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RESUMEN

Argentina es el primer productor mundial de yerba mate, las provincias productoras son Misiones y
Corrientes. Este cultivo presenta varios inconvenientes, como la baja calidad genética y fisioldgica de
las semillas, la lenta y desuniforme germinacion con un bajo porcentaje y la heterogeneidad de las
plantas obtenidas a partir de semillas, que llevaron a la micropropagacion. Una de las mayores
dificultades en la micropropagacion de yerba mate es la contaminacion in vitro por hongos y bacterias.
Entre los diversos factores que pueden influir en la contaminacion de cultivo in vitro estan la época del
afio, el tipo de explante y la presencia de microorganismos superficiales y/o enddfitos asociados a las

plantas.

Los microorganismos endofiticos fueron encontrados en todas las plantas estudiadas en diferentes
organos vegetales, si bien su relacion con las plantas no son comprendidas en su totalidad, se
encontraron que producen efectos benéficos sobre sus hospedantes, cumpliendo algin rol importante
para la fisiologia de la planta, sin embargo cuando éstos se encuentran en explantes cultivados in vitro
son considerados contaminantes. Su control se hace dificultoso debido a que al habitar los tejidos

vegetales internos sobreviven a la desinfeccion superficial.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar a los microorganismos contaminantes de sistemas de

micropropagacion de yerba mate (llex paraguariensis) con el fin de determinar su origen.

Existen muy pocos antecedentes sobre microorganismos endofiticos en la yerba mate, para ello en este
trabajo se realizaron muestreos de hojas y tallos de plantas crecidas en el campo en diferentes fechas.
Ademas, para confirmar que los contaminantes del cultivo in vitro de yerba mate son en su mayoria
enddfitos de plantas crecidas en el campo y/o invernadero, se aislaron contaminantes en la
micropropagacion de yerba mate y se realizaron muestreos de hojas y tallos de plantas crecidas en
invernadero. Para la identificacion de microorganismos se usaron la técnica morfologica y molecular

amplificando por PCR y secuenciando el ITS para hongos y 16S para bacterias.

De los endofitos aislados de plantas crecidas en el campo se identificaron 14 géneros de hongos
Aspergillus, Cercospora, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Gliocladium (Bionectria), Guignardia
(Phyllosticta), Microsphaeropsis, Neofusicoccum, Nigrospora, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis
(Diaporthe) y Trichoderma, y 20 géneros de bacterias, Aeromicrobium, Bacillus, Brevundimonas,
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Curtobacterium, Herbiconiux, Kineococcus, Leucobacter, Lysinibacillus, Methylobacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Paenibacillus, Pantoea, Phenylobacterium,
Rhizobium, Roseomonas, Sphingomonas, Staphylococcus y Xylophilus. Los géneros de hongos
Curvularia, Fusarium, Penicillium, Setophoma, y de bacterias Pantoea, Staphylococcus fueron aislados
como contaminantes de cultivo in vitro y como enddfitos de plantas crecidas en invernadero y a campo.
Alternaria fue el genero de hongo que se aisl6 como contaminante de cultivo in vitro y como endéfito
de plantas crecidas a campo al igual que las bacterias Janibacter. También se determind que el género
de hongo que se encontr6 en mayor nimero fue Fusarium, se identificaron 8 especies y se probo la
patogenicidad de 3 de ella en cultivo in vitro de yerba mate (F. oxysporum, F. pseudocircinatum y F.
subglutinans) y se determin6 que pueden ser endofitos en plantas crecidas en el campo y patdgenos en

el cultivo in vitro (vitropatdégenos).

Con los resultados de este trabajo se pudo confirmar que la mayoria de los contaminantes en cultivo in
vitro son microorganismos endofiticos presentes en plantas crecidas a campo o en invernaculo que no
afectan negativamente el crecimiento en condiciones ex vitro. Ademas, se determind que el numero de
aislamientos y diversidad de hongos y bacterias estan influenciados por la época de muestreo,
presentandose los mayores valores en otofio y verano, ademas estan influenciados por el tipo de érgano

vegetal y su edad.



U

SUMMARY

Argentina is the world's largest yerba mate producer; the producing provinces are Misiones and
Corrientes. This crop has several drawbacks such as low genetic and physiological seed quality, slow,
even and low percentage germination and heterogeneity of plants grown from seed, which led to the
necessity of developing micropropagation systems. One of the major difficulties in the yerba mate
micropropagation is in vitro contamination by fungi and bacteria. Among the various factors that can
influence the contamination of in vitro culture are the time of year, type of explant and the presence of
surface and/or endophytic plant-associated microorganisms. Since endophytes live within plant tissues,
they are able to survive surface disinfection making them harder to control. The aim of this work was
to characterize the microorganisms contaminant of yerba mate micropropagation systems and establish

their source.

The composition and diversity of the endophytic community associated with aerial organs of yerba
mate (llex paraguariensis) was investigated using culture-depending methods. Fungal and bacterial
endophytes were isolated from young and adult leaves and branches of three yerba mate clones
growing under field condition in Corrientes province, Argentina. Besides, in order to establish if most
of the contaminants of yerba mate in vitro culture corresponded to endophytes from field or greenhouse
growing plants, contaminant microorganisms were isolated from in vitro micropropagated, and
greenhouse plants. Fungi were identified based on their micromorphological characteristics and internal
transcribed spacer (ITS) rDNA sequence analysis; for bacteria 16S rDNA sequence analysis was used.

A total of 156 fungal and 193 bacterial isolates were obtained. Bacteria predominated in stem samples
while leaf samples retrieved similar amount of bacterial and fungal isolates. No significant differences
were found in isolate quantity nor diversity among seasons or between young and older leaves and
stems. The most frequently isolated fungus was Fusarium, followed by Colletotrichum; they were both
present in all the sampling seasons and organ types assayed. Other 12 fungus genera were identified
including  Aspergillus, Cercospora, Clonostachys (Bionectria), Curvularia, Guignardia,
Microsphaeropsis, Neofusicoccum, Nigrospora, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis (Diaporthe),
and Phyllosticta. Actinobacteria represented 61% of all bacterial isolates. The most dominant bacterial

taxa were Curtobacterium and Microbacterium. They were isolated from all the organs assayed,
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showing that they are ubiquitous endophytes. Other bacteria frequently found throughout the year were
Methylobacterium, Sphingomonas, Herbiconiux and Bacillus. The predominant fungi and bacteria
detected in yerba mate were similar to those reported in other species in which the same type of
technique was used. Fungal genera Curvularia, Fusarium, Penicillium, Setophoma, and bacteria
Pantoea and Staphylococcus were isolated as contaminants of in vitro culture and as endophytes in
plants grown under greenhouse and field conditions. Alternaria was t isolated as a contaminant of in
vitro culture and as endophyte in plants grown in the field, as well as the bacteria Janibacter. Fusarium
was the most numerous fungal genus. 8 Fusarium species were identified, and pathogenicity on yerba
mate was assayed in three of them (F. oxysporum, F. pseudocircinatum y F. subglutinans), showing
that they behave as endophytes when plants are grown under field conditions but are pathogenic to in

vitro plants (vitropathogens).

The results obtained in this thesis showed that most of the yerba mate in vitro culture contaminants are
endophytic microorganisms that occur also in field or greenhouse grown plants without showing any
negative effect on ex vitro plants. We have also determined that the number and diversity of fungal and
bacterial isolates are affected by the season, being higher during fall and summer, as well as the organ

type and age.
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INTRODUCCION GENERAL

1. YERBA MATE

1.1. Cultivo de yerba mate

llex (Aquifoliaceae) es el género que posee mas representantes dentro de las plantas lefosas
dioicas. Se encuentra distribuido en todo el mundo, principalmente en regiones tropicales o
subtropicales y comprende entre 400 y 500 especies (Giberti, 1994a; Loizeau et al., 2005; Kvacek et
al., 2009). Aunque el género es casi cosmopolita, la mayoria de las especies viven en América del Sur
y sudeste de Asia y, en menor medida, en América del Norte. La yerba mate (llex paraguariensis A. St.
Hil.), es nativa de América del Sur y crece en Argentina, Brasil y Paraguay (Giberti, 1994a; Manen et
al., 2002).

La yerba mate es un arbol perennifolio, dioico, de hasta 30 m de altura, pero en yerbales
cultivados se mantiene como arbusto mediante podas. El arbol de la yerba mate constituye la principal
especie del género utilizada con fines industriales cuyas hojas son usadas para preparar una infusion
muy popular llamada “mate”, la cual es altamente apreciada por su sabor y sus propiedades como
estimulante debido a su contenido de cafeina y teobromina (Filip et al., 2001; Schinella et al., 2005). El
primer productor mundial es la Argentina con 62%, seguida por Brasil con 34% y Paraguay con 4%.
En Argentina crece en las provincias de Misiones, con el 90% de la superficie cultivada y nordeste de
Corrientes con 10% (Mayol et al., 2014). Requiere suelos lateriticos, acidos, profundos, de textura
media a fina, sin impedimentos fisicos ya que no tolera condiciones de anegamiento (Lysiak, 2010). El
cultivo de la yerba mate ocupa el 50% de la superficie agricola en la provincia de Misiones, donde
representa el 22% de la mano de obra ocupada en el sector primario y el 15% de la mano de obra
empleada en el sector manufacturero. Constituye, en términos de valor de produccidn, la primera

actividad industrial (25%) en un mismo nivel con la elaboracion de pasta celulésica (Gortari, 1997).
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1.2. Micropropagacion de yerba mate

La micropropagacion de yerba mate comenzd a realizarse debido a los inconvenientes
generados por la baja calidad genética y fisiologica de las semillas (Sturion, 1988), el prolongado
tiempo necesario para la estratificacion, la lenta y desuniforme germinacion (Prat Kricun, 1993;
Menna, 1995) con un bajo porcentaje (Menna, 1995; Sturion, 1988) y la heterogeneidad de las plantas
obtenidas a partir de semillas (Mroginski et al., 1996). Ademas, las semillas presentan dormancia
debido a que los embriones se encuentran morfoldégicamente inmaduros (Hu, 1975; Fowler y Sturion,
2000), con una proporcion de embriones maduros de 1% (Niklas, 1987). También presentan parte del
endocarpo lefioso (Medeiros, 1998) y adormecimiento tegumentar (Fowler y Sturion, 2000). Todos
estos factores contribuyen a elevar el costo de produccion de plantas semilleras, ademas de limitar

secuencias de programas de mejoramiento genético de especie.

Se han logrado poner a punto sistemas de micropropagacion, como cultivo in vitro de
segmentos nodales y meristemas apicales (Sansberro et al., 1999, 2000), cultivo de embriones (Rey et
al., 2002), embriones rudimentarios (Sansberro et al., 1998), pirenos bisectados (Dolce et al., 2010) y
sistema de inmersion temporal con bioreactores, RITA (Luna, 2010). Una de las mayores dificultades
en estos sistemas de cultivo in vitro es la gran contaminacion con hongos y bacterias, junto a la
oxidacion inicial de los explantes (Bernasconi et al., 1998). En otros trabajos se han reportado niveles
de contaminacion de entre el 20 y el 90 % de los explantes, registrandose los valores mas altos cuando
los explantes provenian directamente de plantas madres que crecen en el campo (Mroginski et al.,
1996, 1997; Sansberro et al., 2001). En otra especie, llex dumosa, la proliferacion de bacterias

endogenas en medio liquido debiod ser controlada mediante el uso de antibidticos (Luna et al., 2008).

Se ha sefialado para muchas especies de lefiosas, que uno de los factores que influye en la
contaminacion es la época del afio en que son cultivados los explantes. Esto se debe, probablemente, a
las condiciones ambientales asociadas al incremento de humedad relativa y las elevadas temperaturas
que favorecen al desarrollo de hongos y bacterias. Segmentos nodales de yerba mate cultivados en los
meses de invierno, por ejemplo, resultaron en la mayoria de los cultivos contaminados (Bernasconi et

al., 1998). Esto también ocurre en otras especies de plantas, por ejemplo en Pinus tabuliformis se
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encontrd que la época en que ocurria mayor colonizacidon de hongos era la primavera, siendo en verano

el momento de menor presencia de estos microorganismos (Guo et al., 2008). En Camellia japonica la

presencia de hongos también fue mayor en los meses de primavera e invierno (Osono, 2008).

La contaminacion de los cultivos in vitro, dependiendo del tipo de explante que se utilice, puede
deberse a la presencia de microorganismos superficiales y/o endofiticos asociados a los tejidos de las
raices, los tallos y hojas de las plantas o provenientes del ambiente de trabajo e introducidos a través de
los procedimientos de laboratorio (Leifert et al., 1994; Moore et al., 2006). Los microorganismos
superficiales y los de laboratorio, como los hongos filamentosos, las levaduras y bacterias comunes del
ambiente, son patogenos para el cultivo de tejidos, invadiendo rapidamente al explante. Estos resultan
facilmente visibles debido a que los medios de cultivo para plantas contienen los nutrientes esenciales
requeridos para su crecimiento (Leifert et al., 1994). Por otra parte, los microorganismos que pueden
estar presentes intercelularmente en los tejidos vegetales, pueden permanecer latentes en el explante y
expresarse en los cultivos después de varios subcultivos (contaminantes subliminales), en un mismo
medio o cuando se cambia la composicion de los mismos al pasar de una etapa de multiplicacion a la
de enraizamiento, por ejemplo. Este hecho se debe a que el crecimiento de los microorganismos puede
ser inhibido por las altas concentraciones de sales o sacarosa que contienen los medios de cultivo y por
las condiciones de pH (Cassells, 1991). Si bien todos los tipos de contaminantes pueden causar
pérdidas econdémicas al micropropagador, matando al explante o debilitandolo, los contaminantes
subliminales o latentes son los mds peligrosos ya que afectan a cultivos ya establecidos (Leifert y
Cassells, 2001). Estos son responsables de pérdidas durante cada uno de los pasos en el proceso de
micropropagacion, afectando particularmente a la produccion de plantas libres de patdogenos (Kamount

etal., 1997).
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2. MICROORGANISMOS ENDOFITICOS

Los microorganismos endofiticos fueron mencionados por primera vez a principios del siglo
XIX por De Bary (1866), quien los diferencié de los microorganismos patégenos de plantas por ser
asintomaticos, que no producian efectos perjudiciales ni benéficos sobre los hospedantes. A fines de los
afios 70 se demostr6 que muchos de estos microorganismos poseian una serie de propiedades de
interés, como por ejemplo conferir proteccion contra insectos plagas, otros microorganismos patogenos
y herbivoros (Azevedo, 1998). Actualmente, se define a los end6fitos como organismos que viven
dentro de los tejidos de las plantas, formando asociaciones biotroficas intercelulares, sin producir dafio.
Asimismo, Schulz y Boyle (2005) utilizaron el término endoéfito para describir aquellas bacterias y
hongos que se pueden detectar en un momento particular en tejidos aparentemente sanos de plantas

hospederas.

Hongos y bacterias endofiticas se han encontrado en practicamente todas las especies de plantas
estudiadas, tanto en herbaceas como en lefiosas (Saikkonen et al., 1998; Bacon y Hinton, 2006, Porras-
Alfaro y Bayman, 2011). Los pocos ejemplos de aparente ausencia de poblaciones endofiticas pueden
deberse a que algunos microorganismos no son féciles de aislar o cultivar (Rosenblueth y Martinez-
Romero, 2006). En las plantas se los ha encontrado en diferentes o6rganos vegetales incluyendo
semillas, raices, tallos y hojas (Danhorn y Fuqua, 2007). Tanto hongos como bacterias pueden
colonizar la raiz inter o intra-celularmente y lo hacen en forma sistémica, sin embargo difieren en su
modo de colonizar. Las bacterias primero colonizan intercelularmente (Hinton y Bacon 1996;
Hallmann et al. 1997; Schulz y Boyle, 2005) aunque luego también se encuentren intracelularmente
(Hurek et al. 1994), por ello son frecuentemente encontradas en tejidos vasculares (Kobayashi y
Palumbo, 2000), lo cual le permite distribuirse a lo largo de la planta. Sin embargo, la raiz no es la
unica entrada posible de estos microorganismos a la planta, también pueden entrar por estomas o bien
por heridas (McCully, 2001). Esto le permite a los microorganismos endofiticos hospedarse en todas
las partes de las plantas. Los endofitos pueden estar presentes en un ambiente metabdlicamente hostil
encontrando continuamente metabolitos secundarios de defensa del huésped (Schulzt et al., 1999). En
general, pueden establecer tanto asociaciones a largo plazo como asociaciones transitorias

permaneciendo inactivos o latentes (Bacon et al., 2002; Bacon y Hinton, 2006). La asociacion de
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microorganismos juega un rol importante en la agricultura, los alimentos y contribuyen al equilibrio

ambiental (Montesinos, 2003).

Algunos estudios demostraron que los endo6fitos no son hospedantes especificos (Cohen, 2006).
Varios factores, tales como genotipo de la planta o la composicion del suelo, puede seleccionar a favor
o en contra de ciertas especies y cambiar su actividad a lo largo del espectro de mutualismo a
parasitismo (Danhorn y Fuqua, 2007). De esta manera, las poblaciones de endofitos de una planta
pueden estar influenciados por factores como el origen y edad de la planta, el tipo de tejido, el ambiente

y momento del muestreo (Zinniel et al., 2002; Pirttil4 et al., 2005).

Si bien las interacciones entre plantas y microorganismos no son comprendidas totalmente hasta
la actualidad, se han encontrado hongos y bacterias con efectos benéficos sobre sus hospedantes,
cumpliendo algun rol importante para la fisiologia de la planta como ser fijadores de nitrégeno (Sevilla
et al., 2001; Hurek et al., 2002; Iniguez et al., 2004;), productores de fitohormonas (auxinas,
citocininas y giberelinas) (Sessitsch et al.; 2002, Hamayun et al., 2009; Xin et al., 2009), mejoradores
de la disponibilidad de minerales a partir del reciclado y solubilizaciéon de los mismos a sus formas
asimilables para las plantas (Ca, Fe, Mn, P, N), productores de sustancias organicas (Ryu et al., 2003;
Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Pirttild et al., 2004; Guo et al., 2008;), degradadores de compuestos
recalcitrantes en sitios contaminados (Siciliano et al., 2001, Gaur y Adholey, 2004, Soleimani et al.,
2010), desencadenantes biologicos para activar respuesta a diferentes tipos de estrés como ser el estrés
abiotico (Kjeller y Rosendahl, 2000; Malinowski et al., 2000, Redman et al., 2002; Partida-Martinez y
Heil, 2011), entre otros. Ademas, se ha reportado que liberan sustancias antibacterianas (Bangera y
Thomashow, 1996; Blumer y Haas, 2000; Moore et al., 2006; Jalgaonwala et al., 2011) y antifingicas
(Hanada et al., 2010), producen sider6foros (O’Sullivan y O’Gara, 1992, Bartholdy et al., 2001,
Sessitsch et al., 2002; Sturz et al.,, 2000) e inducen la resistencia sistémica contra patdgenos
(Madhaiyan et al., 2004). Estas funciones los presentan como candidatos para ¢l control biologico y
promotores de crecimiento. La aplicaciéon de diferentes herramientas innovadoras ayudaria en el
fortalecimiento de la comprension de las interacciones planta-microorganismo, produciendo nuevos
componentes bioactivos para el crecimiento de las plantas y mejorar la actividad de biocontrol,

disminuyendo los desechos que dafian el ecosistema. Teniendo en cuenta todo esto, definitivamente los
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endofitos han demostrado ser de gran aporte y han dejado un buen impacto en las plantas, el medio

ambiente y los seres humanos (Nair y Padmavathy, 2014).

Los criterios para reconocer a los verdaderos endofitos comprenden no soélo el aislamiento de
tejidos desinfectados, sino también la observacion microscopica de éstos dentro de los tejidos del
vegetal (Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). Por otra parte, la aplicacion de técnicas moleculares que no
requieren el cultivo de los microorganismos han permitido detectar una mayor diversidad de especies
que las obtenidas por el cultivo de endofitos (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006). Existen dos
enfoques para la caracterizacion de microorganismos, fenotipica y genotipica. Los métodos fenotipicos
se basan en las caracteristicas bioquimicas y/o fisiologicas (expresion del genotipo) mientras que los
métodos genotipicos se basan en el estudio del genoma del microorganismo (moléculas de ARN y

ADN).

El enfoque fenotipico depende del aislamiento y cultivo de los microorganismos para su
caracterizacion tradicional (aspecto de colonia, presencia de flagelos, movilidad, coloraciones y
utilizacion de hidratos de carbono). Incluye pruebas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas. Las
morfolégicas se basan en las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias. La
necesidad de cultivar los microorganismos para identificarlos ha limitado el estudio de la diversidad
microbiana, ya que se determin6 que mas del 90% de los microorganismos en los ambientes naturales
no pueden ser cultivados con técnicas tradicionales, debido a que dichos microorganismos dependen de
las actividades de otros seres vivos o porque no se conocen las condiciones para su cultivo (Amann y
Kiihl, 1998). Ademas, otro inconveniente es que requiere de expertos y especialistas con experiencia en

la identificacion de microorganismos (Sedlar et al., 2009).

El enfoque genotipico, basado en métodos moleculares han permitido incrementar el
conocimiento de la diversidad microbiana en comunidades complejas y permiten incorporar otros
criterios clasificatorios basados en el analisis genémico como por ejemplo, presencia o ausencia de un
gen, variabilidad en una determinada secuencia o expresion de una proteina determinada (Versalovic y
Lupski, 2002). Los métodos moleculares pueden estar basados en el andlisis de polimorfismos de
secuencias repetidas, de elementos variables o del genoma completo de los microorganismos. Las

técnicas moleculares para genotipificacion pueden clasificarse en cuatro grandes grupos: a) aquellas

10
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basadas en el estudio del electrocariotipo (de un segmento del genoma o del genoma completo)

mediante electroforesis de campo pulsado (PFGE), b) las relacionadas con la amplificacion de
fragmentos de DNA por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), c) las que involucran
la secuenciacion parcial o total del genoma de los microorganismos y, d) aquellas en las cuales se
obtienen perfiles mediante la hibridacion de acidos nucleicos (Vilchez y Alonso, 2009). La diversidad
genotipica revelada puede resultar tan grande que dificulte la identificacion y clasificacion. Sin
embargo, en muchos casos la caracterizacion genotipica no alcanza para la clasificacion de un

determinado grupo o conduce a agrupamientos incorrectos.

Los inconvenientes tanto de metodologias fenotipicas como genotipicas han llevado a la
necesidad de combinar ambos tipos de técnicas a través de una taxonomia polifasica para lograr la
caracterizacion de una poblacion (Graham et al., 1991). Cada uno de esos métodos permite alcanzar un
cierto nivel de clasificacion filogenética, de género, especie, subespecie, biovariedad y hasta el nivel de

cepa (Rademaker y Bruijn., 1997).

Las técnicas de amplificacion por PCR logran determinar la variabilidad en las secuencias de
ADN, lo que permite diferenciar especies o cepas estrechamente relacionadas y detectar
microorganismos sin que presenten en el huésped sintomas visibles. Los genes que codifican el ARN
ribosomal son los mas utilizados. Esto se debe a que estas moléculas son funcionalmente constantes, se
encuentran distribuidas universalmente y sus secuencias son moderadamente conservadas en la
mayoria de los organismos. En el caso de los procariotas, el ADNr 16S (que contiene aproximadamente
1.500 nucleotidos) es el mas utilizado (Felske et al., 1999; Madigan, 2000) debido a que posibilita
encontrar patrones de secuencias especificos para grupos, especies o incluso serotipos bacteriano. En el
caso de eucariotas, subunidades 18S, 5,8S y 28S del ARN permiten la clasificacion e identificacion de
hongos (Martin y Rygiewicz, 2005; Nilsson et al., 2008), y las regiones entre los genes mencionados
(no altamente conservadas) espacios de transcripcion interna 1 y 2 (ITS1 e 2), permiten reconocer

hongos a nivel de género y especie (Carlile et al., 2001; Mitchell y Zuccaro, 2006).

11
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2.1. Microorganismos endofiticos en cultivos in vitro

Las células vegetales que crecen en cultivos in vitro son consideradas bajo algiin grado de estrés
y pueden estar predispuestas a infecciones, tanto de bacterias patdgenas como no patdgenas (Bradbury,
1970). Por otra parte el medio de cultivo contiene diferentes nutrientes ricos para hongos y bacterias,
ademas de los exudados de las células vegetales. Los contaminantes in vitro son denominados
“vitropatogenos”, este término engloba a microorganismos, comunmente hongos, bacterias y levaduras,
y menos frecuentes virus, viroides y microartropodos (4caros y trips). Este término es usado para
organismos que no necesariamente son patéogenos de plantas en el campo pero que si son perjudiciales

para ¢l cultivo in vitro (Leifert et al., 1989, 1994).

Si bien los microorganismos endofiticos pueden ser beneficiosos para las plantas en algunos
aspectos, como fue explicado anteriormente, cuando éstos se encuentran en explantes cultivados in
vitro son considerados contaminantes, siendo el logro de plantas axénicas uno de los objetivos
principales del cultivo in vitro (Nair y Padmavathy, 2014). La existencia de hongos y bacterias
endofiticas constituye el factor responsable de las mayores pérdidas por contaminacion microbiana en
el cultivo in vitro de plantas. Estos microorganismos, habitan los tejidos vegetales internos, lo que les
permite sobrevivir a la desinfeccion superficial, y una vez establecido el cultivo se hacen visibles al
principio, mayormente hongos, y/o luego de varios subcultivos, generalmente bacterias (Leifert et al.,

1994; Thomas, 2004).

Se han desarrollado protocolos para superar los problemas de contaminacion in vitro. El
proceso de desinfeccion es muy importante para el aislamiento de bacterias y hongos endofiticos, ya
que éste debe ser lo suficientemente eficiente para eliminar a los contaminantes superficiales, sin
afectar a la poblacion de microorganismos dentro de los tejidos (Bacon et al., 2002). Existen otras
estrategias de control y prevencion como la seleccion y el tratamiento de las plantas madres (Niedz y
Bausher, 2002), el control con antibidticos (Luna et al., 2008 y 2013), vy el cultivo de meristemas
(Cassells, 1991).

12
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2.2. Microorganismos endofiticos en yerba mate

A nivel mundial existen muy pocos antecedentes sobre microorganismos endofiticos en la yerba
mate. En Argentina fueron aisladas dos bacterias endofiticas como contaminantes de cultivo in vitro de
yerba mate que fueron identificada como Stenotrophomonas maltophilia (Luna et al., 2013) y
Enterobacter sp. aislada de raiz (Collavino et al., 2010). En Brasil, en muestras de hojas desinfectadas,
se encontraron géneros de hongos como Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, Dendrophoma,

Fusarium,Penicilium, Rhizoctonia, Scopulariopsis, Trichoderma y Verticillium (Pimentel, 2006).

3. HIPOTESIS

Los contaminantes del cultivo in vitro de yerba mate son en su mayoria endo6fitos de plantas

crecidas en el campo y/o invernaculo.

4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a los microorganismos contaminantes de sistemas de micropropagacion de yerba

mate (Ilex paraguariensis) con el fin de determinar su origen.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar e identificar los hongos y bacterias endofiticos en plantas de yerba

mate crecidas en invernaculo y en el campo.

2.  Caracterizar e identificar hongos y bacterias contaminantes en cultivo in vitro de

segmentos nodales de yerba mate.

3. Establecer la posible procedencia (planta de campo, de inverniculo o

contaminantes de trabajo) de los microorganismos detectados en cultivos de tejidos.

13
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4.  Evaluar la relacion de la variacion estacional de los microorganismos endofiticos

caracterizados.

14
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO IN VITRO
1.1. Cultivo de segmentos nodales de yerba mate

El cultivo in vitro de segmentos nodales se realizo para la caracterizacion de contaminantes
(hongos y bacterias) en la primera etapa de la micropropagacion. Se trabajé con 2 clones (Clon SI-49
y 67) de yerba mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) que crecian en condiciones de invernadero en el
laboratorio de cultivo de tejidos del Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE-CONICET-UNNE)
y Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-UNNE). Dichos materiales fueron gentilmente cedidos por la
EEA INTA Cerro Azul y por el Establecimiento Las Marias S.A.C.I.LF.A.

Se establecieron in vitro segmentos nodales (1,5 - 2 cm de longitud, conteniendo una yema
axilar) provenientes de ramas jovenes no lignificadas, los cuales fueron desinfectados mediante
inmersion en alcohol etilico 70% durante 1 min y luego en una soluciéon de lavandina (conteniendo
1,5% de NaOCI, concentracion final) + Triton® X-100 al 0,1% durante 30 min; realizdndose
posteriormente 3 enjuagues con agua destilada estéril (Sansberro et al., 2000). A continuacion, los
explantes desinfectados fueron cultivados individualmente en tubos de vidrio de 11 cm’ de
capacidad conteniendo 3 ml de Medio basal de Murashige y Skoog (1962) (MS) cuya concentracion
salina fue reducida cuatro veces (MS/4), conteniendo 3% de sacarosa (Bernasconi et al., 1996). El
pH del medio nutritivo fue ajustado a 5,8 con hidroxido de potasio o acido clorhidrico antes de la
adicion del agente gelificante agar 0,65% (A-1296; Sigma Chem. Co.). Los tubos conteniendo los
medios de cultivo fueron obturados con papel de aluminio y esterilizados en autoclave (1,45 kg.cm™
y 120°C) durante 20 min. Una vez cultivados los explantes, los tubos fueron sellados con Resinite
AF 50° (Casco S.A.I.C. Company, Bs. As.) e incubados en un cuarto climatizado a 27+2 °C y con un
fotoperiodo de 14 h (intensidad luminica de 116 pm.m™.s”" PPFD). Los cultivos fueron observados
diariamente para determinar la aparicion de algiin contaminante (hongo y/o bacteria), y luego se

procedio al aislamiento del mismo.
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1.2. Cultivo de embriones

El cultivo in vitro de embriones se realizd para obtener plantulas de yerba mate que fueron
posteriormente utilizadas para realizar pruebas de patogenicidad de hongos endofiticos de yerba
mate. Se trabajoé con semillas provenientes de frutos maduros (alrededor de 3 meses después de la
polinizacion) de |. paraguariensis tomados al azar a partir de arboles que crecian en el

establecimiento Las Marias S.A. (Gobernador Virasoro, Corrientes).

Una vez cosechados los frutos se elimind el exocarpo carnoso y se procedio a desinfectar las
semillas mediante inmersion en etanol 70% durante 5 min seguido de una doble inmersién en una
solucion de NaOCl al 1,8% + Triton® X-100 (Merck, Darmstadt, Germany) durante 30 min cada
una; realizdndose posteriormente tres enjuagues con agua destilada estéril. A continuacion, los
embriones inmaduros (0,18 - 0,26 mm de largo) fueron aislados y cultivados sin el endosperma
siguiendo el procedimiento descripto por Sansberro y colaboradores (2001). Los embriones fueron
aislados con la ayuda de un microscopio estereoscopico, trabajando en una cabina de flujo laminar
de aire estéril, y cultivados sobre 3 ml de medio nutritivo semisélido en tubos de vidrio de 11 cm’
de capacidad (un explante/tubo). El medio de cultivo estaba constituido por MS/4, conteniendo 3%
de sacarosa y suplementado con 0,1 mg 1" de ZEA, de acuerdo a Sansberro y colaboradores (1998).
El pH de los medios fue ajustado a 5,8 con hidréxido de potasio o acido clorhidrico antes del

agregado de 0,65% de agar (A-1296; Sigma Chem. Co.).

Los tubos conteniendo el medio nutritivo fueron obturados con papel de aluminio y
esterilizados en autoclave (1,45 kg cm’ y 120 °C) durante 20 min. Una vez cultivados los explantes
(200), los tubos fueron sellados con Resinite AF 50° (Casco S.A.I.C. Company, Bs. As.) e
incubados a 27+2 °C en oscuridad permanente durante los primeros 30 d, luego de lo cual fueron
transferidos a un cuarto climatizado a la misma temperatura y con un fotoperiodo de 14 h
(intensidad luminica de 116 pm.m™>s' PPFD). La germinacion de los embriones comenzé a
observarse aproximadamente a los 30 dias de cultivados, que se caracterizo por la elongacion de la

radicula seguida por la inmediata elongacion del hipocotilo y la expansion de los cotiledones.
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2. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

2.1. Segmentos nodales cultivados in vitro

La contaminacion en cultivo in vitro se evaludé en 10 tubos/clon, con tres repeticiones.
Luego de 15 dias de realizado el cultivo de segmentos nodales se procedié al aislamiento de hongos
y bacterias contaminantes. Las colonias flngicas fueron resembradas en cajas de Petri conteniendo
APG (Britania) y estreptomicina 100 mg/I para inhibir el crecimiento de bacterias. Las bacterias se
resembraron en cajas de Petri conteniendo agar TSA y cicloheximida 100 mg/l para inhibir el
crecimiento de hongos. Las cajas se incubaron en estufa sin luz a 27 °C durante 1 semana, una vez
crecidas las colonias fueron reaisladas para obtener cultivos puros, luego se procedid a la
identificacion morfoldgica a nivel de género para hongos y la caracterizacion molecular para

hongos y bacterias.
2.2. Plantas en condiciones de invernaculo

Se analiz6 la poblacion endofitica, de tallos y hojas de plantas de yerba mate aparentemente
sanas de dos clones (SI49 y 67) que crecian en macetas de 4 1 en un invernaculo del laboratorio de
cultivo de tejidos del IBONE. Se tomaron muestras de ramas jovenes y adultas. Las ramas jovenes
correspondieron a brotes de 1 6 2 meses y las adultas a ramas con mas de 4 meses. El total de
muestras analizadas fue de 24, tanto para hongos como para bacterias (2 clones x 3 plantas x 2

organos x 2 edad tejidos).
2.3. Plantas en condiciones de campo

En el campo, se muestrearon tallos y hojas de yerba mate de tres clones (SI-49, LM y G18)
crecidas en un lote experimental clonal de Las Marias S.A. C.LF.A. (Gobernador Virasoro,
Corrientes). Se realizaron 6 muestreos en diferentes fechas, Junio, Octubre y Diciembre del afio
2010, Junio, Agosto y Diciembre de 2011. Al igual que para las plantas de invernaculo se tomaron
ramas jovenes y adultas. El total de muestras analizadas fue 216 tanto para hongos como para

bacterias (3 clones x 3 plantas x 2 érganos x 2 edad tejido x 6 muestreos).

Las condiciones de las plantas en el cultivo variaron debido a las caracteristicas de manejo

del mismo.
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Junio: se realiz6 la poda “melena” que consiste en el viruteo, extraccion de ramas delgadas de la

parte inferior de la planta, y en la poda de limpieza, extraccion de todas las ramas improductivas.
Antes de dicha poda el lote representaba un area foliar entre 80 y 90%, y es cuando se realizaron los

muestreos Junio de 2010 y 2011.

Julio: se practico la poda “bandera”, que consiste en la extraccion de ramas verticales con aumento
de 15 cm de longitud y de un diametro superior a 2 cm. Luego de esta poda se realizé el muestreo

de Agosto de 2011.

Septiembre: se realizd la ultima poda realizada en el afio, la poda “mesa” o “parejo”, la cual
consiste en cortar todas las ramas vigorosas de 2 cm de didmetro y de aproximadamente 2 metros de
largo, esta cosecha representa la mayor proporcion de cosecha y con esta se logra eliminar el lefio
dejando a la planta con tallos productivos para el afio siguiente. Luego de esta poda se realizo el
muestreo de Octubre, donde solamente se obtuvieron tallos adultos por ausencia de jovenes (o
brotes). Los muestreos de Diciembre se realizaron a fin de mes donde las plantas ya presentaban

brotes, ademas de tallos adultos productivos.
2.4. Tecnicas de aislamiento

Las ramas fueron lavadas con agua corriente durante 10 segundos y luego desinfectadas. El
método de desinfeccion utilizado fue el mismo usado para el cultivo in vitro de segmentos nodales
de yerba mate (Sansberro et al, 2000). Una vez desinfectado el material vegetal, se procedio a
realizar cortes de hojas y de tallos. Se tomaron dos porciones de cada hoja de 1 cm?, cortadas de la
parte media de la lamina, y dos porciones de cada tallo de 1 cm de longitud, cortadas de la parte
media del tallo. En ambos casos, una de las porciones se utilizo para el aislamiento de hongos y la

otra para el de bacterias.

Para el aislamiento de hongos, las porciones de hojas y tallos fueron sembradas en cajas de
Petri con APG y estreptomicina 100 mg/l para minimizar el crecimiento de bacterias. Para el
aislamiento de bacterias las porciones de hojas y tallos fueron maceradas en microtubos con
morteros adaptados para los mismos, luego se extrajo el jugo vegetal y se diluy6 con agua destilada
estéril (dilucion 1:10, 20 pl de jugo vegetal en 180 pl de agua) y se sembraron 70 pl de la dilucion
que se rastrillo en cajas de Petri con TSA y cicloheximida para minimizar el crecimiento de hongos.

En ambos casos, las cajas fueron incubadas en estufa sin luz a 27°C durante 1 semana.
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Después de purificar las colonias fungicas desarrolladas en APG, algunos aislamientos puros

fueron transferidos a medios semiselectivos para inducir su crecimiento tipico y esporulacion. Los
aislamientos correspondientes a Fusarium fueron transferidos a medio SNA (Spezieller
Nihrstoffarmer Agar) con tiras de papel de filtro (Leslie y Summerell, 2006). La
carboximetilcelulosa del papel de filtro favorece la formacion de estructuras tipicas del género.
Otros cultivos no esporulantes fueron transferidos a medio de tallos de soja estériles sobre agar
harina de maiz para inducir su esporulacion o la produccion del estado teleomorfo (Dhingra y
Sinclair, 1986). Todos los cultivos fungicos con medios semiselectivos, para inducir a la
esporulacion, fueron incubados en camara climatica bajo periodos de alternancia de 12/12 horas de
oscuridad/luz (irradiacién provista por tubos de NUV (tubos Near Ultraviolet light, o tubos negros
con un pico de méxima emision en 360 nm) y temperatura de 22-25° C. La identificacion se realizo

entre los 5 y 10 dias de incubacion.

Las colonias fungicas y bacterianas fueron transferidas a cajas de Petri con APG con

estreptomicina y TSA con cicloheximida respectivamente, para obtener aislamientos puros.
3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA
3.1. Hongos

Una vez aisladas y purificadas las diferentes colonias de hongos, la presencia de crecimiento
fingico sobre la superficie de la caja de Petri fue confirmada directamente a simple vista y
subsecuentemente se procedid a la identificacion de los mismos utilizando microscopio
esteroscopico y optico. El tejido fingico (micelio, cuerpos fructiferos o estructuras de esporulacion)
fue extraido con aguja de vidrio a un portaobjeto con una gota de agua para ser examinado al

microscopio optico.

Anamorfos: los de “conidios secos” se colocaron en el portaobjeto con una gota de alcohol para
dispersar la masa de conidios hidrofobicos antes de cubrir la preparacion con el cubre objeto. Para
cuerpos fructiferos se tomo la estructura de esporulacion con 2 agujas de vidrio, incluyendo partes
del agar, desde el borde de la colonia y se hicieron cortes para observar la morfologia de la célula
conididgena y el tipo de conidios. En algunos casos sobre todo en estructuras fragiles como cadenas
de “conidios humedos” (tipo Fusarium), se us6 cinta adhesiva transparente levemente presionada
sobre la colonia. La cinta fue transferida al portaobjeto con una gota de agua y se cubrid con el

cubreobjeto.
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En el caso de Hyphomycetes los caracteres considerados fueron: conididforos, células

conidiogenas, y conidios (forma, color y septacion). Para el género Fusarium, la morfologia de los
esporos (macro y microconidios) fue el principal caracter, ademas del tipo de célula conididgena
(mono versus polifialidica), clamidosporas y esporodoquios. El color de la colonia en el reverso de
la caja de Petri fue usado para agrupar aislamientos afines. Para los hongos con presencia de
cuerpos cerrados se observo la morfologia de la célula conididgena (de pared paralela versus en

forma de botella) y de los conidios para determinar el género.

Teleomorfos: en los hongos pertenecientes a Ascomycota, donde solamente aparecieron peritecios,

se determino la morfologia de los ascos y ascosporas.
3.2. Bacterias

Se registraron caracteristicas morfologicas de las colonias en TSA tales como, tamafio,

forma, bordes, superficie, consistencia y pigmentacion.

4. CARACTERIZACION MOLECULAR

4.1. Extracciéon de ADN fangico
Para la extraccion de ADN fungico se siguio el protocolo descrito por Cenis (1992):

i. El cultivo se inici6 inoculando micelio de los hongos aislados en un microtubo con
dextrosa de papa liquida y se dejo crecer durante 72 h a 25°C. Se centrifugo6 para luego eliminar el

sobrenadante.

ii. Se adicion6 solucién tampén Tris/EDTA (20 mM de Tris HCl pH 8,5 y 25 mM de

EDTA), se agito, se centrifugd y se elimino el sobrenadante.

iii. Se afiadi6 la solucion tampon de extraccion (20 mM de Tris HCI pH 8,5, 250 mM de
NaCl, 25 mM de EDTA, 0,5% SDS) y el micelio fue macerado. Luego se adicion6 acetato de sodio
3M, pH 5,2 y se llevo a -20°C por 10 m. Se centrifugd y el sobrenadante fue transferido a otro

microtubo.

iv. Se anadié un volumen de isopropanol, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5

minutos. El ADN fue precipitado por centrifugacion y luego lavado con etanol 70% (sin
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resuspender), se centrifugd 5 minutos y se elimind el sobrenadante. Se dejo secar durante unos

minutos en flujo de aire a 37°C y se resuspendié el ADN (pellet) en agua miliQ. La calidad y
cantidad de ADN obtenido de cada cepa fue medida con espectrofotometro (NanoDrop 2000c,

Thermo Scientific) y luego se mantuvo congelado a -20°C.
4.2. Extraccion de ADN bacteriano

Para la preparacion de ADN bacteriano, una vez crecidas las colonias puras, se colectd con un ansa
una muestra de un cultivo puro en medio solido de TSA y se realiz6 una purificacion utilizando
resinas (resina de intercambio cationico, Sodio, 1% reticulado, 100-200 malla seca, 150-300 m de
tamafio de grano hiimedo, Chelex 100, BIO-RAD), siguiendo el protocolo descripto por Alippi y
Aguilar (1998).

i. En un microtubo se resuspendiéo en NaCl 1 M y se agitd fuertemente para favorecer la

homogenizacion. Se centrifug6 para luego eliminar el sobrenadante.

ii. El pellet se lavo con agua bidestilada estéril, se centrifugd y se eliminé el sobrenadante

nuevamente.

iii. Se adicioné una suspension acuosa (6% p/v) de resina en agitacion. Se incubo 10 m a

58°C, y luego durante 8 m a 99°C.
4.3. Caracterizacion de cepas fangicas

Para la caracterizacion molecular de hongos se amplifico por PCR (reaccion en cadena de
polimerasa) parte del gen ITS 1, 5,8S e ITS2 (Internal Transcribed Sequences) del ARNT,
fragmento interno de aproximadamente 300 a 600 pb, utilizando los oligonucleo6tidos universales

ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados fueron:
ITSIF: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’

ITS4R: 5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

21



U

Capitulo |l

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl. La mezcla total y las

concentraciones de los reactivos fueron los siguientes:

Tampon (10x)*

MgCl, (25mM)

dNTPs (2uM)
Oligonucleotido ITS1 (10uM)
Oligonucleotido ITS4 (10uM)
Agua mili-Q estéril

Taq polimerasa (5U/ul)

ADN molde (100-150 ng)

2,5
0,75
2,5
0,25
0,25
17,55
0,2
1

*El tampdn 10x contiene: 200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI

La solucion anterior se agitd en un vortex antes de afiadir el ADN molde. La reaccion de

amplificaciéon del ADN se realizd en un termociclador modelo Maxygene Gradient (Axygen),

utilizando las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion del ADN

Desnaturalizacion

Hibridacion

30 ciclos

Extension

Extension final

95°C

94°C
55°C
72°C
72°C

3,

1’

1’
10°

Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa

1%, usando como tampdén TBE 0,5X (Tris-borato EDTA), pH 8,5 en una cubeta de 15 x 20 cm a

100V durante 20 m, utilizando el marcador de peso molecular 6 Eco RI Hind III. El gel fue tefiido

con bromuro de etidio y observado en transiluminador con luz UV. Una vez comprobada la

presencia de la banda correspondiente, se repitio la amplificacion para cada caso y asi lograr un

volumen total de 100 pul para su secuenciacion.
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4.3.1. Caracterizacién de cepas del género Fusarium

El género que se encontr6 en mayor cantidad en las plantas de yerba mate crecidas en
condiciones a campo fue Fusarium. Estos aislamientos se agruparon por poseer caracteristicas
morfologicas y moleculares (ITS) del género. De los agrupamientos obtenidos en el arbol
filogenético construido con las secuencias parciales de la region ITS1, 5,8S, ITS2, se seleccionaron
representantes para analizar la secuencia del gen del factor de elongacion 1a (EF-1a) del ARNr.
Para ello se amplificd un fragmento de aproximadamente 700 pb, limitado por dos oligonucle6tidos

especificos efl/ef2 (Geiser et al., 2004).
Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:
efl: 5>- ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’

ef2: 5’-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3’

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl. La mezcla total y las

concentraciones de los reactivos fueron los siguientes:

REACTIVOS Volumen por reaccion de
(concentracién inicial) PCR (ul)

Tampon (10x) 2,5

MgCl, (25mM) 0,625

dNTPs 2uM) 2,5
Oligonucleotido efl (10uM) 0,25
Oligonucleotido ef2 (10uM) 0,25

Agua mili-Q estéril 17,675

Taq polimerasa (5U/ul) 0,2

ADN molde (100-150 ng) 1

23



U Capitulo |l

La solucion anterior se agitd en un vortex antes de afiadir el ADN molde. La reaccion de

amplificacion del ADN se realizdo en un termociclador modelo Maxygene Gradient (Axygen),

utilizando las siguientes condiciones:

CONDICIONES Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion del ADN 95°C 2’
Desnaturalizacion 95°C 30”
S | Hibridacion 54°C 30
o
4y Extension 72 °C 45”
Extension final 72 °C 2’

Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
1%, usando como tampon TBE 0,5X, utilizando el marcador de peso molecular 6 Eco RI Hind III.
Una vez comprobada la presencia de la banda correspondiente, se repitié la amplificacion para cada

caso y asi lograr un volumen total de 100 pl.
4.4. Caracterizacion de cepas bacterianas
4.4.1. Caracterizacion de la diversidad de aislamientos bacterianos

Se evalu6 la diversidad de los aislamientos a través de la amplificacion de las regiones
gendmicas repetitivas: REP-PCR  (Repetitive Extragenic Palindromic) utilizando los
oligonucledtidos ERIC 1 y 2 (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) (Versalovic et al.,

1991; 1994).
ERIC1: 5°- CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA -3’

ERIC2: 5°- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3’
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Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl. La mezcla total y las

concentraciones de los reactivos fueron los siguientes:

REACTIVOS Volumen por reaccién
(concentracion inicial) de PCR (ul)

Tampon (10x) 2

MgCl, (25mM) 0,6
dNTPs 2uM) 2

Oligonucleotido ERIC1 (10uM) 1,5
Oligonucleotido ERIC2 (10uM) 1,5
Agua mili-Q estéril 11,2
Taq polimerasa (5U/ul) 0,2
ADN molde (100-150 ng) 1

La solucion anterior se agitdé en un vortex antes de anadir el ADN molde. La reaccion de
amplificacion del ADN se realizé en un termociclador Maxygene Gradient (Axygen), utilizando las

siguientes condiciones:

CONDICIONES Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion del ADN 95°C 5
2 Desnaturalizacion 94°C 1’
-8 | Hibridacion 45°C I
=)
0 | Extension 65°C 8’
Extension final 68°C 16’

Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
1,5%, metafor (Cambrex MetaPhor™ Agarose) 0,5%, usando como tampoén TBE 0,5 X, pH 8,5 en
una cubeta de 15 x 20 cm a 70V durante 2 ' horas, utilizando el marcador de peso molecular & Eco
RI Hind III. El gel fue tefiido con bromuro de etidio y observado en transiluminador con luz UV.
Los perfiles electroforéticos obtenidos fueron analizados utilizando el programa Gelcompar version
4.0 (Applied Maths BVBA, Belgium). El dendrograma de similitud se construyd segun el método
de andlisis de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

Para definir grupos distintos se consider6 una similitud mayor de 75% entre los aislamientos. Para
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la identificacion de cepas con perfiles inicos y representativos de los grupos, se analizo una region

del 16S del gen de ARNT.

4.4.2. Caracterizacion de aislamientos bacterianos

La PCR para amplificar la region del 16S del gen de ARNTr se realizd con los nucleotidos

universales fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991).
Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron:
fD1: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
rD1: 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3'

Cada reaccion se llevo a cabo con un volumen total de 15 pl. Los componentes de la mezcla

fueron:

Tampon (10x) 1,5
MgCl, (25mM) 0,45
dNTPs (2uM) 1,5
Oligonucleotido fD1 (10puM) 0,75
Oligonucleotido rD1 (10uM) 0,75
Agua mili-Q estéril 8,9
Taq polimerasa (5U/ul) 0,15
ADN molde (100-150 ng) 1
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La solucion anterior se agitd en un vortex antes de afiadir el ADN molde. La reaccion de

amplificacion del ADN se realizé en un termociclador Maxygene Gradient (Axygen), utilizando las

siguientes condiciones:

CONDICIONES Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion del ADN 93°C >
«» | Desnaturalizacion 94°C 1’
:z; Hibridacién 55°C I
a Extension 72°C 2’
Extension final 72°C 10°

Se determind la presencia de las bandas amplificadas por electroforesis en geles de agarosa
1%, utilizando el marcador de peso molecular 6 Eco RI Hind III. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio y observado en transiluminador con luz UV. En los casos que hubo presencia de bandas, se

repiti6 las amplificaciones para lograr un volumen de 100 pl de producto de PCR vy asi purificarlo.

4.5. Purificacion de los productos de PCR

Para la purificacion de los productos de PCR de la region ITS1, 5,8S e ITS2 del ARNr y del
gen EF-1a (de hongos) se utilizo el Kit comercial AccuPrep Gel Purification (BIONEER). Se siguid

el protocolo descripto por la marca comercial.

Para determinar la concentracion de ADN necesario en los procedimientos de secuenciacion,
el ADN purificado se cuantifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando tampo6n

TBE 0,5X a 70 V durante 20 minutos, utilizando el marcador de peso molecular & Eco RI Hind III.

Para la purificacion de las amplificaciones del 16S del gen de ARNTr de bacterias, se cortaron
y purificaron las bandas obtenidas en la electroforesis ya que los primers utilizados pueden llegar a
amplificar otras bandas. Se utilizé el Kit comercial PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR

Purification Combo Kit de Invitrogen, se sigui6 el protocolo descripto por la marca comercial.
4.6. Secuenciacion de los productos de PCR purificados

Las secuencias de los fragmentos del 16S del gen de ARNr purificadas fueron determinadas

en Macrogen Corea Sequencing Superlab. Las secuencias de los productos de PCR de hongos
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fueron determinadas por el servicio de secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia, INTA

Castelar.
4.7. Andlisis de secuencias

Las secuencias se compararon con secuencias ITS, EF-l1a (hongos) y 16S (bacterias) de

ADNr disponibles en la base de datos publica de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.) utilizando la

herramienta de busqueda de secuencias BLAST N.

Las secuencias fueron alineadas usando Clustal W del programa DNAstar MegAlign
(DNASTAR software, Lasergene, London), a partir del cual se construyd, ademas, una matriz de

distancia de similitud entre secuencias.

Los analisis filogenéticos se realizaron con el programa Mega 5.2 (Tamura et al., 2011). La
reconstruccion filogenética se realizo utilizando el método de maxima similitud (ML) con 1000
réplicas de bootstrap usando la rutina incluida en el software MEGA. Para la construccion de los
arboles de bacterias se utilizaron secuencias de 16S del gen de ARNr de Streptomyces bicolor
(AB455534), Tolypocladium sp. (KF747329), Microbacterium sp. (KC853186) y Bacillus sp.
(JX315323 y DQ448749) como grupos externos. Para hongos no fue necesario el uso de grupos
externos debido a que se lograron grupos definidos con una elevada similitud entre las secuencias

fungicas obtenidas de yerba mate y las secuencias obtenidas del GenBank.

Las secuencias fueron depositadas en GenBank, del cual se obtuvieron numeros de

accesiones.

5. ANALISIS DE FRECUENCIA Y DIVERSIDAD

La frecuencia de colonizacion (% CF) de hongos y bacterias en hojas y tallos fue calculada
de acuerdo a Hata y Futai (1995) como: % CF = (N¢oi / Ni) x 100; donde N, = Numero de

segmentos colonizados por cada hongo y N; = Total nimero de segmentos estudiados.

Para el analisis de la diversidad, se calcularon los indices de Shannon-Weaver (Bowman et
al. 1971) y el indice de Simpson (Simpson, 1949) utilizando el software Past 3.01. Se compararon
los indices de diversidad de hongos y bacterias entre clones, érganos y edad del tejido de la planta.
Con los valores de indices se realizaron curvas de rarefaccion que estima el nimero de especies

esperadas en cada situacion en funcion al nimero de muestras colectadas.
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6. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Se inocularon plantulas de yerba mate cultivadas in vitro obtenidas de embriones con tres
especies de Fusarium: F. pseudocircinatum, F. oxysporum y F. verticilloide caracterizados
previamente por técnicas moleculares. El ensayo para cada indculo se realizo en 3 repeticiones de

10 plantulas cada una. Luego de la inoculacion, las plantulas fueron evaluadas semanalmente.
6.1. Preparacion del in6culo e inoculacion

Se uso6 la técnica descripta por Zum Felde et al. (2006). En cada caja de Petri con APG,
conteniendo cultivos puros de Fusarium pseudocircinatum, F. oxysporum y F. verticilloide, se
colocd 20 ml de agua destilada estéril y con una espatula se raspé suavemente la colonia. Cada una
de las suspensiones se filtro a través de 3 gasas estériles y las suspensiones fueron recogidas en un
vaso de precipitado estéril. Las concentraciones se ajustaron a 1x10° conidios/ml, utilizando una
camara de Neubauer.

A cada plantula in vitro se le realizd6 con una aguja estéril se le realiz6 pequefas heridas en
el cuello del tallo donde se aplicd una suspension de esporas de cada aislamiento de Fusarium, a
razon de 0,5 ml/plantula. Las plantulas se incubaron en camara de cultivo in vitro en condiciones
controladas. Los sintomas fueron registrados semanalmente, utilizando la escala de severidad

adaptada de La Mondia y Taylor (1987) (Fig. 1).

Valor de la . ey = 5
— Sintomas @ q‘]l @ : : /J|

0 Planta saludable :

1 Planta descolorida )

2 Una hoja sintomatica =
Mas de una hoja ﬂ b — g:-‘ ;d:;":? s £

3 B | L ! i
Sintomatica J

4 Planta muerta | v | | = & e

Figura 1: Escala de severidad adaptada de La Mondia y Taylor (1987). Plantulas de yerba mate in
vitro de cada nivel de la escala.
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6.2. Deteccion del in6culo

Para determinar si el crecimiento de cada hongo se produjo en el tejido interno y/o externo,
se realizaron cortes que fueron observados por microscopio electrénico de barrido (MEB, JEOL
2800 LV). Luego de la cuarta semana de inoculacion, las plantulas in vitro de yerba mate fueron
fijadas en FAA (formaldehido al 37%, acido acético), y luego las muestras deshidratadas a través de
una serie de acetona graduada. Subsecuentemente las muestras fueron deshidratadas a punto critico
usando CO; liquido como fluido de transicion, recubierto de oro — paladio en un revestidor de
bombardeo i6nico y, finalmente observadas en microscopio electronico de barrido LV JEOL 5800
(SEM).

6.3. Reaislamiento del in6culo

Una vez realizada la ultima observacidon (4ta semana), se procedid a re-aislar los tres
indculos. En una cabina de flujo laminar, se tomaron 5 tubos con pléntulas inoculadas de cada
especie de Fusarium, con una aguja estéril se tomo micelio con parte de tejido vegetal, se sembro
en cajas de Petri con APG y se conservaron en estufa 27°C con alternancia de 12 horas

luz/oscuridad. Luego de 10 dias los inoculos fueron caracterizados morfologicamente.
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HONGOS Y BACTERIAS AISLADOS DEL CULTIVO IN VITRO Y PLANTAS EN
CONDICIONES DE INVERNADERO DE YERBA MATE

Para conocer la poblacion y origen de contaminantes en el cultivo in vitro de yerba mate se
aislaron microorganismos a partir de cultivos de segmentos nodales de dos clones (S1-49 y 67) y se
muestrearon tallos y hojas jovenes y adultas de los mismos clones de plantas en condiciones de

invernadero.
1. Caracterizacion morfologica de hongos

Se caracterizaron 5 géneros de hongos Curvularia, Fusarium, Penicillium y Setophoma de cultivo in
vitro y de plantas yerba mate en condiciones de invernadero, y Alternaria sélo se aislé de cultivo in

vitro.

Alternaria: se identificaron 4 aislamientos del cultivo in vitro. Colonias con color entre oliviceo a
negro. A microscopio se observaron conidioforos pardo a pardo oscuro. Conidios en cadena o

solitarios, con rostro, y septas transversales, longitudinales y oblicuas.

Curvularia: se identificaron 7 aislamientos entre los de cultivo in vitro e invernadero. Se observaron
conidioforos oscuros, septados y simples, conidios oscuros con varias septas, unilateralmente curvados

y con la célula central mas pigmentada que las otras.

Fusarium: se identificaron 12 aislamientos entre los de cultivo in vitro y plantas de invernadero. Al
microscopio se observaron las estructuras de esporulacion principalmente tipo de célula conidiégena

(mono versus polifialidica), micro, meso y macroconidios fusiformes y clamidosporas.

Penicillum: 6 aislamientos. El color de las colonias en APG fue verdoso, se pudo observar conidi6foros

derivados del micelio, en grupos, con conidios hialinos, globosos y en cadena.

Setophoma: 4 aislamientos que sélo fueron identificados con técnicas moleculares.
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2. Caracterizacion molecular de hongos y analisis filogenético

Un total de 42 aislamientos de hongos, de cultivos in vitro y plantas de invernadero, fueron
caracterizados a nivel de género mediante analisis de secuencias parciales de las regiones 1TS1-5,8S-
ITS2 del ADNr. Dichas secuencias fueron previamente comparadas con la base de datos del Genbank
por BlastN (Tabla 1).

El arbol filogenético (Fig. 2) construido utilizando los datos de secuencias demostraron que las
cepas se distribuyeron en tres 6rdenes: Eurotiales, Hypocreales y Pleosporales.

Hypocreales: representd el 38,1% (16) del total de aislamientos. El total correspondié al 100% de
Fusarium. De acuerdo con el arbol filogenético basado en secuencias parciales de las regiones ITS1-
5,8S-1TS2 del ADNr se formaron 2 grupos, 6 aislamientos representados por Bgl asociados a F.

culmorum y 10 aislamientos representados por HB21 asociado a F. oxysporum (Fig. 2).

Eurotiales: representaron el 19,1% del total de aislamientos de hongos. Todos los aislamientos se

agruparon con Penicillum citrinum (Fig. 2).

Pleosporales: represent6 42,8% de los aislamientos (18) y se relacionaron a tres géneros, Alternaria,
Curvularia y Setophoma. HG1 que represent6 a cinco aislamientos de cultivo in vitro se asocio a
Alternaria alternata. M1 representd a otros siete aislamientos y se asocié a Curvularia trifolii. HR4

representd a 6 aislamientos y se asocio con Setophoma vernoniae y S. chromolaena (Fig. 2).

32



Capitulo Il

Tabla 1: Hongos caracterizados en plantas de invernadero y de cultivo in vitro de segmentos nodales
de yerba mate (llex paraguariensis) con la accesion mas cercana basadas en el analisis de BLAST

(Genbank).
Nombre del ~ N°de Fuente N° Accesion Género 0 especie _ °_/9
aislamiento | aislamientos de GenBank relacionada Similitud
Bgl 6 (L%«Ie?nﬁgggg) FJ157217 Fusarium culmorum 100%
In vitro
HB21 10 (I\?:L?n)ggggﬁ) KJ696537 Fusarium oxysporum 99%
In vitro
VS1 8 (I?Séfnzggﬁ)) EU833213 Penicillum citrinum 100%
In vitro
HR4 6 Hoja (invernadero) KF251244 Setophoma chromolaena 100%
In vitro
M1 7 Tallo (invernadero) GQ241277 Curvularia trifolii 99%
In vitro
HG1 5 In vitro KMO015489 Alternaria alternata 100%
KJ854899 Fusarium sp. Figura 2: Arbol
og | KI572170 Fusarium culmorum filogenético de
FJ157217 Fusarium culmorum secuencias ITS de
o7| IBg(IV-1) Hypocreales aislamientos de
HB210V-) hongos  aislados
99 KJ696537 Fusarium oxysporum de cultivo in vitro y
KM246759 Fusarium oxysporum hongqs
AJ535502 Nectria sp. endOfItICOS ) de
S plantas crecidas
KJ522784 Penicillium citrinum .
HB20v1) en myernadero y
especies de
HR2(1V-1) referencia
oo HVVD Eurotiales provenientes del
VSL(V-) Genbank
EU833213 Penicillium citrinum construido por ML
KM389206 Penicillium citrinum (1000 réplicas de
100 KJ439122 Microsphaeropsis arundinis bootstrap).
L EFo94551 Microsphaeropsis arundinis P
o6 {HR3(V-) | v ai;ladp de
77 [ Thragva) e c_ult|vo in vitro; I
100 99| 1KJ869141 Setophopoma vernoniae g ,a|S|adO de
invernadero.
KF251244 Setophopoma chromolaena p
KJ188716 Curvularia trifolii 0
76 4100| GQ241277 Curvularia trifolii ;
ML(IV-1) |
94 HG1(IV) e
4| KMO015489 Alternaria alternata S
1o KJ957793 Alternaria alternata =
—

0.05
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3. Caracterizacion molecular de bacterias y analisis filogenético

Los generos de bacterias caracterizados fueron 5, Pantoea y Staphylococcus tanto de cultivo in
vitro como de plantas de invernadero, Acinetobacter, Janibacter del cultivo in vitro y Bacillus aislada

s6lo de plantas de invernadero.

Un total de 20 aislamientos de bacterias, provenientes de plantas de invernadero y cultivo in
vitro, fueron caracterizados mediante anélisis de secuencia de 16S ADNr. Dichas secuencias fueron
previamente comparadas con la base de datos del Genbank por BlastN y revel6 que las bacterias
aisladas pertenecieron a las clases Actinobacterias, y Proteobacterias y Firmicutes, incluyendo 5
géneros: Acinetobacter, Bacillus, Janibacter, Pantoea y Staphylococcus (Tabla 2), también agrupados

al construir el arbol filogenético (Fig. 3).

Firmicutes: represento el 43% de los aislamientos. Comprendi6 los géneros Staphylococcus y Bacillus.
El aislamiento Al representd a otros 4 aislamientos provenientes de cultivo in vitro y plantas de
invernadero y se asocid con Staphylococcus. N1 represent6 sélo aislamientos de plantas de invernadero
y se relacion6 a Bacillus pumilus (valor de similaridad de BLAST 100%).

Actinomycetales: correspondié a la menor proporcion de aislamientos (5%), fue proveniente de cultivo

in vitro de segmentos nodales de yerba mate y se asocio a Janibacter melonis (BN1).

yProteobacteria: estuvo representado por el mayor nimero de aislamientos bacterianos y represent6 el
52% del total, se asociaron a Pantoea aislado de ambas fuentes y Acinetobacter solo aislado de cultivo
in vitro. BB4 se asoci6 con Pantoea cypripedii (el valor de similitud de BLAST fue 100%), y el BB8 se

relaciond con Acinetobacter sp. (el valor de similitud de BLAST fue 100%).
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Tabla 2: Bacterias caracterizadas en plantas de invernadero y de cultivo in vitro de segmentos nodales de
yerba mate (llex paraguariensis) con la accesién mas cercana basadas en el andlisis de BLAST (Genbank).

Nombre del N° de Fuente N° Accesién Género o especie %
aislamiento | aislamientos de Genbank relacionada Similitud
Tallo
Al 4 (invernadero) KF475819 Staphylococcus sp. 100%
In vitro
BN1 1 In vitro AY522569 Janibacter melonis 99%
Hoja-Tallo L
BB4 7 (invernadero) NR118394 Pantoea cypripedii 99%
In vitro
BB8 3 In vitro KF887017 Acinetobacter sp. 99%
Hoja-Tallo . .
N1 5 (invernadero) KF805964 Bacillus pumilus 99%
In vitro
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JX974352 Staphylococcus sp.
99| JF923462 Staphylococcus sp.
GU797277 Staphylococcus sp.
100 AL(IV-1)
NR114596 Staphylococcus pettenkoferi
50 NR115607 Staphylococcus saprophyticus
N1(l)
KF805964 Bacillus pumilus
100 [ KJ417904 Bacillus pumilus

34

36 KM265464 Bacillus pumilus

99

NR042168 Bacillus novalis

L—— NRO074904 Bacillus cellulosilyticus

HQ686041 Paenibacillus sp.

KF891408 Micrococcus sp.

93 NR042694 Leucobacter tardus

100

JQ723726 Herbiconiux sp.
NR109453 Janibacter alkaliphilus

NRO036868 Janibacter terrae
JF905614 Janibacter sp.
Bn1(lV)
84| AY522569 Janibacter melonis
JN644568 Janibacter melonis

99 ,_— NR115874 Pseudomonas oleovorans

NR074598 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

LC000617 Acinetobacter sp.

KJ920201 Acinetobacter sp.
41
KF887017 Acinetobacter sp.

100

0,05

100 NR117931 Acinetobacter nosocomialis
Bb8(IV)
NR115871 Acinetobacter brisouii

NR116126 Salmonella enterica

4 NR118394 Pantoea cypripedii
’;

2

100 NR115224 Salmonella subterranea

BB4(IV-I)
g4/ DQ785819 Pantoea sp.
NR116246 Pantoea eucrina

27

25

46 GU339282 Pantoea ananatis
g3 NR116247 Pantoea conspicua
NR116112 Pantoea eucalypti
NR116244 Pantoea septica

NR118120 Pantoea rodasii

S —

WO ~FCco T3 T

Actynomicetales

®
)
3
3
o

QTS ODOTO DT OD®FTO T T

Figura 3: Arbol filogenético de secuencias 16S del gen ARNr de aislamientos de bacterias aisladas de cultivo
in vitro y bacterias endofiticas de plantas crecidas en invernadero y especies de referencia provenientes del
Genbank construido por ML (1000 réplicas de bootstrap). IV: aislado de cultivo in vitro; |: aislado de

invernadero
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4. Contaminantes en cultivo in vitro

La contaminacion en cultivo in vitro se evalud en 10 tubos/clon (clones S149 y 67) con tres
repeticiones (Fig. 4). A partir de los 15 dias de cultivados los segmentos nodales, se procedio al

aislamiento de hongos y bacterias.

Los segmentos nodales cultivados in vitro presentaron una contaminacion de 75 % en el clon
S149y 80% en el clon 67 (Tabla 3).

Figura 4: Contaminacion de hongos (a, b, c, d) y bacterias (e, f) en cultivo in vitro de segmentos nodales
de yerba mate.
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Tabla 3: Porcentaje de tubos contaminados con hongos y bacterias en cultivo in vitro de segmentos
nodales de yerba mate. Se presentan las medias + desvio estandar.

% tubos Contaminados

Contaminacién | Contaminaciéon | Contaminacion
por hongos por bacterias por hongos y
CLON bacterias
S149 4515 25+5 5+0 75
67 60+10 15+5 5+2 80

En ambos clones la proporcion de hongos fue mayor que de bacterias, con un total de 33

aislamientos de hongos y 11 de bacterias. Se caracterizaron 5 hongos de los géneros: Alternaria,

Curvularia, Fusarium, Penicillum y Setophoma, y cuatro bacterias de los géneros: Acinetobacter,

Janibacter, Pantoea y Staphylococcus. En cuanto a los clones, si bien no hubo diferencias entre el

numero de aislamientos, se diferenciaron en un género de hongo y uno de bacteria. Alternaria fue el

género fungico aislado Unicamente del clon 67, y Janibacter el género de bacteria que se aislo sélo del

clon S149. Los demas géneros de hongos y bacterias estuvieron presentes en ambos clones (Fig. 5).

N de aislamientos
“I—i
w

=
[ R B
il il

Ferriciliivm sp. I

Alternaria alternata
Curvalaria trifolis
Fusarium sp.

Hongos

Sefopfroma 5o ;

Acinefobactar sp.

Parrfosa sp. e

OClon 67

o o
& 5] EClon S149
e w
&Z 3
O [
[ni] ]
el o
£2 2
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2 =
b £

5

[¥5]
Bacterias

Figura 5: Numero de aislamientos promedio de hongos y bacterias contaminantes del cultivo in vitro de

segmentos nodales de yerba mate. Las barras representan el desvio estandar.
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Para la determinacion del posible origen de los contaminantes del cultivo in vitro, se procedié al

aislamiento de hongos y bacterias endofiticos de plantas crecidas en invernadero. Para ello se realizd

un muestreo, en el mes de Junio, al mismo momento que se realiz6 la introduccion del material in vitro,

de tallos y hojas de plantas aparentemente sanas de yerba mate de dos clones (S149y 67).

En los muestreos realizados de plantas de invernadero se aislaron 13 hongos y 10 bacterias, de

los cuales se identificaron 4 hongos de los géneros: Curvularia, Fusarium, Penicillium y Setophoma y

3 bacterias: Bacillus pumilus, Pantoea y Staphylococcus epidermidis . Los cuatro géneros de hongos

estuvieron presentes en ambos clones, mientras que de las bacterias, Staphylococcus epidermidis s6lo

se aislé del clon S149 (Fig. 6).
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Figura 6: Namero de aislamientos promedio de hongos y bacterias endofiticos de dos clones (67 y Sl149)

Setophoma sp.

Bacillus pumilus

Pantoea sp.

Bacterias

Staphylococcus sp.

OClon 67
EClon S149

de plantas de yerba mate en condiciones de invernadero. Las barras representan el desvio estandar.
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6. Microorganismos contaminantes en el cultivo in vitro y endofiticos de plantas en

condiciones de invernadero de yerba mate

Los géneros de hongos que se aislaron tanto de cultivo in vitro como de invernadero fueron
Curvularia, Fusarium, Penicillium y Setophoma. Alternaria fue el Gnico contaminante en los cultivos

in vitro.

Las bacterias comunes presentes aisladas en cultivos in vitro y plantas de invernadero, fueron
Pantoea sp. y Staphylococcus sp.. Sélo se aislé Janibacter sp. de cultivos in vitro y Bacillus pumilus de

plantas de invernadero (Fig. 7).

Cultivo in vitro Plantas Invernaculo

-Curvularia -Penicillum
-Fusarium -Setophoma

-Alfernaria

-Bacillus pumilus

-Panioea sp.

~Janibacter sp. -Staphylococcus sp.

Figura 7: Hongos (letra violeta) y bacterias (letra verde) aislados de cultivo in vitro y de plantas de
invernadero o de ambos en yerba mate.
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HONGOS Y BACTERIAS ENDOFITICAS AISLADAS DE PLANTAS DE YERBA
MATE (llex paraguariensis)

Para conocer la poblacion de microorganismos endofiticos que habitan en plantas de yerba mate
(llex paraguariensis) en condiciones de campo y su variacion en las distintas épocas del afio, se
muestrearon hojas y tallos jovenes y adultos de tres clones (SI-49, LM, G18). Se realizaron 6 muestreos
en diferentes fechas, Junio, Octubre y Diciembre del afio 2010, Junio, Agosto y Diciembre del afio
2011. De un total de 216 muestras vegetales fueron obtenidos 242 aislamientos de hongos y 322
aislamientos de bacterias. Una visualizacion conjunta de los aislamientos obtenidos sirvid para agrupar
cultivos morfolégicamente similares. Como resultado de esta preseleccion fueron procesados y

caracterizados un total de 162 aislamientos fungicos y 193 aislamientos bacterianos.
1. Caracterizacion de aislamientos

En total, 156 aislamientos fungicos fueron identificados mediante caracteres morfoldgicos y/o
moleculares, ademds de otros 6 hongos identificados a nivel de especie por medio de caracteres
morfologicos, siendo 162 el total de aislamientos de endofitos identificados en plantas de yerba mate.
Los aislamientos fungicos fueron asociados con 14 géneros Aspergillus, Cercospora, Colletotrichum,
Curvularia, Fusarium, Gliocladium (Bionectria), Guignardia (Phyllosticta), Microsphaeropsis,

Neofusicoccum, Nigrospora, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis (Diaporthe) y Trichoderma.

El total de aislamientos bacterianos fue 193, luego de ser caracterizados culturalmente y por sus
perfiles electroforéticos el nimero aislamientos para su secuenciacion se redujo a 98. Los aislamientos
bacterianos caracterizados por analisis de secuencia del 16S del gen de ADNr se asociaron a 20
géneros. Los géneros fueron Aeromicrobium, Bacillus, Brevundimonas, Curtobacterium, Herbiconiux,
Kineococcus, Leucobacter, Lysinibacillus, Methylobacterium, Microbacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Paenibacillus, Pantoea, Phenylobacterium, Rhizobium, Roseomonas, Sphingomonas,

Staphylococcus y Xylophilus.
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1.1. Identificacion morfologica de hongos

El 66,5% de los aislamientos fingicos esporularon en APG y se utilizaron los caracteres
morfoldgicos para su identificacion, mientras que los aislamientos miceliares que no habian esporulado
en APG fueron sembrados en medios de cultivo alternativos como SNA o CMA con tallo de soja estéril
para su esporulacion. Los caracteres moleculares, secuencias parciales de las regiones ITS1-5,8S-1TS2
del ADNTr, sirvieron para contrastar la identificacion morfologica de los cultivos esporulados, y para
identificar los aislamientos. En todos los casos la identificaciéon morfolégica y molecular coincidio en
la identidad de los aislamientos. Se caracterizaron morfologicamente 10 géneros. Los 4 géneros
restantes (Microsphaeropsis, Neofusicoccum, Nigrospora y Paecilomyces) no esporularon por lo que

no fue posible su caracterizacion morfolédgica.

-Fusarium: se identificaron 102 aislamientos. Los colores de colonias crecidas en APG, variaron de
blanco, rosado claro, rosa oscuro y purpura. Al microscopio, se observaron estructuras de esporulacion
principalmente células conididgenas (mono versus polifialidica), micro, meso y macroconidios
fusiformes y clamidosporas. Dos aislamientos transferidos a SNA, se identificaron a nivel de especie
como F. solani (monofialidico) y su estado teleomorfo, Nectria haematococca por la morfologia de los

ascos y ascosporas (Fig. 8.A).

-Phomopsis: Se caracterizaron 8 aislamientos. La coloracion de las colonias en APG fue
predominantemente gamuza y algunas negras. Se desarrollaron picnidios oscuros de pico corto que
presentaron células conididgenas angostas con paredes casi paralelas y 2 tipos de conidios (alfa y beta)
en 2 de los aislamientos, y solo beta en 6 aislamientos. Tres cultivos crecidos en CMA-tallo de soja
produjeron, sobre el mismo tallo de soja las formas anamorfa y teleomorfa. En los cultivos el estado
anamorfo Phomopsis se caracterizo por los picnidios de pico corto con beta conidios y en el mismo

tallo de soja peritecios de pico largo con ascos y ascosporas de Diaporthe (Fig. 8.B).

-Colletotrichum: se identificaron 6 aislamientos, crecidos en APG, variando su color de blanco a
gris, con conidiomas tipo acérvulas oscuras, con largas setas oscuras y conidios hialinos ovoides y

unicelulares (Fig. 8.C).
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-Aspergillus: se identificaron 2 aislamientos. El color de las colonias en APG fue ocre oscuro. Se
observaron conidioforos simples con vesicula terminal globosa y conidios globosos, hialinos y en

cadena (Fig. 8. D).

-Penicillium: incluyé a 6 aislamientos. El color de las colonias en APG fue verdoso, se pudo
observar conidioforos derivados del micelio, en grupos, con conidios hialinos, globosos y en cadenas

(Fig. 8.E).

-Gliocladium roseum: correspondio a 5 aislamientos, los que fueron identificados morfoldgicamente
y a nivel de especie por la presencia de los estados anamorfos y teleomorfos en 2 medios de cultivo. En
APG, y microscopio estereoscopico se observo la presencia de conidioforos agrupados tipo “cepillo” y
gotas mucilaginosas. Al microscopio Optico se verificaron los conididéforos en ramas peniciliados y
conidios (unicelulares) ambos hialinos. Un aislamiento crecido tanto en CMA-tallo soja como en el

cultivo original en APG, produjo la forma sexual Bionectria ochroleuca (Fig. 8. F).

-Cercospora: se identificaron 5 aislamientos. Morfologicamente las colonias fueron grisaceas.
Conidioforos pardos, conidios solitarios, obclavados, hialinos, rectos o curvados y pluriseptados (Fig.

8.G).

-Phyllosticta: correspondio a 2 aislamientos. Se observaron picnidios oscuros y globosos,

conidiéforos cortos y conidios unicelulares hialinos y ovoides (Fig. 8.H).

-Curvularia: se identificaron 2 aislamientos. Se observaron conidi6foros oscuros, septados y
simples, conidios oscuros con varias septas, unilateralmente curvados y con la célula central mas

pigmentada que las otras (Fig. 8.1).

-Trichoderma: Se identificaron 2 aislamientos. En APG las colonias fueron de color verdoso. Se
observaron conidioforos y conidios hialinos, ambos en grupo, los conidios unicelulares y ovoides (Fig.

8. 7).
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Figura 8: Cultivos en APG de géneros de hongos endofiticos aislados de yerba mate caracterizados
morfolégicamente. A. Fusarium, B. Phomopsis, C. Colletotrichum, D. Aspergillus, E. Penicillium, F.
Gliocladium, G. Cercospora, H. Phyllosticta, I. Curvularia. J. Trichoderma

Figura 9: Algunos géneros endofiticos aislados de yerba mate A. hifas y macroconidios de Fusarium, B.
conidiéforo y conidios de Aspergillus, C. Hifas, conidioforo y conidios de Penicillium, D. micelio y conidios
de Curvularia

1.2. Caracterizacion molecular de hongos y analisis filogenético

El andlisis de la secuencias de los genes permiti6 caracterizar y clasificar taxonoémicamente las
especies de hongos endofiticos aislados de plantas de yerba mate. Con el alineamiento multiple de las
secuencias parciales de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr obtenidas se construyd una matriz de

similitud y se generd un dendrograma con el método de ML con valores de bootstrap de 1.000 réplicas
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usando el software MEGA.5.2. (Tamura et al., 2011). Los aislamientos cuyas secuencias eran similares
en mas de 97% fueron agrupados y de ellos se selecciond un aislamiento representante que fue
utilizado para la construccion del arbol filogenético con el método de ML. El arbol reveld que todos los
hongos endofiticos pertenecieron al phylum Ascomycota, incluyendo 12 géneros Aspergillus,
Cercospora, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium (Nectria), Guignardia (Phyllosticta),
Microsphaeropsis, Neofusicoccum, Nigrospora, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis (Diaporthe).
Estos géneros se distribuyeron en ocho o6rdenes: Hypocreales, Glomerellales y Diaporthales
(Sordariomycetidae), Eurotiales (Eurotiomycetidae), Capnodiales (Mycosphaerellaceae), Pleosporales

(sedis incertae), Botryosphaerales (Dothidiomycetidae) y Xylariales (Diatrypaceae) (Fig. 10).

Hypocreales: 102 aislamientos fungicos pertenecieron a este orden lo que representd un 57,7% del total
de aislamientos. Todos los aislamientos de este orden correspondieron al género Fusarium. De acuerdo
con el arbol filogenético basado en secuencias parciales de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr
(Fig. 10), se formaron 5 diferentes grupos, el primer grupo de 6 aislamientos (GB1, B16, 72, GB, A3,
BV7) se asocidé a F. fujikuroi. El segundo grupo de dos aislamientos (61 y B3) se asocié a F.
proliferatum y a F. oxysporum respectivamente. Dos grupos de tres aislamientos cada uno (un grupo
con los aislamientos Npl, Rc3 y Ge4, y el otro grupo con Gvl, VB1 y 6) se asociaron a F. solani el

primer grupo y a F. lateritium y F. xylarioide el segundo grupo.

La caracterizacion a nivel de especie de Fusarium se llevo a cabo seleccionando 29 aislamientos
del arbol filogenético basado en las secuencias parciales de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr
(Fig. 11). Los aislamientos seleccionados fueron analizados a partir de las secuencias del EF-1a del
ARNTr, estas fueron alineadas y luego se construyd la matriz de similitud de los aislamientos. Los
aislamientos cuyas secuencias eran similares en mas de 97% fueron considerados de la misma especie,
de ellas se seleccion6 un aislamiento representante que fue utilizado para la construccion del arbol
filogenético, se formo con 5 aislamientos representativos (Tabla 4), estos fueron asociados a 5 especies,

F. pseudocircinatum, F. subglutinans, F. oxysporum F. lateritium y F. solani (Fig. 12).
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Figura 10: Arbol filogenético
mostrando la relacion de las
secuencias parciales
representativas de las
regiones ITS1-5,85-ITS2 de
aislamientos de hongos
endofiticos de yerba mate y
aislamientos de referencia
provenientes del Genbank
construido por ML (1000
réplicas bootstrap).
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EU151483 Fusarium \erticilloides
KP195144 (B16)

KP195145 (72)

KP195146 (GB)

KP195147 (A3)

KP195148 (Bv7)

98
(B15-B14-G8-BA3-N7-N10-Gc7-Br3-Ve1-Ge6-N3-Bri-Be1-Vc7-Ve6-Go2 )

Ef464166 Fusarium oxysporum

82| KP195150
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Figura 11: Arbol filogenético basado en secuencias parciales de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 de hongos
endofiticos (registradas en Genbank) y especies de referencia obtenidas del Genbank construido por ML
(1000 réplicas bootstrap).Barras de colores indican diferentes especies Fusarium.
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Tabla 4: Especies de Fusarium endofiticas aisladas de plantas de yerba mate y sus similitudes con
accesiones extraidas de Genbank.

Bv2 23 10809639 F. oxysporum 96,9%
GU170539
A3 15 GU737398 F. pseudocircinatum 99,8%
Vbl 12 KC874771 | F. lateritium 93,6%
Vel 11 KC584843 | F. subglutinans 99,2%
Gce4d 4 DQ247624 F. solani 99,4%
DQ247559
187 A3
25 GU737398 Fusarium pseudocircinatum I
96 | GQ425230 Fusarium pseudocircinatum
\_LK0584843 Fusarium subglutinans I
100 63 L Vet
—— JQ809659 Fusarium oxysporum
o7 GU170539 Fusarium oxysporum I
s;{ Bv2
KC874771 Fusarium lateritium
99 Vb1 [
DQ247559 Fusarium solani
| DQ247624 Fusarium solani I
100 | ot

0.02

Figura 12: Arbol filogenético mostrando la relacion de las secuencias representativas del EF-a1 de
aislamientos de Fusarium endofiticos de yerba mate y secuencias de aislamientos disponibles en el
Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap). Barras de colores indican diferentes especies de
Fusarium.



U Capitulo IV

El orden que le sigue a Hypocreales en cuanto a nimero de aislamientos fue Glomerellales.

Glomerellales: representado por el género Colletotrichum con 14 aislamientos. El analisis filogenético
reveld que el aislamiento 75 se asoci6 con C. incarnatum, mientras que 13 aislamientos (BG, Brl, B10,
0, BA1, NB2, BN1, D, O, Gc5, RB1, Ay Vpl) se asociaron con C. boninense y C. gloesporioides (Fig.
10).

Diaporthales: correspondieron al género Phomopsis/Diaporthe y representaron el 6,4% de los
aislamientos fungicos. En el arbol filogenético, los aislamientos fueron separados en cuatro grupos, el
primer grupo de un aislamiento (N8) se asocio con D. phaseolorum y P. euphorbiae, el grupo siguiente
de 4 aislamientos (112-28-29 y 86) se relacion6 con D. paranensis, y los aislamientos 51 y Npl se

asociaron con P. longanae y con D. cf. Heveae respectivamente. (Fig. 10).

Eurotiales: fue el segundo orden representado por la mayor cantidad de aislamientos (20 aislamientos,
12,8%), de los cuales 16 aislamientos fueron caracterizados como Penicillium, dos aislamientos como
Aspergillus y dos a Paecilomyces. Dentro del género Penicillium, cuatro cepas (Bg, Bfl, Besl y 115)
mostraron estar estrechamente relacionados con P. citrinum, 2 cepas (G1B y G1) con P. citreonigrum
y tres cepas (21, 83 y 43) se agruparon con P. oxalicum. Los aislamientos NB6 y 69 se asociaron con

Aspergillus flavus y Paecilomyces variotti respectivamente.

Capnodiales: fue representado por 6 aislamientos, representando el 4,5% del total, (1y, Brc4, 38/9, Hd,

H1 y Hb), los cuales se asociaron a tres especies Cercospora capsicigena, C. kikuchii y C. caenescens.

Botryosphaerales: representado por 5 aislamientos, entre los que se caracterizaron a los géneros
Neofusicoccum y Phyllosticta/Guignardia. Dos aislamientos (N3 y N4) se asociaron con
Neofusicoccum kwambonambiense y N. brasiliense, un aislamiento (Nca3) se asocid con Phyllosticta
elongata y Guignardia manguiferae, y otros tres aislamientos (Gp, 84 y S/N) se caracterizaron sélo a

nivel de género asociado con Phyllosticta.

Pleosporales: fue representado por tres aislamientos, uno (56) asociado a Curvularia lunata, C.
australiensis y C. crepinii, otro aislamiento (Gt) relacionado con Microsphaeropsis arundinis, y el
aislamiento Rcl en el BLAST se asocio con el orden pleosporales con un valor mayor al 90% de

similitud sin poder ser representado en el arbol.
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Trichosphaeriales: fue representado por un aislamiento asociado que se asocid con Nigrospora en el
BLAST con un valor mayor al 90% de similitud sin poder ser representado en el arbol, lo mismo para

dos aislamientos que se asociaron al género Trichoderma.

Xilariales: también representado por un solo aislamiento (22), mostrd similitud s6lo a nivel de género

con Eutypa.
1.3. Caracterizacion cultural de bacterias

Las caracteristicas morfologicas de las colonias en TSA como el tamafo, forma, bordes,
superficie, consistencia y pigmentacion permitieron agrupar aislamientos idénticos y seleccionarlos
para su caracterizacion molecular. Del total de aislamientos (193), fueron agrupados por sus
caracteristicas morfoldgicas similares en 115 aislamientos que luego fueron analizados por sus perfiles

electroforéticos a partir de REP-PCR y se formaron 98 grupos.
1.4. Caracterizacion molecular de bacterias y analisis filogenético

Los patrones generados a partir de las secuencias analizadas por REP-PCR fueron observados
en gel de metafor y permitieron determinar la diversidad genotipica de los aislamientos bacterianos.
Con los perfiles electroforéticos (115 aislamientos) se construy6 un dendrograma utilizando el software
GelCompar. El dendrograma mostr6 una elevada diversidad genotipica y el nivel de corte realizado en
el 80% de similitud genética permitié obtener 98 grupos de aislamientos (Fig. 13). En el arbol se
indicaron los grupos de aislamientos por el género determinado segin el andlisis de secuencias
parciales del 16S del gen de ARNr. Los primeros grupos de géneros formados pertenecen a la clase
Actinobacterias, luego se agruparon géneros pertenecientes a la clase Alfa Proteobacteria, le siguen un
género de la clase Gama Proteobacteria y otro género de Beta Proteobacteria y por ultimo se formaron

tres grupos de géneros pertenecientes a la clase Firmicutes (Bacillus, Lysinibacillus y Paenibacillus).

Un total de 98 aislamientos de bacterias fueron caracterizados al menos a nivel de género
mediante andlisis de secuencias parciales del 16S del gen de ARNr. Del total de secuencias se
obtuvieron 69 secuencias diferentes representadas en los arboles filogenéticos de géneros y clases. La
mayoria de los aislamientos mostraron una similitud por encima del 97% dentro de cada taxon. La

relacion de los aislamientos bacterianos con las cepas tipo de especies relacionadas se demostrd en los
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arboles filogenéticos generados por ML con valores de bootstrap de 1.000 replicas usando el software
MEGA.5. El andlisis permitié determinar que los aislamientos bacterianos se agruparon en las clases
Actinobacterias, o, [ y 7y Proteobacterias y Firmicutes, incluyendo 20 diferentes géneros,
Aeromicrobium, Bacillus, Brevundimonas, Curtobacterium, Herbiconiux, Kineococcus, Leucobacter,
Lysinibacillus, Methylobacterium, Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Paenibacillus,

Pantoea, Phenylobacterium, Rhizobium, Roseomonas, Staphylococcus, Sphingomonas y Xylophilus.
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Figura 13: Dendrograma que muestra la relacién entre los aislamientos de bacterias endofiticas representativas de yerba mate basado en REP-
PCR y analisis de UPGMA generado por el software GelCompar.
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Actinobacterias: es el grupo con mas aislamientos bacterianos, represent6 el 61% del total y los géneros

Capitulo IV

mas numerosos a los que se asociaron fueron Curtobacterium y Microbacterium.

-Curtobacterium: 46 aislamientos se relacionaron con este género (Fig. 14). El arbol no permitid

asociar los aislamientos con diferentes especies porque las secuencias nucleotidicas obtenidas

presentaron una baja longitud. Sélo se formaron tres grupos asociados con las especies, C.

flaccumfaciens, C. pusillum, y C. albidum.

-Microbacterium: contiene 42 aislamientos asociados a 5 diferentes especies. En el arbol se

representaron tres aislamientos (Scl, at3 y 6b) que se relacionaron con M. arborescens, el aislamiento

at4 se asoci6 a M. pumilum, at5 y acl se asociaron con M. maritypicum y M. oxydans, ac6 con M.
paludicola, y 11 aislamientos (17N, Sc4, 1fb, le, 20R, at5, Ba4, N1, la, af6 y 15d) fueron asociados a

M. testaceum, (Fig. 15).

83

91

59

30,

(]

1

HQ256799 Curtobacterium flaccumfaciens

KP195208 (Ba7)
JF496347 Curtobacterium flaccumfaciens
HE716916 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

KP 195209 (acr4)
HE716917 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

KP195210 (bc2)

' KP195211(Ba6)

KP195212 (Ba1)
JX113237 Curtobacterium flaccumfaciens

JF496259 Curtobacterium flaccumfaciens

KP195213 (at2)

HF563581 Curtobacterium sp.
KP 195218 (1t)
KP195214 (6d)

KP 195216 (1h)
KJ184963 Curtobacterium sp.

'-— KP195220 (2a)
49- KP195219 (ga)

211 kP195217 (1b)

KJ184942 Curtobacterium sp.
KJ472828 Curtobacterium albidum

KP195215 (2i)

AB455534 Strteptomyces bicolor

0.1

Figura 14: Arbol filogenético del género Curtobacterium basado en el anélisis de secuencias parciales del
16S del gen de ARNr de bacterias endofititicas de yerba mate (/lex paraguariensis) y especies de referencia
obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap).
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0.1
Figura 15: Arbol filogenético del género Microbacterium basado en el analisis de secuencias parciales
del 16S del gen de ARNr de bacterias endofititicas de yerba mate (l/lex paraguariensis) y especies de
referencia obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap). Barras de colores
indican diferentes especies de Microbacterium.
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Los 27 aislamientos restantes que formaron parte de la clase Actinobacteria, se asociaron con 6
géneros diferentes, Herbiconiux, Kineococcus, Leucobacter, Micrococcus, Mycobacterium y

Aeromicrobium (Fig. 16).

-Herbiconiux: corresponde a 7 aislamientos que fueron representados en el arbol filogenético por
tres aislamientos (8da, 4a, B1) agrupados con Herbiconiux sp., los 4 aislamientos restantes (ac2, Bp2,
ac5 y ac3) no pudieron ser representados en el arbol filogenético sin embargo en el BLAST mostraron

una similitud mayor a 95% con el género.
-Kineococcus: dos aislamientos representados por uno gb asociado a K. rhizosphaerae.

-Leucobacter: contiene tres aislamientos representados por un aislamiento (Bc8) y se relacion6, con

100% de valor de similitud, con L. tardus.

-Micrococcus: los 7 asilamientos se asociaron con 4 especies, fueron representados por un
aislamiento (Bc7) asociado con M. indicus, el aislamiento 19q con M. luteus, y el aislamiento af3 se

asocio a M. luteus y M. yunnanensis (Fig. 16).

Por otra parte, un aislamiento (7) que representd a 4 aislamientos fue caracterizado a nivel de
género y se agrupd con Mycobacterium (Fig. 16), y el aislamiento Bt13 se agrup6é con Aeromicrobium

ginsengisoli.
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Figura 16: Arbol filogenético de la clase Actinobacteria basado en el andlisis de secuencias parciales del
16S del gen de ARNr de bacterias endofititicas de yerba mate (llex paraguariensis) y especies de
referencia obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap). Barras de colores indican
diferentes géneros.
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o Proteobacterias: (Fig. 17) formado por 23 aislamientos se asociaron con 6 géneros,

Methylobacterium, Sphingomonas, Phenylobacterium, Brevundimonas, Roseomonas y Rhizobium.

-Methylobacterium: compuesto por 8 aislamientos representados por dos (Rc3 y R1) que mostraron
similitud con M. brachiatum, por un aislamiento (Rc2) que fue asociado con M. aquaticum, los

aislamientos r1 y 7d que se agruparon con M. phyllosphaerae y con M. jeotgali, respectivamente.

-Sphingomonas: formado por 6 aislamientos representados por tres aislamientos (27, afc y N6)
representados en el arbol filogenético y asociados con Sphingomonas, y tres aislamientos (1g, 1i y aol)
que no pudieron ser representados en el arbol filogenético, sin embargo mostraron una similitud mayor

a95% en el BLAST con el género.

Ademas de los dos grupos formados en el arbol filogenético de a Proteobacteria (un grupo asociado
a Methylobacterium y el otro a Sphingomonas), 11 aislamientos fueron asociados a 4 géneros del orden
Caulobacterales: Phenylobacterium, Brevundimonas, Rosemonas y Rhizobium. El aislamiento bpl se
relaciono con Phenylobacterium haematophilum, las cepas Bbl y 2t se asociaron a Brevundimonas
diminuta, B. nasdae y B. subvibrioides. Las cepas 19p y 19q se relacionaron so6lo a nivel de género con

Rosemonas, y las cepas MLe, MLg, 10h y 4 con Rhizobium.
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75 KC128911 Brevundimonas nasdae
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Figura 17: Arbol filogenético de la clase Alfa Proteobacteria basados en el analisis de secuencias
parciales del 16S del gen de ARNr de bacterias endofititicas de yerba mate (l/lex paraguariensis) y
especies de referencia obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap).
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Siete aislamientos se relacionaron con las clases y y B Proteobacteria por lo que se construy6 un solo
arbol filogenético para ambos. El aislamiento 15L representd a 4 aislamientos y se asocid con
Xylophilus perteneciente a la clase B Proteobacteria y ao2 represento a tres aislamientos y se asocio a

Pantoea de la clase y Proteobacteria (Fig. 18).

99 | KP195247 (ao2)
100 JX994157 Pantoea sp.

EU216737 Pantoeae conspicua
69‘| EU216735 Pantoeae brenneri
| KP195248 (15L)
100 L— AB504747 Xylophilus sp.
DQ448749 Bacillus sp.
100 JX315323 Bacillus sp.

—
0.02

Figura 18: Arbol filogenético de las clases Beta y Gama Proteobacterias basado en el andlisis de
secuencias parciales del 16S del gen de ARNr de bacterias endofiticas de yerba mate y especies de
referencia obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap).

Firmicutes: se constituyd por 35 aislamientos relacionados con especies de Bacillus, Staphylococcus,

Lysinibacillus y Paenibacillus (Fig. 19).

-Bacillus: representado por 36 aislamientos que fueron representados por 5 aislamientos (Fig. 18). El
aislamiento 3a se agrup6 con B. thioparans, acrl mostré similitud con B. subterraneus y B. firmus, Bc3
se relaciond con B. aryabhattai y B. megaterium, el aislamiento 18 se asocid con B. cereus y los tres
aislamientos restantes (12b, 2K y IN) se agruparon con B. pumilus. Ademas tres aislamientos (1J, liy
aol) que no pudieron ser representados en el arbol filogenético sin embargo en el BLAST mostraron

una similitud mayor a 95% con el género.

-Staphylococcus, Lysinibacillus y Paenibacillus: cada uno formados por 1, 3 y 5 asilamientos
respectivamente. Fueron representados por Bc4 asociado con Staphylococcus caprae y S. capitis, 3j se

agrup6 con Lysinibacillus sphaericus, y 10 se asoci6 s6lo a nivel de género con Paenibacillus.
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Figura 19: Arbol filogenético de la clase Firmicutes basados en el analisis de secuencias parciales del 165

del gen de ARNr de bacterias endofititicas de yerba mate (/lex paraguariensis) y especies de referencia

obtenidas del Genbank construido por ML (1000 réplicas bootstrap). Barras de colores indican diferentes

géneros.
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2. Comunidad endofitica de plantas de yerba mate bajo condiciones de campo
2.1. Numero de aislamientos

El nimero de aislamientos de hongos y bacterias promedio de 3 plantas varid entre los
muestreos del afio 2010 y 2011, siendo los aislamientos del afio 2011 mayores que los del ano 2010.
Los mayores registros de aislamientos de hongos y bacterias se obtuvieron en Diciembre, Junio y

Agosto 2011 (Fig. 20).

35

30

25

20 T -
hd = B Hongos

O Bacterias
10 T o S —

, L] af]

Jun-10 Oct-10 Dic-10 Jun-11 Ago-11 Dic-11

N2 de aislamientos promedio/planta

Figura 20: Numero de aislamientos de hongos vy bacterias endofiticos promedio de 3 plantas en cada
fecha de muestreo de plantas de yerba mate. Dic-10 o Dic-11: Diciembre de 2010 o 2011, Jun-10 o Jun-
11: Junio de 2010 o 2011, Oct-10: Octubre de 2010, Ago-10: Agosto de 2011. Las barras representan el
desvio estandar.

El nimero de aislamientos de hongos y bacterias no presentd diferencia significativa entre
clones (SI-49, LM, G18). Sin embargo, hubo un mayor niumero de aislamientos fungicos en el clon LM

y bacterianos en el clon SI-49 (Fig. 21).
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Figura 21: Numero de aislamientos promedio por 3 plantas de hongos y bacterias endofiticos en cada
clon de yerba mate. Letras distintas (ab) indican diferencia significativa (Prueba F de analisis de
variancia). Las barras indican Las barras representan el desvio estandar.

En relacion al tipo y edad de los 6rganos, los aislamientos de hongos prevalecieron en hojas, los
de bacterias en tallos, y en ambos casos en organos adultos. Teniendo en cuenta la fecha de muestreo,
el namero de aislamientos de hongos fue significativamente mayor en hojas que en tallos en Diciembre
y Junio de 2010, en los demds muestreos las diferencias no fueron significativas. En cuanto a la edad
del organo, los aislamientos de hongos en todos los muestreos predominaron en o6rganos adultos
excepto en el muestreo de Junio de 2011, sin embargo, ninguna diferencia resultd ser significativa
(Tabla 5). Respecto al nimero de aislamientos de bacterias, en todos los muestreos fue mayor en tallos
que en hojas, presentando solo diferencias significativas en los muestreos del afio 2011. Las diferencias
en el namero de aislamientos de bacterias entre 6rganos vegetales jovenes o adultos en ninguno de los

muestreos fueron significativamente diferentes (Tabla 6).
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Tabla 5: Numero de aislamientos (Ai) de hongos en hojas (H) y tallos (T) y en 6rganos jévenes (OJ) y adultos
(OA) de plantas de yerba mate en seis muestreos.

Mes de muestreo N° Ai N° Ai Valor N° Ai OJ N°  Ai Valor
en H enT Probabilidad OA Probabilida

Junio 2010 23 13 0,0070%* 14 22 0,1102
Octubre 2010 2 8 0,0703 10 - -

Diciembre 2010 22 8 0,0227* 14 16 0,8318
Junio 2011 36 30 1 33 33 0,1818
Agosto 2011 22 26 1 21 27 0,2912
Diciembre 2011 26 26 1 20 32 0,1189
Total Ai 131 111 - 112 130 -

* Diferencias significativas P<0,05 (Prueba de Signo)

Tabla 6: Numero de aislamientos (Ai) de bacterias en hojas (H) y tallos (T) y en 6rganos jovenes (OJ) y adultas
(OA) de plantas de yerba mate en seis muestreos.

Mes de muestreo N° Ai N° Ai Valor N° Ai N° Ai Valor
enH enT Probabilidad en OJ en OA Probabilida

Junio 2010 16 24 0,2024 19 21 0,8777
Octubre 2010 5 7 0,3633 12 - -

Diciembre 2010 23 34 0,0843 31 26 0,6374
Junio 2011 14 69 0* 29 54 0,7655
Agosto 2011 3 64 0* 24 43 0,9319
Diciembre 2011 12 51 0* 28 35 0,4073
Total Ai 73 249 - 143 179 -

* Diferencias significativas P<0,05 (Prueba de Signo)

2.2. Frecuencia y Diversidad

Los géneros de hongos mas frecuentes entre los muestreos fueron Fusarium (6 fechas de
muestreo), Colletotrichum (5), Phyllosticta/Guignardia (4), Cercospora y Penicillium (3). Otros
géneros aislados en 1 o 2 muestreos fueron: Aspergillus, Curvularia, Eutypa, Microsphaeropsis
Neofusicoccum, Nigrospora, Phomopsis/Diaporthe, Paecilomyces y Trichoderma (Tabla 7). Los
géneros de bacterias mas frecuentes entre los muestreos fueron Bacillus, Curtobacterium,

Microbacterium y Sphingomonas (5 fechas de muestreos), Herbiconiux (4), Methylobacterium y
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Rhizobium (3), Brevundimonas, Micrococcus y Pseudonocardia (2) (Tabla 8). Otros 10 géneros fueron

detectados sOlo en un muestreo.

Tabla 7: Géneros de hongos endofiticos aislados de yerba mate segun fecha de muestreo (gris= presencia del
hongo, blanco= ausencia del hongo).

Muestreos Dic Jun Oct Dic Jun Ago
Géneros 2010 | 2010 | 2010 2011 2011 2011

Aspergillus
Cercospora
Colletotrichum
Curvularia

Eutypa

Fusarium
Microsphaeropsis
Neofusicoccum
Nigrospora
Paecilomyces
Penicillium
Phyllosticta/Guignardia
Phomopsis/Diaporthe
Trichoderma

Tabla 8: Géneros de bacterias endofiticas aisladas de yerba mate segun fecha de muestreo (gris= presencia
de la bacteria, blanco= ausencia de la bacteria).

Muestreos Dic Jun Oct Dic Jun Ago
Géneros 2010 2010 | 2010 | 2011 2011 2011

Bacillus
Brevundimonas
Curtobacterium
Herbiconiux
Methylobacterium
Microbacterium
Micrococcus
Pseudonocardia
Rhizobium
Sphingomonas

64



U Capitulo IV

La frecuencia relativa de colonizacién se calculd para determinar presencia de géneros
endofiticos dominantes en yerba mate. Se calculd como el nimero de segmentos (tallos y hojas)
colonizados por un género de hongo o bacteria dado dividido por el niimero total de segmentos
expresado en porcentaje (% CF) la formula es: % CF = (N¢oi / Ny) x 100; donde N, = Numero de
segmentos colonizados por cada hongo y N; = nimero total de segmentos estudiados (Hata y Futai,
1995). El género de hongo dominante fue Fusarium con 63%, seguido por los géneros Penicillium
(9,9%), Colletotrichum (7,4%) y Phomopsis (6,2 %); los demas géneros, tuvieron una frecuencia de
colonizacion de 1,2 a 4,3 % (Tabla 9).

Tabla 9: Numero de aislamientos y frecuencia de colonizacion (%CF) de hongos endofiticos en hojas y
tallos en yerba mate

HONGOS N° aislamientos FC (%)
Aspergillus 3 1,8
Cercospora 7 473
Colletotrichum 12 7,4
Curvularia 2 1,2
Fusarium 102 63
Guignardia /Phyllosticta 3 1,8
Gliocladium 5 3,1
Penicillium 16 9,9
Phomopsis 10 6,2
Trichoderma 2 1,2
N° Aislamientos caracterizados 162 ~100

La caracterizacion a nivel de especie del género Fusarium, permitiéo determinar que la especie
dominante fue F. oxysporum (22,5%), seguida de F. pseudocircinatum (14,7%), F. lateritium y F.
verticilloide (11,8%). Las demas especies F. circinatum, F. pseudonygamai, F. solani y F.
subglutinans, estuvieron presente en una proporcion de 10,8% o menor, el resto de los aislamientos
(19,6%) se caracterizaron a nivel de género. Teniendo en cuenta la fecha de muestreos, la especie mas
frecuente fue F. oxysporum, F. pseudocircinatum, F. verticilloide y F. subglutinans. Las demas

especies de Fusarium fueron aisladas en menos de 3 fechas de muestreo (Tabla 10).
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Tabla 10: Numero de aislamientos y proporciéon de especies de Fusarium para cada mes de muestreo

(Jun: Junio, Agos: Agosto Oct: Octubre, Dic: Diciembre)

Muestreo Jun Oct Dic Jun | Agos | Dic N° aislam %
Ident. 2010 | 2010 | 2010 | 2011 | 2011 | 2011
Molecular
F. circinatum 0 0 0 0 0 4 4 3.9
F. laterium 0 0 0 3 0 9 12 11,8
F. oxysporum 1 1 0 4 13 4 23 22,5
F .pseudonygamai 0 0 0 1 0 0 1 1
F. pseudocircinatum 0 0 1 5 5 4 15 14,7
F. solani 0 0 0 2 0 2 4 3,9
F. verticilloide 0 0 5 0 2 4 11 10,8
F. subglutinans 0 0 0 4 7 1 12 11,8
Fusarium sp. 2 0 1 9 6 2 20 19,6
TOTAL 3 1 7 25 32 21 102 100

En cuanto a la frecuencia de colonizacion de bacterias (% CF) Curtobacterium (24%),

Microbacterium (22%) y Bacillus (19%) fueron los géneros con mayor frecuencia de colonizacion,

seguidos por Herbiconiux (5,8%), Methylobacterium (4%), Micrococcus (3,7%) y Sphingomonas

(3,2%). Los demas géneros tuvieron una frecuencia que vari6 entre 0,5 a 2,7% (Tabla 11).
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Tabla 11: Numero de aislamientos y Frecuencia de colonizacién (% CF) de bacterias endofiticas en
hojas y tallos de yerba mate

BACTERIA Aislamientos CF (%)
Aeromicrobium 1 0,5
Bacillus 36 19
Brevundimonas 2 1,1
Curtobacterium 46 24
Herbiconiux 11 5,8
Kineococcus 2 1,1
Leucobacter 3 1,5
Lysinibacillus 3 1,5
Methylobacterium 8 4
Microbacterium 42 22
Micrococcus 7 3.7
Mycobacterium 4 2,1
Paenibacillus 5 2,7
Pantoea 3 1,5
Phenylobacterium 1 0,5
Rhizobium 4 2,1
Roseomonas 2 1,1
Sphingomonas 6 3,2
Staphylococcus 1 0,5
Xylophilus 4 2,1
N° total aislamientos 191 100

Entre los endofitos de yerba mate hubo taxones que s6lo se aislaron de hojas o de tallos.
Hongos como Colletotrichum boninese, Curvularia sp., Diaporthe phaseolorum, Eutypa sp.,
Microsphaeropsis arundinis y Paecilomyces variotii, colonizaron solamente hojas, mientras que

Aspergillus flavus y Colletotrichum incarnatum fueron aislados sélo de tallos (Fig. 22).
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Figura 22: Hongos endofiticos aislados de hojas o tallos de plantas de yerba mate.

En cuanto a las especies de Fusarium caracterizadas y teniendo cuenta el tipo y edad de 6rgano,
el mayor nimero de aislamientos del género Fusarium se obtuvo en tallos y en drganos adultos,
presentando casi el doble de aislamientos que en 6rganos jovenes (Tabla 12). Las especies de Fusarium
presentes tanto en hojas como en tallos jovenes y adultos fueron F. lateritium, F.oxysporum, F.
pseudocircinatum, F. subglutinans y F. verticilloide. Las demas especies como F. circinatum se
aislaron de hoja adulta, tallo joven y adulto, F. solani se aislo de hojas jovenes y adultas, y F.

pseudonygama solo de hojas jovenes (Tabla 13).

Tabla 12: Numero de aislamientos de Fusarium en tipo de érgano (hoja y tallo) y edad (joven y adulto) del
mismo en plantas de yerba mate. Se presentan las medias * desvio estandar.

Edad Joven Adulto Total
Organo
Hoja 162 30+3 46+1
Tallo 21+2 3542 56+3,5
Total 372 65+5 102
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Tabla 13: Organos y edades de tejidos en lo que aparecen especies de Fusarium (gris= presencia del

hongo, blanco= ausencia del hongo).
Hoja Hoja Tallo Tallo
Joven Adulta Joven Adulto

. circinatum

F. lateritium

F. oxysporum

. pseudocircinatum

. pseudonygama

F. solani

F. subglutinans

F. verticillioides

Una gran parte de los taxones de bacterias identificados en yerba mate estuvieron presentes
tanto en hojas como en tallos, exceptuando Bacillus megaterium, B. thioparans, Brevundimonas
diminuta, Leucobacter tardus, Paenibacillus sp., Pantoea sp. y Xylophilus sp., s6lo colonizaron hojas,
mientras Aeromicrobium sp., Brevundimonas subvibrioides, Kineococcus rhizospharae, Lysinibacillus
sphaericus, Methylobacterium aquaticum, Methylobacterium  jeotgaly, Methylobacterium
phyllospaerae, Microbacterium pumilum, Microbacterium oxydans y Microbacterium testaceum

colonizaron sdlo tallos (Fig. 23).
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Figura 23: Bacterias endofiticas aisladas de hojas o tallos de plantas de yerba mate.

Los indices de Shannon (Shannon y Weaver, 1949) y Simpson (Simpson, 1949) fueron
calculados para determinar la riqueza de microorganismos endofiticos en las fechas de muestreos,
clones y tipo y edad de 6rganos. En general, los indices mostraron una mayor riqueza de bacterias que
de hongos (indice de Shannon hongos/bacterias: 3,306/3,67, indice de Simpson hongos/bacterias:
0,880/0,949). Las curvas de rarefaccion fueron realizadas utilizando el software Past 3.01, y
permitieron comparar las riquezas de hongos y bacterias observadas entre fechas de muestreos, clones
y tipo y edad de o6rganos, ademads el area de error permitio detectar las diferencias significativas entre
las comunidades microbianas. La riqueza fingica predominé significativamente en el muestreo de
Junio de 2010, y la bacteriana en Agosto de 2011 (Fig. 24). Por otra parte, si comparamos la riqueza de
hongos y bacterias entre las fechas de muestreo de Diciembre y Junio de ambos afios, sin considerar los

demas, en los muestreos de Junio fueron mayores que los de Diciembre en cada afio (Tabla 14).
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Tabla 14: indices de Shannon y Simpson de hongos y bacterias endofiticos de yerba mate en 6 fechas
de muestreos.

Indice Jun 2010 | Oct 2010 | Dic 2010 | Jun 2011 | Agos 2011 | Dic 2011
Shannon | 2,961 1,332 1,789 2,676 1,578 2,512
Hongos
Simpson | 0,9403 0,72 0,7634 0,8331 0,5713 0,8288
Shannon | 2,63 1,468 2,209 2,758 3,346 2,296
Bacterias
Simpson | 0,9086 0,7438 0,8273 0,9156 0,9455 0,8672
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Figura 24: Curva de rarefaccién de hongos (a) y bacterias (b) endofiticos segun fechas de muestreos de
plantas de yerba mate. Intervalo de confianza 95%. (*) Indica diferencia significativa.

En cuanto a clones de yerba mate la riqueza fue mayor en el clon SI-49 respecto a los clones
LM y G18 (Tabla 15). Las curvas de rarefaccion permitieron determinar una menor riqueza de hongos
del clon LM respecto a los otros clones, mientras que para bacterias no se observaron diferencias en

riquezas (Fig. 25).
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Tabla 15: indices de Shannon y Simpson de hongos y bacterias endofiticos segun clon aislados de

plantas de yerba mate.
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Figura 25: Curva de rarefaccion de hongos (a) y bacterias (b) endofiticos segun clon aislados de plantas

de yerba mate. Intervalo de confianza 95%.(*) Indica diferencia significativa.

La riqueza de hongos predominé en hojas jévenes, mientras que en bacterias ocurrid en tallos

adultos (Tabla 16). Cuando se elaboraron las curvas de rarefaccién de especies, se observo que hubo

una menor riqueza fungica en tallo adulto respecto a los demads, mientras que en bacterias la curva no

mostrd diferencias en la riqueza (Fig. 26).
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Tabla 16: indices de Shannon y Simpson de hongos y bacterias endofiticos segun 6rgano y edad
aislados de plantas de yerba mate.

indice Hoja joven | Hoja adulta | Tallo joven | Tallo adulto
Shannon | 3,03 2,981 2,828 2,462
Hongos
Simpson | 0,9169 0,8737 0,8743 0,8069
Shannon | 2,922 3,199 2,767 3,547
Bacterias
Simpson | 0,9378 0,9281 0,9258 0,9545
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Figura 26: Curva de rarefaccién de hongos (a) y bacterias (b) endofiticos segun érgano y edad de tejido
aislados de yerba mate. Intervalo de confianza 95%. (*) Indica diferencia significativa.

3. Prueba de patogenicidad

Se seleccionaron las tres especies de Fusarium mas frecuentes para determinar su grado de
patogenicidad en plantulas de yerba mate crecidas in vitro. Las especies de Fusarium inoculadas fueron
F. pseudocircinatum, F. oxysporum y F. subglutinans. Las tres especies evaluadas resultaron patogenas

para los cultivos in vitro de yerba mate. El grado de patogenicidad de las especies evaluadas fue

73



U Capitulo IV

significativamente diferente hasta 28 dias después de la inoculacion, luego las diferencias no fueron

significativas. De las tres especies, Fusarium pseudocircinatum fue la mas agresiva en los primeros

estados de la patogénesis (Fig. 27).

= F_oxysporum

=—F. pseudocircinatum

Severidad

==—F, subglutinans

7 14 28 35 49

DDI

Figura 27: Grado de severidad en plantulas de yerba mate inoculadas con Fusarium pseudocircinatum,

F. oxysporum y F. subglutinans. DDI: dias después de la inoculacién. Letras diferentes indican diferencia
significativa (Prueba F de analisis de variancia).

Los sintomas observados en las plantulas inoculadas fueron amarillamiento de hojas, necrosis

de cuello de raiz y de hojas y/o necrosis de plantula entera. Estos sintomas variaron de acuerdo al los

dias luego de la inoculacion (Fig. 28).

Figura 28: Sintomas observados a los 14 y 49 dias después de la inoculacién por cada especie de
Fusarium a. inéculo: F. pseudocircinatum, sintoma: necrosado de las hojas, b. inéculo: F. oxysporum,
sintoma: amarillamientos de hojas, c. indculo: F. subglutinans, sintoma: necrosado de hojas y raices.
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Con el fin de observar el crecimiento de los hongos inoculados en el interior de los tejidos
vegetales, se realizo la observacion de cortes de las plantulas (por microscopia electronica de barrido)
de yerba mate crecidas in vitro. Se evidencio el crecimiento de los hongos tanto en tejidos internos

como externos de hojas, tallo y raices (Fig. 29).

Figura 29: Microscopia electrénica de barrido. Fusarium subglutinans: a, d, g (cortes de hoja, tallo y raiz
respectivamente) F. pseudocircinatum: b, e, h (cortes de hoja, tallo y raiz respectivamente), F. oxysporum: c, f, i
(cortes de hoja, tallo y raiz respectivamente).
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DISCUSION

Una de las dificultades que se presentan en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es la
contaminacion. En sistemas de micropropagacion, la elevada contaminacion trae aparejada una gran
pérdida econdmica. Su éxito depende en gran medida de las estrategias de prevencion y control por lo
que es de importancia la identificacion y determinacion del origen de los organismos contaminantes.
En las especies lefiosas o semilefiosas, el problema de contaminacion adquiere mayor importancia
debido a que las plantas tienen una mayor poblacién de microorganismos (De Winnaar, 1997). La
yerba mate es una especie lefiosa que ha presentado altos porcentajes de contaminacion principalmente
en las etapas de establecimiento del cultivo in vitro (Bernasconi et al., 1998; Dutra y Gomes da Silva,
2009). Teniendo en cuenta que los microorganismos contaminantes del cultivo in vitro pueden provenir
de diferentes fuentes, tanto de las plantas madres crecidas en el campo, de las plantas crecidas en
condiciones de invernaculo, o bien ser contaminantes del ambiente (Debergh y Read, 1991; Cassells,
2012), en este trabajo se cultivaron in vitro segmentos uninodales de plantas de yerba mate que crecian
en condiciones de inverndculo siguiendo los protocolos de desinfeccion y cultivos utilizados
cominmente para la especie (Sansberro et al., 2000) y se determiné el origen de la contaminacion,
comparando los hongos y bacterias aislados de los cultivos in vitro con aquellos provenientes de
plantas que crecian en condiciones de invernaculo y de campo. Se comprob6 que los hongos de los
géneros Curvularia, Fusarium, Penicillium y Setophoma, y bacterias Bacillus, Pantoea y
Staphylococcus provenian de plantas madres donde probablemente habitan como endofitos ya que
fueron aislados tanto de cultivos in vitro como de plantas de invernaculo. Por otra parte se determind
un grupo de contaminantes que provenian del ambiente de trabajo, entre ellos Alternaria, Acinetobacter
y Janibacter. Los géneros de hongos mencionados fueron citados como contaminantes de cultivo in
vitro de otras especies de plantas, por ejemplo en Annona muricata (Ramirez et al., 2005), guayaba
(Psidium guajava L.) (Acosta et al., 2002) y en palmera datilera (Hameed y Abass, 2006; Al-Mayahi et
al., 2010). En cuanto a bacterias, los géneros como Pantoea, Staphylococcus, Enterobacter, Klebsiella
y Bacillus fueron mencionados, entre otros, en cultivos in vitro de apices de banano (Thomas et al.,
2008), Pantoea también fue detectada en papaya (Thomas, 2006) y frutilla (Dias et al., 2009).
Stenotrophomonas malthophilia citada en yerba mate (Luna et al., 2013), no fue encontrada en el

presente trabajo, la probable excepcion se deba a que en el trabajo citado previamente se trabajé con |.
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dumosa. Algunos hongos y bacterias endofiticos pueden ser patdogenos de plantas en funcion de la
etapa de desarrollo del hospedante, factores ambientales y las respuestas de defensa del huésped
(Schulz y Boyle, 2005), o bien pueden ser endo6fitos que obtienen de la planta nutrientes y protegerse
de estreses abioticos sin causar dafio a la misma (Stone et al. 2000). Los géneros de hongos y bacterias

aislados de yerba mate fueron citados tanto como endofitos y como patdogenos.

La posibilidad de que cierto nimero de contaminantes del cultivo in vitro de yerba mate podria
generarse a partir de la poblacion de endofitos que habitan en las plantas, llevo a la necesidad de
caracterizar dicha poblacion microbiana. Ademas, los endofitos son importantes por sus multiples
aplicaciones para la agricultura, como mejorar el rendimiento de la produccion de plantas, promotores
del crecimiento, proteccion contra enfermedades, y cultivo en suelos contaminados sujetos a
fitorremediacion (Martinez Molina et al., 2010). En cuanto a la micropropagacion, la caracterizacion de
endofitos es importante como base para el disefio de un sistema de micropropagacion mas eficiente. Se
identificaron 13 géneros de hongos aislados de hojas y tallos de yerba mate, Aspergillus, Cercospora,
Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Gliocladium, Guignardia (Phyllosticta), Microsphaeropsis,
Neofusicoccum, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis, y Trichoderma. Pimentel (2006) cit6 algunos
de estos géneros como endoéfitos aislados de hojas de plantas cultivadas de yerba mate en Brasil. Por
otra parte, 5 géneros de hongos resultaron ser los mismos que los encontrados en este trabajo,
Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium y Trichoderma. Por otra parte, se identificaron 20
taxones de bacterias endofiticas. Recientemente se han reportado dos bacterias endofiticas en yerba
mate, Enterobacter sp. (Collavino et al, 2010) y Stenotrophomonas malthophilia (Luna et al., 2013),
no halladas en este trabajo. También fue aislada Pantoea sp., la cual ha sido previamente asociada con
la rizosfera de yerba mate (Collavino et al., 2010). Los diferentes registros en la composicion
bacteriana y nichos ecologicos sugieren que, excepto para Pantoea sp., el establecimiento de endofitos
en organos aéreos de yerba mate pudo haber ocurrido independientemente de la colonizacion de raices

y que ademas pudieron influir factores ambientales tales como la humedad y la temperatura.

La planta es un habitat dindmico en que diversos factores influyen en la composicion de
especies de microorganismos que la colonizan como el genotipo, la variacion estacional y el érgano
vegetal (Mocali et al., 2003; Rivera-Ordufia et al. 2010). En este trabajo, ademas de caracterizar

microorganismos endofiticos en yerba mate, se analizo la influencia de la época del afio, genotipo,
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organo aéreo y edad del mismo en las plantas sobre la poblacion de endofitos. Las condiciones
ambientales del hospedante influyen sobre el nimero y la diversidad de endofitos (Kim et al. 2013;
Scholtysik et al. 2013). Los resultados de este trabajo mostraron que el nimero y la diversidad de
hongos y bacterias estuvieron influenciados por las variaciones estacionales, siendo alcanzados los
valores mas altos durante la temporada de verano y de otofio. Guo et al. (2008) determinaron, en
aciculas de Pinus tabulaeformis, que la diversidad de hongos fue mayor en primavera mientras que en
verano fue menor. Lo mismo ocurrié en Quercus ilex (Collado et al., 1999) y en Laurus nobilis L.
(Gore y Bucak, 2007). En cuanto a diversidad bacteriana endofitica en Pinus sylvestris L. el mayor
valor obtenido fue relacionado con el inicio de la actividad vegetal que coincide con la primavera

(Pirttila et al., 2004).

Estos resultados son diferentes a los obtenidos en yerba mate donde el mayor nimero y
diversidad de endofitos fueron en otofio e invierno. Probablemente en yerba mate la variacion de la
comunidad endofitica entre las diferentes épocas del afio esté mas influenciada por la temperatura y
humedad ambiental que por el inicio de la actividad vegetal. También, se debe tener en cuenta que
donde se cultiva yerba mate, las estaciones lluviosas son otofio y verano, el elevado valor de humedad
de dichas estaciones es probablemente uno de los factores que favoreci6é la mayor colonizacion de

hongos y bacterias endofiticas.

Por otra parte, el tipo de 6érgano vegetal es otro factor que influye en el nimero y diversidad de
endofitos. En lefiosas como en Betula platyphylla, Quercus liaotungensis y Ulmus macrocarpa el grado
de infeccion de hongos fue mayor en tallos que en hojas, mientras que la diversidad de endofitos vario
entre cada especie (Sun et al., 2012). Pimentel (2006) encontré mayor diversidad de hongos en hojas
adultas tanto de plantas nativas como de plantas cultivadas de yerba mate, los mismos resultados se
obtuvieron en arboles como Banksia integrifolia (MacArthur y McGee, 2006), Sequoia sempervirens
(Espinosa-Garcia y Langenheim, 1990) y Camellia japonica (Osono, 2008). Estos tltimos resultados
coinciden con lo determinado en este trabajo, obteniéndose mayor niimero de aislamientos de hongos
endofiticos en hojas que en ramas, ademas se aislaron géneros como Cercospora, Curvularia, Eutypa,
Guignardia (Phyllosticta) y Paecilomyces tnicamente de hojas. Este hecho podria deberse al tipo de
infeccion. A modo de ejemplo Curvularia, Cercopora, Phyllosticta colonizaron predominantemente las

hojas, en tanto que Aspergillus y Colletotrichum lo hicieron principalmente en ramas. En el caso de
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Phomopsis, se aisl6 de hojas y tallos. Se trata de hongos con dispersion ¢ ingreso del tipo localizado, en
contraposicion al tipo de infeccion sistémica como algunos Fusarium. En cuanto a bacterias, hubo
mayor numero de aislamientos en tallos que en hojas. Los géneros de bacterias como Bacillus,
Leucobacter, Paenibacillus, Pantoea y Rodopseudomonas se aislaron unicamente de hojas, mientras
que un mayor numero de géneros se obtuvo en tallos, este resultado coincide con lo obtenido en plantas
de Theobroma cacao (Melnick et al., 2011). Hirano y Upper (2000) citaron que las bacterias que
habitan las hojas normalmente resisten mas a las radiaciones solares y generalmente son pigmentadas,
en yerba mate habitan bacterias como Microbacterium, Curtobacterium, Rhizobium,
Methylobacterium, Aeromicrobium, Kineocuccus, Phenylobacterium y Lysinibacillus  en el tallo
probablemente como consecuencia de una mayor proteccion a las radiaciones. Este hecho se debe a que
las hojas estan mas expuestas que los tallos a cambios ambientales como la temperatura, la humedad y
la irradiacion UV, siendo en este sentido el tallo un nicho mas estable (Magnani et al., 2010, Guo et al.,

2008; Sun et al., 2012).

Algunos estudios han sugerido que la composicion de especies y la frecuencia de endodfitos
varia con la edad del tejido de la planta hospedera (Surynarayanan y Vijaykrishna, 2001; Sun et al.,
2012). Muchos autores apoyan la hipdtesis de que los tejidos adultos de las plantas han tenido mas
tiempo para acumular endofitos desde el medio ambiente (Carroll 1978; Guo et al., 2008). Respecto a
la edad de los tejidos, si bien no tuvo un efecto significativo sobre la composicion de la comunidad de
endofitos, el mayor numero de hongos y bacterias provino de hojas y tallos adultos. Teniendo en cuenta
las practicas de manejo de las plantas de yerba muestreadas en el campo, se podria explicar la baja
variacion de la comunidad endofitica. Las hojas de yerba mate se cosechan tres veces al afio, en junio,
julio-agosto, y septiembre, de tal manera que las ramas y las hojas mas antiguas no tienen mas que 1
ano de edad, por lo que no fue posible ver la influencia de la edad de los 6rganos, ni tampoco la

influencia de las etapas fenologicas de la especie, debido a que no alcanza la etapa de floracion.

Ademas de la importancia de los diferentes factores que influyen sobre los microorganismos
endofiticos, conocer la composiciéon de la comunidad endofitica es basico para el desarrollo de
tecnologias para la gestion agricola, en particular las relacionadas con la promocion de crecimiento en
base de microorganismos desde los aislamientos disponibles y para estudiar su rol como benéficas. La

mayoria de los géneros de hongos endofiticos aislados en este trabajo han sido reportados previamente
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en plantas lefiosas en varias regiones geograficas y muchos de ellos con actividades benéficas para las
plantas (Sette et al., 2006; Hanada et al., 2010; Suryanarayanan et al., 2011). Fusarium fue el género
de hongo dominante y més frecuente en hojas y tallos de yerba mate, presente en todas las estaciones
muestreadas. El mismo fue encontrado en diversas especies de plantas como patégeno, saprofito y
endofito. En yerba mate se lo encontrd en vivero como uno de los hongos més frecuente causando
declinacion de plantulas (Grigoletti Junior et al., 1996). Se han citado especies de este género que
causan enfermedades de plantas con impacto econdomico (Guarro y Gene, 1995), generalmente
producen enfermedades en tallos y raices (Kuldau y Yates, 2000; Rubini et al., 2005), por ejemplo F.
solani causa la pudricion del cuello en Passiflora edulis (Fischer y Rezende, 2008) y la pudricion de la
mazorca en maiz (Leslie y Summerell, 2006), F. oxysporum f. sp. radicis- lycopersici causa
podredumbre del cuello y de las raices en Lycopersicum esculentum (Tello y Lacasa, 1988), F. solani f.

sp. pini causa enfermedades en raices de plantulas de Pinus patula (Viljoen et al., 1994).

Este género es de importancia en yerba mate ya que causa pudricion de raices, con sintomas de
amarilleo y pérdida de hojas, detencion del crecimiento y, en etapas posteriores, la muerte de la planta
(Poletto et al., 2006). También se han encontrado especies de Fusarium como patdogenos latentes
(Schulz y Boyle, 2005; Kharwar et al., 2010). Por otra parte, especies del género Fusarium fueron
aisladas como endofitas de plantas (Kuldau y Yates, 2000; Rubini et al., 2005). En diversas especies de
lefiosas fue aislado como endofito dominante (Hanada et al., 2010 y Sun et al., 2012), ademas en
herbaceas (Tan et al., 2012; Qadri et al., 2013), muchas de ellas fueron determinadas como benéficas
cumpliendo funciones como promotores de crecimiento de plantas y controladores bioldgicos (Shiono
et al., 2007, Deng et al., 2009). El hecho de que especies de este género se hayan encontrado como
patogenos, latentes o endofitos, sugiere que el endofitismo es parte del ciclo de vida de algunas
especies de Fusarium asociadas a plantas (Kuldau y Yates, 2000). En este trabajo, la inoculacion de
plantulas con 8 especies de Fusarium (F. oxysporum, F. pseudocircinatum, F. lateritium, F.
verticilloide, F. circinatum, F. pseudonygamai, F. solani y F. subglutinans) permitié determinar que
estas especies en cultivo in vitro fueron patégenas mientras que en plantas crecidas en el campo se

comportaron como endofitas ya que no se observaban sintomas de enfermedades.

Penicillium fue el segundo género mas frecuente en hojas y tallos de yerba mate. Este género

esta ampliamente distribuido en diversos tipos de suelos y ambientes (Christensen et al., 2000; Park et
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al., 2014). Ha tenido gran atencion por ser un importante productor de compuestos bioactivos (Frisvad
y Samson, 2004), fitohormonas (Hassan, 2002; Wagqas et al., 2012), ademas de ser solubilizador de
minerales y como antagonista de fitopatogenos (Souchie et al., 2006; Wakelin et al., 2006; Nath et al.,
2012; Radhakrishnan et al., 2013). Otros dos géneros encontrados con frecuencia en este trabajo fueron
Colletotrichum y Phomopsis. Ambos géneros importantes desde el punto de vista fitopatologico
causando diversas enfermedades de hojas, tallos y frutos (Bailey y Jeger, 1992; Van Niekerk et al.,
2005; Rossman et al., 2007), ademas fueron aislados como endoéfitos en un amplio espectro de
hospedantes por ejemplo especies de Colletotrichum fueron aisladas de Coffea arabica y C. robusta
(Sette et al., 2006), Ficus benghalensis (Suryanarayanan y Vijaykrishna, 2001), Camellia japonica
(Osono, 2008) y Theobroma cacao (Hanada et al., 2010), y especies de Phomopsis fueron aisladas de
Aegle marmelos Correae (Rutaceae) (Gond et al., 2007) y en Theobroma cacao L. (Rubini et al., 2005).
Los resultados en yerba mate concuerdan en que Penicillium, Colletotrichum y Phomopsis son tipicos
endofitos ubicuos ya que fueron aislados de hojas y tallos jévenes y adultos durante todas las estaciones

de muestreo.

Otros géneros de hongos aislados con menor frecuencia en hojas y tallos de yerba también
fueron encontrados como endofitos en otras especies vegetales. Si bien este género de hongo fue
encontrado produciendo enfermedades de hojas en diversas especies como Coffea arabica (Nelson,
2008), especies de Juniperus (Rasmussen y DuPlissis, 1999), Daucus carota (Milosavljevi¢ et al.,
2014), Jatropha curcas (Dianese et al, 2014), también Pseudocercospora mate fue determinada como
patdogena en yerba mate en Argentina (Braun et al., 2012), entre otras, también fue citada como
endofita de diversas plantas como Eichhornia azurea, E. crassipes (Almeida et al., 2015) y
Andrographis paniculata (Nayak, 2015). Gliocladium fue otro de los géneros poco frecuentes en yerba
mate y fue citado en varios trabajos como un importante controlador biologico de Botrytis cinerea en
Fragaria ananassa (Van Delm, 2015). En Theobroma cacao controla Crinipellis perniciosa agente
causal de la enfermedad de la escoba de bruja (Rubini et al., 2005), ademas G. roseum fue citado como
productor de biodiesel (Strobel et al., 2008). Por otra parte Guignardia, Aspergillus, Curvularia y
Trichoderma son otros géneros aislados de hojas y tallos de yerba mate con menor frecuencia que los
géneros anteriores, todos fueron citados tanto como patdégenos en caso de Curvularia, saprofitos en

caso de Aspergillus y Trichoderma, como también endofitos. Esto sugiere la posibilidad de que en
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yerba mate podrian ser endofitos que estan esporadicamente siendo capaces de proteger a las plantas

contra los fitopatdgenos de yerba, como ha sido mencionado en otros trabajos (Arnold, 2003).

Entre las bacterias aisladas de yerba mate, Actinobacteria fue el taxon mas abundante, en
particular el género Curtobacterium y Microbacterium. Resultados similares han sido reportados en
varias plantas huéspedes (Zinniel et al., 2002; Thomas, 2006; Magnani et al., 2010; Gagne-Bourgue et
al., 2013). La endosfera de plantas es un habitat comiin de actinobacterias, en el cual las bacterias
muestran diferente grado de diversidad funcional y genética. Ellas juegan un rol importante para la
planta huésped por produccién de elevadas cantidades de catabolitos y compuestos promotores de
crecimiento (Araujo et al., 2002; Lacava et al., 2007; El-Shatoury et al., 2013; Brader et al., 2014).
Curtobacterium fue aislada como endofito de cultivos de importancia agrondmica (maiz, sorgo, soja y
trigo) (Zinniel et al., 2002) y como bacteria caracteristica de la filosfera de alamo (Behrendt et al.,
2002), también se han encontrado especies con funciones como controladores biologicos (Lacava et al.,
2007) y como fitoremediadora (Moore et al., 2006). Estos géneros encontrados tanto en hoja como en

tallos en plantas de yerba mate demuestran ser endofitos ubicuos en la especie.

Otras bacterias frecuentemente encontradas fueron las Alphaproteobacterias, Methylobacterium
y Sphingomonas. Especies del género Methylobacterium han sido reportadas como endofitos en varias
especies de plantas tales como Citrus spp. (Aratjo et al., 2002), Eucalyptus sp. (Ferreira et al., 2008),
Coffea arabica y Capsicum annuum (Dourado et al., 2012). Entre ellos, Methylobacterium nodulans
esta involucrada en la fijacion de nitrégeno, asi como algunas especies de Sphingomonas (Sy et al.,
2001; Videira et al., 2009). Otras especies de Methylobacterium han demostrado inducir el sistema de

resistencia en arroz y mani (Madhaiyan et al., 2004; 2006).

Los resultados logrados en este trabajo constituyen la base que permitird continuar con
investigaciones tendientes a dilucidar aspectos de la relacion planta/endofito. La obtencion de una
coleccion numerosa de hongos y bacterias endofiticos identificados y conservados correctamente
permitird futuros estudios tales como la localizacion y movimiento de endofitos dentro de la planta, sus
funciones frente a patdgenos como controladores biologicos o frente a las plantas como promotores del

crecimiento. Asi mismo la influencia de bacterias y hongos sobre la calidad alimentaria de las hojas y
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de yerba mate, principalmente en relacion con las micotoxinas producidas por el género

um, género predominante en este trabajo.

CONCLUSIONES

A partir del analisis de la poblacion de microorganismos endofiticos en plantas de yerba mate

crecidas a campo y en invernaculo y el analisis de contaminantes en cultivo in vitro se constataron

varias

v

han

evidencias:

La mayoria de los contaminantes en cultivo in vitro son microorganismos endofiticos presentes
en plantas crecidas a campo o en inverndculo que no afectan negativamente el crecimiento en

condiciones ex vitro.

El nimero de aislamientos y diversidad de hongos y bacterias estan influenciados por la época

de muestreo, son mayores en otofio y verano.

El nimero de aislamientos y diversidad de hongos y bacterias no estan influenciados por el

genotipo en la situacion del experimento realizado.

El nimero de aislamientos y diversidad de hongos y bacterias estd influenciado por el tipo de

organo vegetal y su edad.

Se determinaron las fuentes (campo, invernadero o ambiente de trabajo) de los géneros de

hongos y bacterias.

Tres especies de Fusarium (F. oxysporum, F. pseudocircinatum y F. subglutinans) pueden ser
endofitos en plantas crecidas en el campo y patdgenos en el cultivo in vitro de yerba mate

(vitropatdgenos).

A modo de sintesis, se presenta una tabla que muestra los géneros de hongos y bacterias que se

encontrado en las tres condiciones de crecimiento, y los que s6lo se encontraron en una o dos.

83



U

Tabla 17: Presencia (X) y ausencia de géneros de hongos y bacterias endofiticos aislados de plantas de

yerba mate crecidas en el campo, en invernadero y/o en cultivo in vitro.

Capitulo V

Géneros

Campo

Invernaculo

Cultivo in vitro

Alternaria

X

Aspergillus

Cercospora

Colletotrichum

Curvularia

Fusarium

lie

< | P4

Gliocladium/Bionectria

Guignardia/Phyllosticta

Microsphaeropsis

Neofusicoccum

Nigrospora

Paecilomyces

Penicillium

Phomopsis/Diaporthe

Setophoma

Trichoderma

Aeromicrobium

Bacillus

Brevundimonas

Curtobacterium

Herbiconiux

Janibacter

Kineococcus

Leucobacter

Lysinibacillus

Methylobacterium

Microbacterium

Micrococcus

Myocobacterium

Paenibacillus

Pantoea

Phenylobacterium

Rhizobium

Roseomonas

Sphingomonas

Staphylococcus

Xylophilus

el ittt Tt ki Ea T Eal i Bl R e Ea T i e E T B e El I e e e e e e e P e P P e e
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Capitulo 11

Agar Papa Glucosado (APG) (comercial: Britania)
APG 499
H2Odestilada 1000 ml

Papa Glucosado (PG)
Papa 504g
Glucosa  20g
H2Odestitaca 1000 ml

Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
KHPO, 1g

KNO3 1g

MgSO4 7H,0 0,59

KCI 0,59

Glucosa 0,2¢g

Sacarosa 0,29

Agar-Agar 209

H2Odestitaga 1000 ml

Tallos de soja estériles sobre corn meal agar (CMA)
Harina de maiz 30 g

Agar 20 g

H20 destilada 1000 ml
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Tallo de soja

Agar Triptona de Soja (TSA)

Triptona 159
Peptona de Soja  5¢
NaCl 59
Agar-Agar 15¢
H2O0destilada 1000 ml

pH 7,3

Tampoén Tris/EDTA
TrisHCIpH751M 1 ml
EDTA 0,5M 200 ml
H,0 ultrapura 99 ml
Tampon TBE 5X

Tris Base 279
Acido Borico 13,759

EDTA05M pH 8 10 ml

H,0 ultrapura 90 ml
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Abstract The composition and diversity of the endo-
phytic community associated with yerba mate (Ilex
paraguariensis) was investigated using culture-depending
methods. Fungi were identified based on their micromor-
phological characteristics and internal transcribed spacer
rDNA sequence analysis; for bacteria 16S rDNA sequence
analysis was used. Fungal and bacterial diversity did not
show significant differences between organ age. The
highest fungal diversity was registered during fall season
and the lowest in winter. Bacterial diversity was higher in
stems and increased from summer to winter, in contrast
with leaves, which decreased. The most frequently isolated
fungus was Fusarium, followed by Colletotrichum; they
were both present in all the sampling seasons and organ
types assayed. Actinobacteria represented 57.5 % of all
bacterial isolates. The most dominant bacterial taxa were
Curtobacterium and Microbacterium. Other bacteria fre-
quently found were Methylobacterium, Sphingomonas,
Herbiconiux and Bacillus. Nitrogen fixation and phosphate
solubilization activity, ACC deaminase production and
antagonism against plant fungal pathogens were assayed in
endophytic bacterial strains. In the case of fungi, strains of
Trichoderma, Penicillium and Aspergillus were assayed for
antagonism against pathogenic Fusarium sp. All microbial
isolates assayed showed at least one growth promoting
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activity. Strains of Bacillus, Pantoea, Curtobacterium,
Methylobacterium, Brevundimonas and Paenibacillus had
at least two growth-promoting activities, and Bacillus,
Paenibacillus and the three endophytic fungi showed high
antagonistic activity against Fusarium sp. In this work we
have made a wide study of the culturable endophytic
community within yerba mate plants and found that several
microbial isolates could be considered as potential inocu-
lants useful for improving yerba mate production.

Keywords Endophytes - Yerba mate - Fungal diversity -
Bacterial diversity - PGPB

Introduction

Yerba mate (Ilex paraguariensis) is a dioecious evergreen
subtropical tree; it can reach a height of 30 m although in
production fields it remains as a shrub due to regular
pruning. After industrial process, yerba mate leaves are
used to prepare a tea or infusion named “mate” that is
typically consumed in southern South America, including
Argentina, Paraguay, Uruguay and Brazil. The particular
flavor and stimulating properties of the yerba mate, given
by the caffeine and theobromine content (Filip et al. 2001;
Schinella et al. 2005), make it preferred to coffee or tea in
many cases. This is the only species of genus Ilex that is
grown for industrial purpose. Argentina is the main yerba
mate world producer with 62 % of total production, fol-
lowed by Brazil with 34 % and Paraguay with 4 %. In
Argentina, the crop is grown in the northeastern provinces
of Misiones and Corrientes where subtropical climate
prevails (Lysiak 2012a, b).

Living plants provide a habitat for microorganisms
which can be found both as epiphytes on the plant surface
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and as endophytes within plant tissues. Endophytes can be
defined as those organisms that live in association with
plants for most if not all their life cycles, and can be dis-
tinguished from other plant associated microorganisms
based on the recovery from surface-sterilized plant material
(Bacon et al. 2002). Endophytic fungi and bacteria have
been found in almost all studied herbaceous or woody plant
species (Saikkonen et al. 1998; Bacon and Hinton 2006;
Porras-Alfaro and Bayman 2011). The scarce cases of plant
hosts apparently lacking endophytic communities might
respond to culture or technique failure (Rosenblueth and
Martinez-Romero 2006). Endophytes have been found in
most plant organs; they can enter the plant through the
roots and remain there or become systemic and colonize
stem, leaves and even flowers and fruits. However, roots
are not the only way of entrance, many phyllosphere
endophytes enter the plant trough stomata or wounds
(McCully 2001; Schulz and Boyle 2006; Danhorn and
Fuqua 2007).

Many endophytes have been shown to have plant growth
promoting activities, such as nitrogen fixation (Sevilla et al.
2001; Hurek et al. 2002; Iniguez et al. 2004), production of
plant growth regulators (Hamayun et al. 2009), plant pro-
tection by production of antibiotic (Bangera and Thoma-
show 1996), antifungal substances (Hanada et al. 2010) and
siderophores (O’Sullivan and O’Gara 1992; Bartholdy
et al. 2001), and by systemic resistance induction (Mad-
haiyan et al. 2004). Although strict endophytes establish
non-pathogenic long term association with the plant host,
some fungi and bacteria might have a latent or inactive
phase, and when the interaction becomes imbalanced either
disease results or the pathogen is killed (Schulz and Boyle
2006). Studies have demonstrated that the endophytic
community lives in close relation with the plant host
influencing physiological processes and interaction with
other organisms. Therefore, changes in endophyte com-
position and diversity might affect plant growth and
development. In the case of yerba mate, the identification
of bacterial and fungal endophytes will be of great use for
developing crop management technologies and improving
the species industrial capacity and quality.

There are a few reports of yerba mate associated
endophytes. Two endophytic bacteria have been identified,
one as in vitro tissue culture contaminant and the other
isolated from roots (Collavino et al. 2010; Luna et al.
2013). Endophytic phyllosphere fungi have been described
in disinfected leaves from Brazil (Pimentel et al. 2006).
There are no reports, however, on the distribution of the
endophytic community within the plant nor the variation
along the year. The aim of this work was to identify and
characterize the culturable endophytic community recov-
ered from surface-disinfected leaves and stems of yerba
mate grown under field condition.

@ Springer

Materials and methods
Biological material

The diversity of endophytic fungi and bacteria was esti-
mated in young and mature leaves and stems of three
yerba mate (Ilex paraguariensis) genotypes (SI-49, LM y
G-18), from a commercial breeding program (Las Marias
Co.) characterized mainly by their ecophysiological fea-
tures and yield. Mature branches had secondary growth
(woody stems), coriaceous and dark leaves while young
ones had herbaceous stems and light green leaves. Sam-
ples were collected in triplicate in summer 2010, fall
2010, summer 2011, fall 2011 and winter 2011 from an
orchard stand of 8000 plants/ha (close canopy structure)
localized in Las Marias Co., Gdor. Virasoro, Argentina
(28° 02" S, 55° 54’ W). The site is characterized by a
mean annual rainfall of 1800 mm, distributed mainly
during spring and autumn; mean year temperature of
20 °C while frosts are scarce. The soil is described as
Ultisol. Three young and mature yerba mate branches
(30-60 cm long) were harvested from three random
selected plants of each genotype (since no differences
were detected among genotypes, samples from the nine
plants were analyzed without discriminating genotype)
and carried to the laboratory in polyethylene bags at
12-15 °C and immediately processed.

Endophytic microorganisms isolation

Leaf and stem samples were washed with tap water and
disinfected in 20 % bleach solution (1.1 % sodium
hypochlorite) for 20 min after 2 min in 70 % ethanol, and
rinsed three times with sterile distilled water (Sansberro
et al. 2000). Two leaf (2 sz) and stem (1 cm) sections
were cut from each branch for bacteria and fungi isolation.
Efficiency of surface sterilization was assayed by inocu-
lating 100 pl of the last rinse water on bacterial and fungal
culture medium, and negative samples were selected for
further microorganisms isolation.

Fungi were isolated on potato glucose agar medium
(PGA, Britania, Argentina) supplemented with 100 mg 17!
streptomycin. In the case of bacteria, plant sections were
macerated in sterile microtubes and 70 pl of a 1:10 dilution
were plated on Petri dishes with tryptone soybean agar
medium (TSA) supplemented with 100 mg 17" cyclohex-
imide. Samples were incubated at 27 °C, until fungal and
bacterial growth was noticeable (7-30 and 5-10 days,
respectively). When fungal and bacterial growth appeared,
the colonies were counted and grouped by their cultural
characteristics, and representative isolates were collected,
purified and preserved for future analysis. The endophytic
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microorganisms obtained in this study have been stored at
—70 °C at the Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE).

Identification of endophytic microorganisms
Fungi

Isolated fungi were identified based on their micromor-
phological characteristics on PGA medium, mainly
according to Domsch et al. (1980) and Ellis (1971, 1976).
Isolates that did not sporulate on PGA medium were cul-
tured on different semi-selective media in order to induce
typical growth and fungal sporulation. Fusarium-like iso-
lates were transferred to SNA medium (Spezieller
Nihrstoffarmer Agar) with filter paper (Leslie and Sum-
merell 2006). Other isolates were transferred to cornmeal
agar with sterile soybean stems (Dhingra and Sinclair
1985). Incubation conditions were 12 h light with near
ultra violet or black lamps (360 nm highest emission). One
representative strain for each morphotype was selected for
molecular identification using internal transcribe spacer
(ITS) ITS1-5,8S-ITS2 rRNA region sequence analysis.
DNA was directly extracted from fungal mycelium
grown in liquid potato glucose medium in a 1.5 tube for
72 h at 25 °C according to Cenis (1992). After centrifu-
gation, the mycelial mat was washed in TE (Tris EDTA)
buffer and DNA extracted with 0.5 % sodium dodecyl
sulfate (SDS) buffer by crushing with a conical grinder.
DNA was precipitated by centrifugation with isopropanol,
washed with 70 % ethanol and resuspended in 50 ul of TE.
DNA quality and concentration were assessed using a
NanoDrop®  spectrophotometer.  Extractions  yielded
between 50 and 100 ng pl~' DNA with 1.6-1.8 260/280
ratio. Approximately 20 ng DNA were used for poly-
merase chain reaction (PCR) amplification of ITS1-5,8S-IT
S2 region with primers ITS1 (5-TCCGATGGTGAACCT
GCGG-3') and ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
(White et al. 1990). The reaction conditions were as follows:
95 °C for 3 min followed by 30 cycles of denaturation at
94 °C for 1 min, annealing at 55 °C for 1 min and primer
extension at 72 °C for 1 min; followed by a final extension at
72 °C for 10 min. The amplification products were separated
by agarose gel electrophoresis, stained with ethidium bro-
mide and observed under UV light. For identification, the
PCR fragments were purified using a AccuPrep Gel Purifi-
cation kit (Bioneer), and DNA sequencing was performed by
Sanger method using ITS4 primer at the Instituto de
Biotecnologia (Centro de Investigacion en Ciencias Veteri-
narias y Agronémicas, CICVyA-INTA, Hurlingam, Buenos
Aires, Argentina). Partial ITS1-5.8S-ITS2 rDNA gene
sequences retrieved in this study were deposited in the Gene-

Bank database under accession numbers KP195143-89 and
KP990803.

Bacteria

The 16S rDNA gene was amplified by PCR from genomic
DNA isolated from pure bacterial colonies. For DNA
extraction, Chelex 100 chelating resin (Bio-Rad) was used
according to Alippi and Aguilar (1998). A pellet was
obtained after centrifugation of 200-pl suspension of single
colonies in sterile distilled water. The pellet was resus-
pended in 150 pl of an aqueous suspension of 6 % resin
Chelex 100 (Bio-Rad), incubated at 58 °C for 10 min,
vortex mixed, incubated at 99 °C for 8 min and vortex
mixed again. Bacterial debris and resin were precipitated
by centrifugation and 2 pl of the supernatant were used for
the PCR reactions. The 16S rDNA was amplified with
universal primers rD1 (3~ AAGGAGGTGATCCAGCC-5')
and fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (Weis-
burg et al. 1991). The reactions were performed under the
following conditions: 95 °C for 10 min, 30 cycles of 95 °C
for 30 s, 58 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, followed by
one cycle of 72 °C for 10 min. Amplified PCR products
were visualized by 1 % agarose gel electrophoresis. For
identification, the PCR products were purified using Pure-
Link™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Kit (In-
vitrogen, USA) and sequenced by Sanger method using rD1
primer at Macrogen Inc., Korea. Partial 16S rDNA gene
sequences retrieved in this study were deposited in the Gene-
Bank database under accession numbers KP195190-258.

Phylogenetic analysis

Nucleotide sequences were compared with NCBI GenBank
entries and similarities were determined using the BLAST
algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Sequence
similarity was calculated after Clustal W multiple sequence
alignment using MegAlign program (DNASTAR, Laser-
gene). Phylogenetic analyses were conducted using MEGA
version 6 (Tamura et al. 2013). Consensus cladograms were
generated based on the maximum likelihood method, with the
reliability provided by 1000 replications bootstrap test.

Diversity analysis

Shannon (H') (Bowman et al. 1971) diversity index was
calculated using the Past 3.01 software package. Diversity
indexes were compared by non-parametric Kruskal-Wallis
H test considering organ type, age and season, using
Infostat v. 2014 (Di Rienzo et al. 2014).
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In vitro screening for plant growth promoting
activities

In vitro growth promoting activities including nitrogen
fixation, phosphate solubilization, ACC deaminase gene
detection and antagonism against plant fungal pathogens
were assayed in 22 bacterial strains representative of gen-
era Pantoea, Micrococcus, Bacillus, Rhizobium, Herbico-
niux, Sphingomonas, Roseomonas, Methylobacterium,
Curtobacterium, Brevundimonas, Xylophilus, Paenibacil-
lus and Mycobacterium. They were also tested for hyper-
sensitive reaction (HR) on tobacco, which allows detection
of some pathogenic traits. In the case of fungi, Fusarium
isolates were assayed for pathogenicity, and strains of
Trichoderma, Penicillium and Aspergillus were also
assayed for antagonism against pathogenic Fusarium sp.

Nitrogen fixation

Bacteria were tested in their free-living nitrogen fixation
ability by growing them on semi-solid nitrogen free NFb
medium (Ddbereiner et al. 1995) along three successive
subcultures at 28 °C.

Phosphate solubilization test

Bacteria were grown on National Botanical Research
Institute’s Phosphate growth medium (NBRIP) with
5 g 17! of tricalcium phosphate (TCP) as the exclusive P
source (Nautiyal 1999) and incubated at 28 °C for 2 weeks.
Every 2 days halo size and colony diameter were mea-
sured, and the solubilization index (SI) was calculated by
subtracting the colony diameter from the halo total diam-
eter. Strains displaying an SI equal to or higher than 1.4 in
three replicates were considered efficient P solubilizing
bacteria. Pseudomonas RHP3 strain was used as positive
control (Mehta and Nautiyal 2001).

Detection of ACC deaminase gene

Isolates were tested for the presence of acdS gene, required
for the production of l-aminocyclopropane-1-carboxylic
acid (ACC) deaminase, by specific PCR amplifications
from genomic DNA. The PCR-detection of acdS was
performed using the primers F1936f and F1938r (792 bp)
as recommended by Blaha et al. (2006). Pseudomonas
putida ATCC 17399/pRK-ACC (Grichko and Glick 2001)
was used as positive control for acdS amplification.

Antagonism assay against Fusarium sp

Bacterial and fungal isolates were tested for antagonism
against Fusarium sp. by the dual culture technique

@ Springer

(Fokkema 1978). The pathogenic Fusarium strain had been
previously isolated from yerba mate symptomatic stems. A
mycelial plug from Fusarium sp actively growing on
potato glucose agar (PGA- Britania) was taken with a
0.5 cm diameter cork borer and placed off center (1.5 cm
from the border) on PGA medium in a 9 cm Petri dish. The
potential antagonists were inoculated 5 cm from the
Fusarium plug equidistant from the opposite border. Bac-
teria were grown in TSB (Tryptone Soybean Broth) from
which 10 pl of a 10° CFU ml ™" suspension was inoculated;
fungal isolates were inoculated in the same way as the
pathogenic Fusarium. Control plates contained only a
0.5 cm diameter Fusarium sp. plug in the same position as
in the dual culture plates. Dual cultures were incubated at
28 °C during 14 days. Fusarium sp. colony growth was
registered 7 and 14 days after inoculation and Growth
Inhibition (GI) was calculated according to Fokkema
(1978): GI = kr — rl/kr 100 (kr = mean of Fusarium
growth on control plates from the inoculation point towards
the plate center in mm; rl = Fusarium growth on dual-
culture plate from the inoculation point towards the plate
center in mm).

Hypersensitive response (HR) on tobacco

Bacterial isolates were inoculated into tobacco (Nicotiana
tabacum L.) leaves to evaluate their ability to induce HR
(Klement 1963). The isolates were incubated individually
at 28 °C for 24 h in TSA medium. Bacteria suspension was
prepared in sterile water, and the concentration of bacterial
cells was adjusted using a spectrophotometer to approxi-
mately 10° CFU ml™' before inoculation into fully
expanded tobacco leaves using a hypodermic syringe. The
needle was inserted into interveinal regions, and the bac-
terial suspension was injected into the mesophyll intercel-
lular spaces. A negative control containing only sterile
water was included in each leaf. Tobacco plants were
maintained in a climatic room with a temperature of
26 °C £ 1 with 15 h photoperiod provided by high-pres-
sure sodium lamps (Vialox®, 400 W, OSRAM GmbH,
Germany). A positive HR reaction was recorded when the
inoculated leaf tissue collapsed or light brown necrosis
occurred within 48 h after inoculation. Xanthomonas axo-
nopodis pv. manihotis was used as a positive control. Each
inoculation was repeated at least three times.

Pathogenicity test of Fusarium isolates

Three Fusarium isolates related to F. oxysporum, F. la-
teriticum and F. fujikuroi species were tested for
pathogenicity on llex paraguariensis under greenhouse
conditions using 5-6 leaf seedlings grown in pine wood



World J Microbiol Biotechnol (2016)32:61

Page 5 of 15 61

chips substrate and in vitro conditions using plantlets
obtained from embryo culture.

Three inoculation techniques were assayed for seed-
lings: (1) Inoculation of 1 ml conidial suspension on
wounded stems, (2) wounded root soak (over night) inoc-
ulation with conidial suspension, and (3) agar plug inocu-
lation (approximately 10 mm of fungal colony) on
wounded stems and roots. In vitro plantlets were inoculated
with 50 pl of conidial suspension by stem wounding using
a sterile syringe. The experimental design consisted of five
plants (greenhouse assays) or ten plants (in vitro assays)
per treatment, included the mock-inoculated control, with
three replicates each. Inoculum consisted of 10° coni-
dia ml~" suspension according to Zum Felde et al. (2006).
The selected Fusarium isolates were grown on PGA plates
until they produced sufficient conidia. Under laminar-flow
hood, conidia were removed from plates by pouring sterile
distilled water onto the agar surface with a flame-sterilized
glass scraper. Conidial suspension was filtered through
sterile gauze into a sterile glass flask. Concentration was
determined using a Neubauer haemocytometer and adjus-
ted to 10° conidia m1~" with sterile water. Control plantlets
were inoculated with sterile water or agar. In vitro plants
were incubated at 27 £ 2 °C in a controlled environment
room. Greenhouse conditions consisted in 25-30 °C aver-
age temperature and 80 % soil humidity achieved by reg-
ular watering. Symptom severity was weekly assayed using
a subjective rating scale adapted from La Mondia and
Taylor (1987) in which O = healthy plant, 1 = stunted or
off-color plant, 2 = plants with one symptomatic leaf,
3 = plants with more than one symptomatic leaf, 4 = dead
plants. Fusarium spp. were re-isolated on PGA medium
from inoculated plants.

Results
Fungal and bacterial diversity

A total of 216 leaf and stem samples were collected during
six surveys performed in summer and fall 2010, and
summer, fall and winter 2011. From which 156 (66 from
stems, 94 from leaves) and 193 (126 from stems, 66 from
leaves) different fungal and bacterial isolates were
obtained, respectively. Fungal and bacterial diversity did
not show significant differences between organ age. The
highest fungal diversity was registered during fall season
and the lowest in winter in both leaf and stem samples,
with significant difference between leaves and stems in the
fall samples (Fig. la). Bacterial diversity was higher in
stems and increased from summer to winter (sum-
mer < fall < winter), in contrast with leaves, which

decreased (summer > fall > winter), showing significant
difference in the winter samples (Fig. 1b).

Endophytic fungus composition

Based on morphological an sequence analysis, the endo-
phytic filamentous fungi isolated from yerba mate belon-
ged to the Ascomycetes group, distributed in nine Orders:
Trichosphaeriales, Hypocreales, Diaporthales, Eurotiales,
Capnodiales, Glomerellales, Pleosporales, Botryosphaeri-
ales and Xylariales.

Exploratory BLAST analysis of ITS1-5.8S-ITS2 rRNA
partial sequences (260 bp) retrieved similarity to 13 genera
including  Acrocalymma,  Aspergillus,  Cercospora,
Clonostachys (Bionectria), Colletotrichum, Curvularia,
Fusarium (Nectria), Guignardia (Phyllosticta), Mi-
crosphaeropsis, Neofusicoccum, Paecilomyces, Penicillium
and Phomopsis (Diaporthe).

Order Hypocreales represents 57.7 % of the fungal
isolates. Most of them (85.5 %) corresponded to Fusarium
species, which presented typical chlamydospores, micro-
conidia and fusiform- to sickle-shaped macroconidia.
According to the phylogenetic tree based on rDNA
sequences (Fig. 2), Fusarium isolates were grouped into
five different clusters, six closely related isolates clustered
with F. fujikuroi, one isolate was related to F. proliferatum,
one to F. oxysporum, three to F. solani and three clustered
with F. lateritium and F. xylarioide. Fusarium was the
most frequently isolated fungal genus. It was present in all
sampling seasons and organ type. Two isolates obtained in
fall and winter 2011 from young stems were identified as
Trichoderma based on morphological characteristics, but
could not be represented in the phylogenetic tree due to
sequences low quality.

Order Glomerellales was represented by Colletotrichum
with 14 isolates that produced long conidiophores with
hyaline single-celled ovoid conidia when grown on PGA
medium. Phylogenetic analysis showed that one isolate is
closely related to C. incarnatum while the rest formed a
cluster with C. boninense and C. gloeosporioides (Fig. 2).
They were found on either young or mature leaves and
stems in all sampling dates.

Order Diaporthales. Isolates in this order also corre-
sponded to one genus, Phomopsis/Diaporthe. They repre-
sented 6.4 % of all fungal isolates, and were obtained from
leaf and stem samples in summer and fall 2010. In all
cases, asexual morphs could be observed in the colonies
growing on PGA. Structures where mainly dark pycnidia
with hyaline single-celled conidia; in some cases fusiform
(alpha) and curved (beta) conidia could be observed. The
isolates were separated in four groups according to the
phylogenetic tree, which clustered with sequences from
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Fig. 1 Diversity of endophytic a 2.50 4
fungi (a) and bacteria

(b) isolated from yerba mate
leaves (black squares) and
stems (white squares). Shannon
index (H') was compared
considering organ type and
season using non-parametric
Kruskal-Wallis H test. *
indicates significant difference
(p = 0.05) between leaf and
stem samples in one season.
Bars indicate standard error
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D. phaseolorum and P. euphorbiae, D. paranensis, P. lon-
ganae, and D. heveae (Fig. 2).

Order Eurotiales. The second most represented order
was Eurotiales with 20 isolates (12.8 %), 16 of which were
identified as genus Penicillum, 3 as Aspergillus, and only
one isolate corresponded to Paecilomyces. Penicillum
isolates, found in all types of samples from summer
2010/2011 and fall 2011, were related to species
P. citrinum, P. citreonigrum or P. oxalicum. Aspergillus,
on the other hand, was isolated only from young or mature
stems in fall 2011.

Order Capnodiales was represented by seven close
related isolates (4.5 %), which clustered in the phyloge-
netic tree with Cercospora capsicigena, C. kikuchii and
C. canescens species. They were obtained from fall and
summer 2011, young and mature leaf and young stem
samples. The same amount of isolates corresponded to
order Botriosphaerales, among them were identified genera
Neofusicoccum (N. kwambonambiense and N. brasiliense)
and  Phyllosticta/Guignardia  (P.  elongata  and
G. mangiferae).

Less represented orders were Pleosporales with two
isolates related to Curvularia (C. lunata, C. australiensis
and C. crepinii), which were found only in summer 2010
on young leaf samples, and Microsphaeropsis arundinis,
obtained from fall 2011 samples, and order Xylariales with
only one Eutypa isolate.

Endophytic bacterial composition

A total of 193 bacterial isolates were identified at least at
the genus level by 16S rDNA sequence analysis. Sequences
of the bacteria isolated from yerba mate were preliminary
compared with the Genbank database by BlastN analysis.
After that, sequences where aligned and phylogenetic trees
generated by maximum likelihood in which representative
bacteria sequences were included.
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Actinobacteria represented 57.5 % of all bacterial iso-
lates. The remaining isolates were related to Firmicutes
(26.9 %), Alphaproteobacteria (11.9 %) and Gammapro-
teobacteria (3.6 %). The most numerous genera within
Actinobacteria were Curtobacterium and Microbacterium.
Curtobacterium was the most numerous genus with 46
isolates obtained from all types of organ during all sampled
seasons. In the phylogenetic tree (Fig. 3), the isolates were
related with Curtobacterium flaccumfaciens, C. pusillum
and C. albidum. The other group of numerous isolates (42)
obtained from all sample types was associated with Mi-
crobacterium. The isolates were grouped into five clusters
related to Microbacterium paludicola, M.
cenolyticum, M. pumilum and M. arborescens, M. mari-
typicum and M. oxydans, and M. testaceum.

Other isolates (27) associated with class Actinobacteria
corresponded to genera Herbiconiux, Kineococcus, Leu-
cobacter, Micrococcus, Mycobacterium and Aeromicro-
bium (Fig. 3). The strains related to Herbiconiux sp. were
isolated in all sampling dates from all organ types except
for young leaves. Only one strain was obtained for each of
genus Kineococcus, Leucobacter, Mycobacterium and
Aeromicrobium. One strain related to Kineococcus rhi-
zosphaerae was isolated from mature stems, and one
related to Leucobacter tardus was found on mature leaves;
both of them were present only during the fall seasons.
Another strain, related to Aeromicrobium alkaliterrae, was
found only in older stems during the winter season. My-
cobacterium, on the other hand, was obtained from all
types of organs in summer 2010. Three strains were related
to different species of Micrococcus, M, indicus, M. luteus,
and M. yunnanensis. All of them were found only during
the fall season.

Firmicutes was represented by nine strains related with
Bacillus, Staphylococcus, Lysinibacillus and Paenibacillus
species (Fig. 3). Seven strains were related to Bacillus
species. Among them, one strain each clustered with

trichote-
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Fig. 2 Phylogenetic tree constructed by maximum likelihood phylo-
genetic inference based on s ITS1-5,8S-ITS2 region partial sequences
including  endophytic = fungi isolated from yerba mate

(I. paraguariensis) and closest related genus or species representative.
Bootstrap values are shown on branches (1000 replications)
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KP128838 Microbacterium testaceum
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FJ214365 Kineococcus sp.
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9 KP195250

KC520574 Bacillus firmus
NR 104749 Bacillus subterraneus
KP195249
JF895487 Bacillus thioparans
AB975360 Bacillus megaterium
KP195251
KJ752761 Bacillus aryabhattai
02, KP195253
KJ909969 Bacillus safensis
KP195254
L KP195255
JX315323 Bacillus pumilus
%, KJ769196 Bacillus cereus
1KP195252
JX976310 Staphylococcus capitis
KP195256
HG421011 Staphylococcus caprae

<«Fig. 3 Actinobacteria and Firmicutes phylogenetic tree constructed

by maximum likelihood phylogenetic inference based on 16S rRNA
partial sequences including endophytic bacteria isolated from yerba
mate (I. paraguariensis) and closest related representative species or
genus. Bootstrap values are shown on branches (1000 replications)

B. thioparans, B. subterraneus and B. firmus, B. aryabhat-
tai and B. megaterium, B. cereus, and three strains clus-
tered with B. pumilus and B. safensis. Genera
Staphylococcus, Lysinibacillus and Paenibacillus were
represented by a single strain each, associated with Sta-
phylococcus caprae and S. capitis, Lysinibacillus sphaeri-
cus, and Paenibacillus lautus.

Alphaproteobacteria was represented by 16 strains,
associated with Methylobacterium, Sphingomonas, Rhizo-
bium, Phenylobacterium, Brevundimonas and Roseomonas
species (Fig. 4). Methylobacterium was represented by five
strains obtained from all organ types and sampling seasons.
They were associated with M. brachiatum, M. aquaticum,
M. jeotgali, and M. phyllosphaerae. Sphingomonas strains
were also present in all seasons and organ type. Three
strains could be related to Sphingomonas sp. The order
Rhizobiales was represented by two strains related to
Rosemonas sp., found only during the fall season in old
leaves and young stems, and four Rhizobium sp. strains that
were obtained in all seasons only from young organs.
Caulobacterales was represented by Phenylobacterium
haematophilum, Brevundimonas diminuta, B. nasdae and
B. subvibrioides. Only two strains were associated with
class Gammaproteobacteria (Xylophilus sp. and Pantoea

sp.).

In vitro screening for plant growth promoting (PGP)
activities

Nitrogen fixation

Isolates of genus Micrococcus, Bacillus, Methylobac-
terium, Curtobacterium, Paenibacillus, Brevundimonas,
Roseomonas and Mycobacterium were able to grow on
nitrogen free medium, indicating free-living nitrogen fix-
ation capability (Table 1).

Phosphate solubilization test

Seventeen bacterial isolates were able to grow on NBRIP
medium with TCP as only P source, indicating P solubi-
lization capability (Table 1). Seven of them were efficient
solubilizers (SI higher than 1.4). Among them, Pantoea
and Bacillus isolates were considered early solubilizers
since they had significant solubilizing activity during the
first hours of culture, with maximal activity within the first
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Fig. 4 Proteobacteria
phylogenetic tree constructed by
maximum likelihood
phylogenetic inference based on

KP195232
KP195231
AB252205 Methylobacterium brachiatum

KP195233

16S rRNA partial sequences
including endophytic bacteria
isolated from yerba mate

(1. paraguariensis) and closest
related representative species or
genus. Bootstrap values are
shown on branches (1000
replications)

96

95! AB698676 Methylobacterium aquaticum
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99'NR 043878 Methylobacterium jeotgali
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100

99

99
99

KP195243

KP195244
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AB740350 Rhizobium sp.
KP195246

93! AB969785 Rhizobium pusense

99 KP195239
_{ NR 041991 Phenylobacterium haematophilum
AB680017 Brevundimonas diminuta
KP195240
KC128911 Brevundimonas nasdae
KP195241
KF447546 Brevundimonas subvibrioides
9

100
AY150051 Roseomonas gilardii

o944 KP195238
IKC236440 Sphingomonas sp.
JX134635 Sphingomonas endophytica
1001 JQ659446 Sphingomonas phyllosphaerae

Alpha

7,KP195242
JQ660242 Roseomonas sp.

100 KP195248

86

73

L AB504747 Xylophilus sp.

EU2167 35 Pantoea brenneri
| Gamma

0.05

72 h of growth. Curtobacterium, Methylobacterium and
Brevundimonas isolates, on the other hand, were late sol-
ubilizers, showing low activity during the first 72 h and
reaching maximal activity between the fourth and fifth
days.

Detection of ACC deaminase gene

All the endophytic bacteria assayed resulted negative for the
PCR detection of acdS gene while the reference strain pro-
duced the expected 792 bp band (Table 1). Bacterial DNA
proved to be amplifiable by PCR-analysis for 16S rRNA gene
using universal primers rD1-fD1 (Weisburg et al. 1991).

EU216737 Pantoea conspicua
101 KP195247
941JX994157 Pantoea sp.

Antagonism assay against Fusarium sp

All the isolates assayed showed some level of growth
inhibition of the Fusarium sp colony when co-cultured,
except for Curtobacterium ga and both Methylobacterium
isolates which inhibited less than 5 % (Table 1). The most
efficient antagonists strains were Bacillus 1N (100 % GI,
7 days after inoculation) and Paenibacillus 10 (58 % GI),
followed by Rhizobium Mle, Bacillus 18 and 12b, and
Pantoea ao2 (GI between 25 and 50 %). The other isolates
showed GIs between 1 and 25 %. The three fungal isolates
of Trichoderma, Aspergillus and Penicillium inhibited up
to 65-75 % of Fusarium mycelium growth 7 days after

@ Springer
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Table 1 Growth promoting activities of selected yerba mate microbial isolates

Isolate name (Accession Organ Fungal growth inhibition Phosphate solubilization activity =~ Free-living nitrogen
number) source® (%)° (Sp¢ fixation®
Bacillus 2K (KP195254) S 23.6 1.25 +
Bacillus 1N (KP195255) S 100 2 +
Bacillus 12b (KP195253) L 49 2 +
Bacillus 3a (KP195249) L 16.4 0 +
Bacillus 18 (KP195252) S 29 0 —
Bacillus Bc3 (KP195251) L 16.3 1 +
Brevundimonas 2t (KP195241) S 9.1 3 +
Curtobacterium ga (KP195219) S 9 2 +
Curtobacterium 2A (KP195220) S 0 2 +
Herbiconiux 8da (KP195221) S, L 23.6 1 +
Methylobacterium R1 S 3.6 1 +
(KP195232)
Methylobacterium Rc3 S, L 3 1.75 +
(KP195231)

Micrococcus Bc7 (KP195226) S 16.4 1 —
Micrococcus af3 (KP195228) L 5 1 +
Mycobacterium 7 (KP195229) S, L 16.3 1 +
Paenibacillus 10 (KP195258) L 58.2 0 +
Pantoea 202 (KP195247) L 25.4 2.6 —
Rhizobium 10h (KP195245) L 14.5 1 —
Rhizobium Mle (KP195243) S 43.6 1 —
Roseomonas 19q (KP195242) S 16.4 1 +
Sphingomonas 27 (KP195236) L 20 0 —
Xylophilus 15L (KP195248) L 18.2 0 +
Trichoderma (KU323643) S 66.7¢ nd" nd
Aspergillus (KP195175) S 70.4¢ nd nd
Penicillium (KP195172) LS 74.1¢ nd nd

4 L leaf, S stem
b

Growth inhibition (GI) 14 days after culture against Fusarium sp. in dual cultures

¢ For fungal isolates, values represent GI 7 days after culture since antagonists grew over the Fusarium colony

' nd not assayed

inoculation, and continued growing over the Fusarium
colony.

Pathogenicity test of Fusarium isolates

The three Fusarium strains were negative for pathogenicity
when tested on greenhouse growing yerba mate seedlings.
Different results were obtained when in vitro growing
plantlets were inoculated. In such conditions the tree iso-
lates were able to produce disease symptoms, including
leaf yellowing, leaf and roots dead, and whole plant dead
(Online resource 1). All inoculated isolates reached
severity levels of at least three according to the scale

@ Springer

Maximal P solubilization activity in NBRIP medium supplemented with tricalcium phosphate. SI of reference strain Pseudomonas RHP3: 2.2
Growth on semi-solid nitrogen free NFb medium. +: positive, —: negative

(plants with more than one symptomatic leaf) after
49 days, with 50-60 % plantlets dead. Internal and external
mycelial growth was observed in symptomatic plantlets,
and in all cases the fungus was re-isolated and identifica-
tion coincident with the inoculated strain.

Discussion

In this work we identified fungal and bacterial endophytes
that inhabit yerba mate (llex paraguariensis), and analyzed
the distribution within aerial organs and seasonal variation,
considering endophytes as the culturable community
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recovered from surface-disinfected plant material. In a
previous work, Pimentel et al. (2006) had reported the
endophytic fungal population in cultivated and native yerba
mate leaves in Brazil. In leaf samples from cultivated
plants they recognized five fungal genera (Aspergillus,
Colletotrichum, Fusarium, Penicillum and Trichoderma).
In the present work we identified the same fungi and nine
other not reported previously (Acrocalymma, Cercospora,
Clonostachys, Curvularia, Guignardia, Microsphaeropsis,
Neofusicoccum, Paecilomyces and Phomopsis). Besides,
endophytic isolates of Aspergillus, Penicillium and Tri-
choderma identified in this work showed antagonistic
activity against Fusarium, a typical soil pathogen that
affects yerba mate nurseries, and represent possible bio-
logical controllers for this species.

We also identified 20 taxa of endophytic bacteria iso-
lated from yerba mate leaves and stems. Recently, two
endophytic bacteria have been reported in yerba mate,
Enterobacter sp. (Collavino et al. 2010) and Steno-
trophomonas malthophilia (Luna et al. 2013). We did not
find such bacteria in our surveys, which might respond to
different organ source and plant growth conditions since
Enterobacter sp. has been isolated from roots and
S. malthophilia from stems of greenhouse growing plants.
On the other hand, we have isolated Pantoea sp., which has
been previously reported associated with yerba mate rhi-
zosphere (Collavino et al. 2010). The differences registered
in bacterial composition and ecological niche suggest that,
except for Pantoea sp., endophyte establishment in yerba
mate aerial organs might have happened independently
from root colonization. Further investigation would be
necessary to find out the source and colonization means of
the yerba mate aerial endophytic bacteria.

Seasonal variation of endophytic communities has been
reported in several plant species showing the influence of
factors such as environmental temperature and humidity as
well as host plant growth dynamics (Osono 2008; Jump-
ponen and Jones 2010). Ding et al. (2013) proposed that
plant leaf-associated bacterial communities vary in
response to inner biochemical environment changes of the
host plants as well as weather and overall environment
variations. As reported in other woody species (Kim et al.
2013; Scholtysik et al. 2013), our results showed that
fungal diversity begins to increase in the summer reaching
the highest values during the fall season. Considering that
yerba mate is grown in a climate with rainy fall and spring
seasons, the increasing humidity might be one the factors
that favor endophytic fungal growth. Yerba mate bacterial
endophytic community varied depending on the organ
source. The highest stem bacterial diversity was registered
in winter as well as the lowest diversity of leaf samples.
These results might be related to low diversity of bacteria
in the phyllosphere due to lack of nutrients, UV radiation

and desiccation (Lindow and Brandl 2003). Variation of
bacterial composition as affected by plant tissue has been
reported in several plant hosts (Ma et al. 2013; Jin et al.
2014).

Several studies have revealed age-dependent variations
of endophytic communities. Species richness of Camellia
Jjaponica endophytic fungi was low at leaf emergence and
increased as leaves aged (Osono 2008), and similar results
were found in Pinus needles (Guo et al. 2008). Based on
such results, many authors supported the early hypothesis
of predominantly horizontal transmission of endophytes in
trees, as old plant tissues would have had more time to
accumulate endophytes from the environment, as opposed
to outgrowth from a few initial infection sites (Carroll and
Carroll 1978; Guo et al. 2008). In yerba mate, no signifi-
cant differences were found between young and older
leaves and stems although the highest number of fungal
and bacterial isolates came from mature leaves and stems,
respectively. The crop management practices used in yerba
mate fields might explain the low variation of the endo-
phytic community. Yerba mate leaves are harvested three
times a year, in June, July—August, and September in such
way that the oldest branches and leaves are no more than
1 year old.

Most of the endophytic fungal genera that were isolated
and identified in yerba mate have been reported previously
as endophytes of woody plants in several geographical
regions (Fisher et al. 1993; Suryanarayanan and Vijaykr-
ishna 2001; Sette et al. 2006; Hanada et al. 2010). The most
frequently isolated fungus was Fusarium; it was present in
all the sampling seasons and organ types assayed. Three
isolates related to F. oxysporum, F. lateriticum and F. fu-
Jikuroi species were tested for pathogenicity on yerba mate
plants growing in greenhouse and in vitro conditions. We
could not see any disease symptoms on the yerba mate
plants from which the samples had been taken; moreover,
pathogenicity test performed on pot growing plants was
negative. However, when sterile in vitro growing plants
were inoculated all three isolates resulted pathogenic and
produced symptoms. Fusarium species are highly common
endophytes, reported in almost all studied host plants. It
has even been suggested that endophytism is part of the life
cycle of many plant-associated Fusarium species (Kuldau
and Yates 2000). In support of this hypothesis, endophytic
Fusarium isolates have been found to be plant pathogens
(Kuldau and Yates 2000; Rubini et al. 2005), latent
pathogens (Schulz and Boyle 2006; Kharwar et al. 2010),
or beneficial with biological control activity (Shiono et al.
2007; Deng et al. 2009). Colletotrichum was another fre-
quently found fungal genus. Among others, it has been
isolated from Coffea arabica and C. robusta (Sette et al.
2006), Ficus benghalensis (Suryanarayanan and Vijaykr-
ishna 2001), Camellia japonica (Osono 2008) and
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Theobroma cacao (Hanada et al. 2010). Our results agree
with Colletotrichum being a typical ubiquitous endophyte
since we isolated it from young and old leaves and stems
during all sampling seasons.

Among the bacteria isolated from yerba mate, Acti-
nobacteria was the most abundant taxon, in particular the
genera Curtobacterium and Microbacterium, which were
isolated from all the organs assayed, showing that they are
ubiquitous endophytes. Similar results have been reported
in several plant hosts (Zinniel et al. 2002; Thomas et al.
2006; Magnani et al. 2010; Gagne-Bourgue et al. 2013).
Plant endosphere is a common actinobacteria habitat, in
which the bacteria show different degree of functional and
genetic diversity. They play an important role for the host
plant by producing high amounts of catabolites and growth
promoting compounds (Araujo et al. 2002; Lacava et al.
2007; El-Shatoury et al. 2013; Brader et al. 2014). At least
two of the endophytic Curtobacterium isolated from yerba
mate had the ability to efficiently solubilize phosphates and
fixing nitrogen, one of them had also the ability of
inhibiting Fusarium growth.

Other bacteria frequently found throughout the year
were the alphaproteobacteria Methylobacterium, and Sph-
ingomonas. These genera have been isolated as endophytes
elsewhere and proved to have growth promoting activities.
Species of genus Methylobacterium have been reported to
interact as endophytes with several plant species such as
Citrus spp. (Araujo et al. 2002), Eucalyptus sp. (Ferreira
et al. 2008) Coffea arabica and Capsicum annuum
(Dourado et al. 2012). Among them, Methylobacterium
nodulans is involved with nitrogen fixation, as well as
some Sphingomonas species (Sy et al. 2001; Videira et al.
2009). We detected similar activity in Methylobacterium
isolated from yerba mate but not in Sphingomonas. As
regards biological control, isolates from Sphingomonas
were able to inhibit Fusarium growth. However, the
endophytic bacteria that most efficiently controlled
Fusarium in dual cultures were the Firmicutes Bacillus and
Paenibacillus, which were also able to fixing nitrogen and,
in the case of Bacillus, phosphate solubilizing. Bacillus 1N,
isolated from yerba mate stems, represents a promising
growth promoting bacteria, and will be considered for
future in planta studies. This is not surprising since both
genera have been extensively studied for their growth
promoting activities (Bacon and Hinton 2006; Zhao et al.
2014; Rybakova et al. 2015).

In this work we analyzed the culturable endophytic
community. We are aware that fastidious or unculturable
microorganisms might not be detected by culture-depen-
dent approach. The predominant fungi and bacteria detec-
ted in yerba mate were similar to those reported in other
works in which the same type of technique was used.
Culture-independent methods would provide a better
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understanding of the endophytic population and their
interactions. However, the knowledge of the culturable
endophytic community composition is of great value for
the development of technologies for agricultural manage-
ment, in particular those related to microorganism-based
growth promotion since the isolates are available for
activity and inoculation analyses. In this study, the poten-
tial of endophytic isolates for plant growth promotion was
determined by assessing nitrogen fixation, phosphate sol-
ubilization, ACC deaminase gene detection and fungal
antagonism. Apart from Bacillus isolates, strains of Pan-
toea, Curtobacterium, Methylobacterium, Brevundimonas
and Paenibacillus are to be considered as potential bacte-
rial inoculants for having growth promoting activities. In
particular, Bacillus, Paenibacillus, Trichoderma, Penicil-
lum and Aspergillius are strong candidates for biological
control against Fusarium sp.. This results could be the
bases of developing strategies for improving yerba mate
production with minimum needs of agrochemicals and
therefor less aggressive with the environment.
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