estrés ambiental (100% de radiacion solar
y disponibilidad de agua seguin precipita-
ciones). Para ello, se evaluo el crecimiento
en altura y la conductancia estomatica (gs)
de plantas de yerba inoculadas y no ino-
culadas (control) con bacterias PGPR, cre-
ciendo en condiciones controladas como
asi también bajo estrés. El estrés ambiental
repercutio negativamente en el crecimiento
en altura de las plantas de yerba mate. La
altura de las plantas control bajo estrés fue
significativamente menor al de las plantas
control sin estrés, mientras que las plantas
inoculadas presentaron alturas similares
estuvieran o no estresadas. Ademas, en
condiciones de estrés, las plantas inocula-
das presentaron un valor de gs mayor a las
plantas control. Por lo tanto, la inoculacion
con bacterias PGPR nativas podria mitigar
los efectos negativos del estrés ambiental.
Palabras clave: llex paraguariensis,
PGPR, estrés hidrico, Bacillus sp., Ko-
sakonia sp.

STRESS TOLERANCE OF YERBA MATE SEEDLINGS
INOCULATED WITH PLANT GROWTH PROMOTING
BACTERIAS NATIVE OF MISIONES.
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— SUMMARY

The yerba mate plant grows under
canopy in natural conditions where light
and water status are regulated. However,
in monoculture conditions the plant may
undergo stress situations. A great quantity
of growth promoting bacteria (PGPR) have
been found in the roots of this plant, which
could mitigate stress too. An experiment
was done where PGPR capacity to mitigate
environmental stress was evaluated (100%
of solar radiation and water availability
according to rainfall). For this purpose,
height and stomatal conductance (gs) were
evaluated in yerba mate plants, inoculated
and not inoculated (control), with PGPR
bacteria, growing under controlled or stres-
sed conditions. Environmental stress im-
pacted negatively in height growth of yer-
ba mate plants. The height of control plants
under stress was significantly lower than
control plants under unstressed conditions,
while the height for inoculated stressed
plants (regardless of strain) did not differ
from that of non-stressed ones. Inoculated
plants presented a higher gs than control
plants under stress conditions. Therefore,
the inoculation with native PGPR bacteria
allowed to mitigate the negative effects of
stress.

Key words: llex paraguariensis, PGPR,
water stress, Bacillus sp, Kosakonia sp
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INTRODUCCION

a yerba mate (I/lex paraguariensis Saint Hilaire) es
una especie arborea cuya distribucion natural ocurre

en Argentina, Paraguay y Brasil, siendo estos paises
los principales productores de dicho cultivo (PARRA 2010).
Es una planta que crece bajo dosel en condiciones naturales
(EIBL et al., 2000), donde la disponibilidad de luz y el es-
tado hidrico estan regulados por la presencia del canopeo.
En el sistema de produccién actual, monocultivo de yerba
mate, las plantas estan expuestas a condiciones estresantes
dadas por la radiacion directa del sol y mayores demandas
evapotranspirativas ya que no cuentan con esa regulacion
que ejerce en condiciones naturales el dosel superior, como
se ha demostrado para Acacia gerrardii 'y la vegetacion aso-
ciada que crece debajo (AL-NAMAZI et al., 2017). El cre-
cimiento de plantines de yerba mate es mayor cuando estos
presentan una condicion de radiacion del 50% en relacién
a plantines que crecen bajo radiacion directa del sol; y este
crecimiento puede aumentar incluso, si se evita el estrés por
falta de agua (SANSBERRO et al,, 2004).

En la rizdsfera y raices de la yerba mate se ha en-
contrado una amplia diversidad de bacterias con capacidad
de promover el crecimiento vegetal (PGPR) (BERGOTTINI
et al., 2015,2017). Estas bacterias tienen la capacidad de fi-
jar nitrégeno atmosférico, quelar hierro (PII ez al., 2015) y/o
liberar acidos organicos que solubilizan el fosforo (ALTO-
MARE et al., 1999, SABIR et al., 2011). Ademas, el hecho
de que liberan auxinas y otras hormonas (RAMOS et al.,
2003) podria explicar el efecto positivo sobre el crecimiento
al estimular la proliferacion de raices finas, y de esta manera
aumentar el contacto raiz/suelo y consecuentemente la capa-
cidad de absorber todos los nutrientes presentes en el suelo
(NUNEZ et al., 2012). Si bien el aumento en la tasa de cre-
cimiento podria disminuir la tolerancia al estrés, las PGPR
mejoran dicha tolerancia, ya que aumentan la capacidad de
absorber nutrientes, la sintesis de antioxidantes y sintetizan
hormonas que pueden mejorar la tolerancia de las plantas a
estreses abioticos (SHUKLA ef al,, 2012, NADEEM et al.,
2014).

Existen antecedentes de seleccion de diversas
cepas bacterianas endofitas de yerba mate con amplia ca-
pacidad PGPR. Al tratarse de bacterias que se encuentran
naturalmente en las plantas de yerba mate de nuestra zona,
se asegura que las cepas estén adaptadas a la especie y a las
condiciones climaticas y edaficas locales, derivando en una
interaccion planta - bacteria enddfita - suelo y ambiente mas
adecuada que la inoculacion con bacterias PGPR disponi-
bles comercialmente para otros cultivos.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de bacterias PGPR nativas de suelos misioneros, en
plantines de yerba mate bajo condiciones de estrés ambien-
tal.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente estudio se utiliza-
ron tres cepas bacterianas enddfitas de yerba mate, aisladas
previamente en plantaciones de la provincia de Misiones
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(Argentina) de suelos rojos profundos. Suelos caracteriza-
dos por ser arcillosos, bien drenados, acidos y de baja ferti-
lidad natural (LIGIER et al., 1990). Estas cepas se encuen-
tran resguardadas en el cepario de interés biotecnoldgico
del Instituto de Biotecnologia Misiones de la Universidad
Nacional de Misiones, codificadas como Bacillus altitudi-
nis 19R, B. altitudinis T5S y Kosakonia radicincitans YD4.
Las cepas del género Bacillus se caracterizan por ser endo-
fitas y esporulantes; y la cepa YD4 se caracteriza por ser de
la rizésfera y no producir esporas.

Como material vegetal se utilizaron plantines de 3
meses de edad de yerba mate provenientes de la Fundacion
Roth (Santo Pipo, Misiones), creciendo en tubetes con sus-
trato compuesto de corteza de pino en los invernaculos de la
Facultad de Ciencias Forestales (Eldorado, Misiones). Los
plantines fueron inoculados con las tres cepas de bacterias
nativas de suelos misioneros, con capacidad comprobada
de promover el crecimiento vegetal (BERGOTTINI ef al.,
2015, LACZESKI et al, 2019). Los tratamientos fueron
los siguientes: Control (plantas sin inocular), YD4, TSS,
19R, 19R-T5S, 19R-YD4 y T5S-YD4. Se inocularon 40
plantines por tratamiento. Se realizaron tres inoculaciones
por planta, a intervalos de 7 dias (la primera inoculacion se
realizo a principios de noviembre de 2017). Cada inocula-
cién consistio en la aplicacion de 5 ml de una suspension de
1,5x108 UFC/ml (unidades formadoras de colonias por ml).
La preparacion de cada una de las cepas fue realizada me-
diante un inéculo primario (cultivo de 24 hs en medio Luria
Bertani, LB, Britania Labs) y ajustandose la concentracion
mediante el método de turbidimetria midiendo la densidad
optica a 600 nm.

Una semana posterior a la ultima inoculacion
(diciembre de 2017), los plantines fueron trasplantados a
macetas de 2 L, utilizando como sustrato tierra roja. Los
plantines permanecieron en invernaculo, bajo condiciones
controladas de luz (media sombra, 50% de la radiacion so-
lar directa) y humedad (riego por aspersion, sustrato a capa-
cidad de campo). En la primera semana de febrero de 2018,
la mitad de los plantines de cada tratamiento (20 plantines)
se coloco fuera del invernaculo, recibiendo el 100% de la
radiacion directa del sol y la humedad relativa del sustrato
vari6 en funcién de las precipitaciones. Esta condicion se
definié como plantas estresadas mientras que las plantas
que permanecieron dentro del invernaculo se consideraron
no estresadas. Por lo tanto, el ensayo consistio en dos fac-
tores: por un lado, el factor PGPR con 7 niveles (las dife-
rentes cepas de PGPR y sus combinaciones) y por otro lado
el factor Estrés (E), con dos niveles (plantas sin estrés y
plantas con estrés). Transcurridos 2 meses (abril de 2018),
se procedio a la medicion de la altura de la planta como pa-
rametro de su crecimiento. También se midi6 la conductan-
cia estomatica (gs, mmol H20 m? s-!) diaria (11, 13 y 16 hs)
con porémetro (Decagon SC1, Pullman, Washington, USA)
en dias soleados, solo en plantas bajo condiciones de estrés.
Se realizé una medicién por planta, en el lado inferior de la
primera hoja completamente expandida. Durante el perio-
do que duro el estrés la temperatura media fue de 25,5°C
(1°C mas que el promedio historico) y las precipitaciones
sumaron 250 mm (aproximadamente 180 mm menos que
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el promedio histoérico), siendo ademas muy irregulares, con
periodos entre lluvias de 5 a 7 dias (Eibl ez al., 2018); por
lo tanto, salvo los dias en que llovid, el sustrato se encontrd
con valores de humedad menores al de capacidad de cam-
po.

Los datos de altura se analizaron estadisticamente
mediante modelos lineares generales y mixtos (MLG) de-
bido a la heterogeneidad de las varianzas del factor PGPR.
Para la variable altura se consideraron como factores: PGPR
(C, YD4, T5S, 19R, 19R-T5S, 19R-YD4 y T5S-YD4) y E
(plantas estresadas o plantas no estresadas), como también
la interaccion entre factores. Como enfoque complemen-
tario, se realizd un analisis con MLG donde se agruparon
todos los tratamientos con PGPR para compararlos con el
control no inoculado. En este anélisis se model6 la varianza
del factor PGPR. Para la variable gs solo se analizé el factor
PGPR de las plantas estresadas mediante ANOVA. En el
caso de diferencias significativas, las medias fueron compa-
radas por el test de Duncan (p< 0,05).
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RESULTADOS

La altura de las plantas vario6 en funcion del factor
estrés, pero no en funcion del factor PGPR y no hubo inte-
raccion entre los factores, cuando se analizaron por separa-
do las cepas. La altura promedio de las plantas no estresa-
das fue de 20,2+10,4 cm mientras que las plantas estresadas
tuvieron una altura promedio de 18,8+0,4 cm (Figura 1A).
Sin embargo, cuando se juntaron todas las cepas como un
solo tratamiento (PGPR) existio interaccion entre factores.
La altura promedio de las plantas control estresadas fue me-
nor a la de las plantas control no estresadas; mientras que
no hubo diferencias significativas para el tratamiento PGPR
estresado y no estresado, teniendo valores similares a las
plantas control sin estresar (Figura 1B).

La conductancia estomatica de las plantas estresa-
das fue significativamente diferente en la medicién de las
13hs, mientras que en las mediciones de las 11 hs 'y 16 hs
no hubo diferencias significativas. En la medicion de las 13
hs, el valor mas bajo de gs fue para el tratamiento control,
241,4 + 38,6 mmol H,0 m* s'; y el valor més alto para el
tratamiento YD4, 539,6 + 89,2 mmol H,0 m* s”', mientras
que los demas tratamientos presentaron valores intermedios
(Tabla 1).

Adtura (em)

188 18R

19R-TEE 19R-YD4 TES- YD

Factor P
1B PGPR 0,005
E 0,001
PGPR xE 0,023
a
8

Conbol PGPR

Figura 1. Altura (cm) de plantas de yerba mate para los diferentes tratamientos aplicados. Barras negras, plantas
sin estrés; barras grises, plantas con estrés. Las barras corresponden a la media + 1 error estindar. Se indican los
valores de p del MLG para cada factor y la interaccién. Diferencias significativas se resaltan en negrita (p<0,05).

Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos.

Figure 1. Height (cm) of yerba mate plants for the different treatments. Black bars, not stressed plants; grey bars,
stressed plants. Bars contain means + 1 standard error. p-value from MLG are indicated for each factor and the
interaction. Significant differences are in bold letters (p< 0,05). Different letters indicate differences between treat-

ments.
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Tabla 1. Conductancia estomitica (gs, mmol H,0 m” s™") de hojas de yerba mate en condiciones de estrés en diferen-
tes horas del dia. Se indican los valores de p de los ANOVA. Diferencias estadisticamente significativas se resaltan en
negrita (p<0,05). Las medias fueron analizadas por el test de Duncan (p<0,05). Diferentes letras indican diferencias

entre tratamientos.

Table 1. Stomatal conductance (gs, mmol H,0 m* s™) of yerba mate leaves under stress at different times at a day.
p-values from ANOVA were indicated. Significant differences are in bold letters (p < 0,05). Means were evaluated by
Duncan tests (p<0,05). Different letters indicate differences between treatments.

Tratamiento gs11h g5 13k gs 16h
Control 341.4+311 2414=3864a 2123+ 346
YD4 6044+ T1:4 3306892 ¢ 2226=41.1
T55 510.2+ 50,6 4307 + B9 3be 2073+349
19K 437,53+ 28.12 4648 =13, 7he 288=187
19R-TES 4405+ 130,53 3363=319ab 1746 £ 159
19R-YD4 J6R.T+385 456.6 = 50,7be 224 7+15.7
TE5-YD4 4623+ 70,1 4529 = 46.6bc 2092=181
ANOVA p=0,180 p=0,029 p=0,880
D[SCUS]ON plantas inoculadas pero no estresadas puede tener su expli-

La yerba mate es una planta adaptada al crecimien-
to bajo dosel, por lo que si las plantas estan expuestas a altas
tasas de radiacion solar o altas demandas evapotranspirati-
vas se podria considerar que se encuentran en situacion de
estrés. Estas condiciones son normales en el monocultivo
de yerba mate en la Provincia de Misiones y se agudizan
en la temporada estival. En nuestro ensayo, las plantas ex-
puestas a condiciones de estrés crecieron menos en altura
que las plantas no estresadas (Figura 1A y 1B). El exceso
de luz, al no poder ser disipado, causa foto-inhibicion del
fotosistema II y la consiguiente pérdida de crecimiento y
rendimiento (NISHIYAMA y MURATA 2014). Por otro
lado, cuando las plantas se encuentran bajo situaciones de
estrés por sequia, rapidamente se produce una disminucion
de la actividad fotosintética y la conductancia estomatica,
dando como resultado una menor biomasa total, disminu-
cién del area foliar, pérdida de hojas o incluso defoliacion
total (TSCHAPLINSKI ef al., 1998, MARRON et al., 2003,
YIN et al., 2005, MONCLUS et al. ,2006). Estos dos facto-
res de estrés estan estrechamente relacionados, pudiéndose
dar ambos en simultaneo e incluso, el estrés hidrico puede
exacerbar el dafio sobre el sistema fotosintético causado por
el exceso de luz (TAMBUSSI et al., 2002).

Las bacterias PGPR no solo estimulan el creci-
miento sino que también pueden mejorar la tolerancia al
estrés de las plantas (BERG 2009). Si analizamos compa-
rativamente el comportamiento de la aplicacién de bacte-
rias PGPR observamos que las diferencias son minimas y
no significativas entre las plantas estresadas y no estresa-
das; mientras que para las plantas que no fueron inoculadas
(control) existe una diferencia en altura entre las plantas que
crecen sin estrés y con estrés, siendo significativamente me-
nor el crecimiento de las plantas control estresadas (Figura
1B). Esta minima o nula reduccién del crecimiento en altura
de las plantas inoculadas y estresadas en comparacion a las

cacion en el comportamiento de gs. En los tratamientos de
plantas inoculadas, independientemente de la cepa o com-
binacién de cepas, gs se mantuvo en los mismos valores
entre las 11h y las 13h, para decaer hacia la tarde mientras
que en el tratamiento control se observa una disminucion
de gs desde la medicion de la mafiana. Esto hace que gs
de las plantas inoculadas y estresadas sea mayor a la de las
plantas control estresadas al mediodia (Tabla 1), existien-
do una asociacion positiva entre gs y tasa de fotosintesis.
En plantas de maiz y Arabidopsis inoculadas con PGPR se
demostr6 que estas plantas mediante cambios en el sistema
radicular, en la fisiologia y en los niveles de fitohormonas
toleraban mejor la sequia y mejoraban su crecimiento en
relacion a plantas sin inocular (HUANG et al., 2017). Tam-
bién, de un meta analisis se concluye que si bien en buenas
condiciones hidricas la aplicacion de PGPR mejora el cre-
cimiento de plantas al compararlas con plantas sin inocular,
cuando la comparacién se hace en plantas con estrés hidri-
co, el crecimiento atribuido a la aplicacion de PGPR es aun
mayor (RUBIN et al., 2017).

CONCLUSION

Plantas de yerba mate que crecieron en condicio-
nes de estrés (alta radiacion solar directa y alta demanda
evapotranspirativas) presentaron menor altura que plantas
que crecieron sin estrés.

Plantas de yerba mate inoculadas con bacterias
PGPR, independientemente de la cepa o combinacién de
cepas, no resienten su crecimiento en altura en condiciones
estresantes. Mientras que plantas de yerba mate sin inocu-
lar resienten significativamente su crecimiento en altura en
condiciones estresantes.

La conductancia estomatica disminuye significati-
vamente en las plantas de yerba mate control en compara-
cion a las inoculadas bajo condiciones de estrés.
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