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“Las semillas son invisibles. Duermen en el secreto de la tierra
hasta que a una de ellas se le ocurre despertarse.”
~ Antoine de Saint-Exupéry - “El Principito’
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

MIP: Manejo Integrado de Plagas

EPF: “Entomopathogenic Fungi” (Hongos Entomopatégenos)
DM3810: Don Mario 3810 (Variedad de soja utilizada)
INIBIOLP: Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata
INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

PDA: “Potato Dextrose Agar” (Agar Papa)

NaClO: Hipoclorito de Sodio

EtOH: Etanol

Bb: Beauveria bassiana

2860: Cepa ARSEF 2860 de Beauveria bassiana, cepa wild type en este estudio
BbG4: Cepa recombinante GFP de Beauveria bassiana

BbG6: Cepa recombinante GFP de Beauveria bassiana

BbR5: Cepa recombinante RFP de Beauveria bassiana
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INTRODUCCION

Soja: Un Panorama Global

Glycine max, comUnmente conocido como soja, no es solo una planta: es uno de los pilares
de la agricultura moderna. Con alrededor de 140 millones de hectareas cultivadas a nivel
mundial, ocupa el cuarto lugar en produccién global luego del arroz, el maiz y el trigo (FAO).
Desde sus inicios, el cultivo de la soja ha desempenado un papel esencial en la transicién
de la humanidad hacia la agricultura. Los primeros registros escritos de su cultivo datan del
900 a.C. en China, donde su importancia agricola y econémica quedd documentada. Tras
su domesticacion, la soja se extendio rdpidamente por Asia, llegando a Corea, Japdny, con
el tiempo, al resto del mundo (Norbergy Deutsch, 2023).

En los ultimos anos, el cultivo de soja ha experimentado un crecimiento extraordinario en
términos de producciony productividad, impulsado por elaumento de la demanda mundial
y precios atractivos. Este avance ha sido posible gracias a la introduccién de procesos
innovadores, como la biotecnologia y la capacitacién agricola moderna, la introduccién de
maquinaria masiva y la creacion de cadenas de valor complejas que integran las etapas
productivas, financieras y comerciales (Rocha y Villalobos, 2012). Este progreso no solo
busca satisfacer la demanda global en términos de cantidad, sino también garantizar una
alta calidad del grano. Por ello, mantener el buen estado del cultivo resulta crucial para

evitar pérdidas en rendimiento y calidad.

Importancia de la Soja en Argentina

En los ultimos cincuenta afnos, Argentina se ha consolidado como uno de los principales
productores de soja a nivel mundial, ocupando el tercer lugar después de Brasil y Estados
Unidos. La mayor parte de la soja producida en el pais se destina al mercado internacional,
del total, se exporta el 16% de los granos enteros, el 92% de los granos triturados y el 67%
del aceite de soja (Bianchiy Szpak, 2017).

Hasta fines de la década de 1970, el cultivo de soja tenia un rol marginal en la produccién

agropecuaria argentina. Sin embargo, a partir de la década de 1980, este comenzé a
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expandirse rapidamente gracias a la disponibilidad de nuevos terrenos cultivables en la
zona de La Pampa, y el desarrollo de nuevas variedades modificadas genéticamente en la
década de 1990 (Klein y Vidal Luna, 2021). En la campana 1971/1972, la soja cubria 79.800
hectareas, y solo una década después ya superaba los 2 millones de hectareas. Para la
campana 1986/1987, la soja habia desplazado al maiz en importancia, y en 1991/1992
también al trigo, convirtiéndose en el cultivo principal del pais (Cadenazzi, 2009). En la
campana 2023/2024, la superficie sembrada alcanzé los 16,5 millones de hectareas, con
una produccién estimada en 48 millones de toneladas (Ministerio de Economia; Secretaria
de Agricultura, Ganaderia y Pesca; Argentina 2023). En la actualidad, la soja es el cultivo
predominante en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cérdoba, donde representa mas

del 40% del area cultivada total.

La Planta de Soja

Glycine max (G. max) es una planta leguminosa (Fabaceae). Sus semillas poseen un alto
contenido de aceite, y es alta en proteinas. Su germinacién ocurre en 48 horas, bajo
condiciones de crecimiento ideales. Los cotiledones proporcionan nutricion a la plantula
durante los primeros 7 dias. La primera hoja “verdadera” se desarrolla como un par de
foliolos (o un bifolio). Posteriormente, los nudos maduros producen hojas trifoliadas, con
tres foliolos por hoja. Sus hojas, tallos y vainas estan cubiertos por finos pelos grises. Las
flores nacen en la axila de la hojay son de color blanco o purpura rosado (Purcell y Ashlock,
2014).

Durante su desarrollo, la planta de soja pasa por varios estadios fenolégicos. Estos se
pueden dividir en dos etapas: vegetativa (V) y reproductiva (R), como se muestra en la figura

1.1.
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R1 R6 R7 R8
Figura 1.1: Estadios fenolégicos de la planta de soja (G. max) (Rubény Toledo, 2006).

La fase VE se refiere a la fase de emergencia, el hipocdtile empuja al epicdtile y a los
cotiledones haciéndolos emerger. En la VC, la fase cotiledonar, los cotiledones se
despliegan completamente y emerge el bifolio, cuyos bordes no se tocan. Los estadios
siguientes se denominan con unaV seguido del numero de nudos. Sélo se considera que se
llegd al siguiente estadio cuando las hojas estdn completamente desplegadas, y sus bordes
no se tocan (Figura 1.2). Alinicio de la floracién comienza la fase reproductiva con R1. En el
estadio R2 las flores estan completamente desarrolladas. Entre R3y R4 se forman las vainas
que contendran las semillas, y entre R5 y R6 se forman las semillas. A partir de este
momento las hojas comienzan a ponerse amarillas y a caerse. Entre R7 y R8 la planta
madura completamente, perdiendo la coloracidon verde y quedando sélo las vainas (Rubén

y Toledo, 2006).
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Figura 1.2: Esquema de una planta de soja en estadio de crecimiento V2. Elaboracidn propia.

Plagas

En el contexto de cultivos agricolas, se define como plaga a cualquier organismo - ya sean
insectos, agentes patégenos, o malezas - cuya densidad poblacional supera los niveles
aceptables para un cultivo, afectando negativamente la calidad y la produccion, generando
pérdidas econdémicas (Vitti y Sosa, 2006).

Para el caso de artropodos plaga, estos pueden clasificarse de varias formas (Fit et al.,
2019):

- Segun su incidencia, se pueden clasificar en: clave (siempre se encuentran en
cantidades que producen danos significativos en la produccidn), ocasionales (sélo
alcanzan niveles perjudiciales ocasionalmente, en condiciones ambientales
desfavorables), potenciales (normalmente no afectan la produccién debido a su bajo
nivel), o migratorias (no se encuentran geograficamente en el agrosistema, pero

pueden provocar danos si llegaran a la zona).
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- Segun el nivel y tipo de dano, se pueden clasificar como defoliadoras (consumen
hojas), cortadoras (cortan tallos al ras del suelo), barrenadoras (taladran ramas y
troncos de arboles), y minadoras (forman tlneles dentro del tejido de las hojas).

- Segun la parte vegetal afectada, en directas (afectan la parte cosechable de la
planta) e indirectas (afectan partes no cosechables).

- Segun el estado de desarrollo danino, puede ser inmaduro (larva), adulto, o ambos.

Plagas Tipicas en Soja

Desde su germinacién hasta la madurez, los insectos plaga son uno de los principales
factores que afectan al cultivo de soja, alimentandose de recursos presentes en la plantay
de este modo limitando su crecimiento y rendimiento, causando pérdidas significativas
(Lucarelliy Trumper, 2015; Russo, Scorsetti, et al., 2019). Segln los informes mas recientes,
a nivel pais se calcula una pérdida de alrededor del 10% de la produccién anual por accidén
de insectos plaga en este cultivo (Pelizza et al., 2018).

Como se observa en la figura 1.3, durante las etapas vegetativa y reproductiva temprana del
cultivo, principalmente predominan los picudos (orden Coleoptera) y orugas (Lepidoptera).
Durante la etapa reproductiva tardia (méas especificamente en la fructificacién) es mas

comun encontrar la presencia de chinches (Hemiptera) (Fit et al., 2019).

Picudos (Coleoptera) Orugas (Lepidoptera) Chinches (Hemiptera)

Orugas cortadoras, defoliadoras, bolilleras y barrenad.oras ™
Tucuras P
¥ oo X1<e
Trips - y S A
>\
Arafiuelas La ﬁ:. ¥y f:; B g
ﬂ( x P o X Ly *, K&
Palomas <F ) \ Sl ol ) C yre
= w g ‘T‘ 'l'* & 4./
b, <+* N " o | e P
N N . i" > - { * o
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Etapa Vegetativa Etapa Reproductiva
Figura 1.3: Plagas tipicas de soja a lo largo de su desarrollo (Fit et al., 2019)
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Entre las plagas mas abundantes en el cultivo de la soja, se encuentran las orugas
defoliadoras (Lepidoptera: Noctuidae). Estas causan dafios directos e indirectos en las
plantas, principalmente mediante consumo foliar durante el estado vegetativo y
reproductivo. Estos danos provocan una disminucién en la capacidad de realizar
fotosintesis e intercepcion de luz, lo cual conlleva a pérdidas de material almacenado en
hoja, acortamiento del periodo de llenado de granos, y mermas en el rendimiento (Lucarelli

y Trumper, 2015; Russo et al., 2016; Urretabizkaya et al., 2010; Vitti y Sosa, 2006).

Plaguicidas

El control de plagas y el manejo del eco-agrosistema es clave para evitar pérdidas en
rendimiento y produccidon en los cultivos. Desde los ‘70, se han desarrollado estrategias
quimicas y biolégicas a nivel internacional para el control de plagas; sin embargo, hasta la
actualidad la herramienta mas utilizada en el pais sigue siendo el control quimico mediante
plaguicidas (Demetrio et al., 2012).

3

Segun la FAO, el término plaguicida puede usarse para referirse a “...insecticidas, aceites
minerales, herbicidas, fungicidas, bactericidas, reguladores del crecimiento de las plantas,
rodenticidas y cualquier otra sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o
de los animales, las especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que
interfieren de cualquier otra forma en la produccién, elaboracién, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera o alimentos para animales, o [sustancias] que pueden administrarse a los animales
para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en sus cuerpos o sobre ellos..” (FAO, n.d.).
Para este estudio, se utilizara ‘plaguicida’ o ‘insecticida’ para referirse especificamente a
aquellos plaguicidas quimicos que tienen como blanco insectos plaga de plantas.

El crecimiento acelerado de la produccion y desarrollo del cultivo de soja viene
acompanado de un aumento significativo en el uso de pesticidas (Ronco et al., 2008), y la
mayoria de estos son de amplio espectro. Si bien en la modernidad parecieran ser

necesarios para lograr cumplir con las demandas econdmicas del mercado, su uso
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indiscriminado no es deseado y se considera problematico. Esto se debe a su baja
especificidad, toxicidad residual para el ambiente y para la inocuidad del producto
cosechado, persistencia y bioacumulacién, y efectos negativos en la salud humana.
Asimismo, el uso excesivo de estos insecticidas puede producir un aumento de la
incidencia de plagas, a causa de la ruptura de los mecanismos de control naturales,
generando una prevalencia de poblaciones resistentes a dichos plaguicidas (Gonzalez et
al., 2010).

Entre los insecticidas mas utilizados destacan dos: la cipermetrina, un compuesto
piretroide que representa mas del 50% del consumo total, y el clorpirifos, un compuesto
organofosforado (SENASA, Registro nacional de terapéutica vegetal). La venta y aplicacién
de estos pesticidas en zonas rurales es libre, y se aplica sin supervision ni control. Tanto la
cipermetrina como el clorpirifos son neurotéxicos de amplio espectro, clasificados por su
toxicidad dérmica y oral como moderadamente téxicos, y altamente téxicos para peces,
anfibios, e invertebrados acuaticos. Ambos presentan una moderada persistencia en el
suelo, y se han detectado en arroyos adyacentes a cultivos de soja luego de eventos de lluvia

(Ronco et al., 2008; SENASA, n.d.; Venturinoy Alvarez, 2021 )-

Control Biologico de Plagas

Para abordar la problematica del uso excesivo de plaguicidas se impulsd la busqueda de
alternativas mas ecolégicas y compatibles con el ambiente, y de menor toxicidad (Bamisile
etal., 2021).

Elcontrol de plagas es, posiblemente, el mayor desafio de la produccién agricola. EL Manejo
Integrado de Plagas (MIP) es un sistema que combina diversas técnicas de controldentro de
una estrategia integral. Su objetivo es regular las poblaciones de plagas considerando su
habitat y dinamica poblacional, manteniéndolas en niveles bajos que no generen dafnos
econdémicos. Este enfoque se basa en un analisis costo-beneficio y busca equilibrar los
intereses de los productores, la sociedad y el medio ambiente. (FONTAGRO et al., 2021;

Litwin et al., 2020; Samal et al., 2023).
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Las técnicas mas comunes en el MIP incluyen diversas estrategias. Las principales técnicas

se describen a continuaciéon (FONTAGRO et al., 2021):

Control genético: Consiste en el uso de estrategias como la macho-esterilidad y
otras tacticas similares para reducir la poblacién de plagas.

Control fitogenético: Se basa en el uso de variedades de cultivos que son
resistentes a las plagas, reduciendo asi su impacto.

Control cultural: Incluye practicas que dificultan la supervivencia o el dafo
causado por las plagas, como la rotacién de cultivos.

Control biolégico: Se enfoca en favorecer el desarrollo de enemigos naturales de las
plagas, ya sean organismos que se encuentran naturalmente en el cultivo o que son
introducidos artificialmente.

Control etolégico: Utiliza trampas, atrayentes, feromonas y repelentes para
modificar el comportamiento de las plagas y reducir su incidencia.

Control fisico: Implica la destruccion de plagas mediante métodos fisico-
mecanicos, como el uso de barreras o la aplicacidén de temperaturas extremas.
Control legal: Consiste en la implementaciéon de normativas y legislacion que
prohiben practicas dafinas o el uso de productos peligrosos. También puede incluir
la obligacion de ciertos procedimientos, como la eliminacién de residuos agricolas
que puedan favorecer la proliferacion de plagas.

Control quimico: Se aplica segun criterios de minima y oportuna utilizacién,

priorizando la eficienciay reduciendo el impacto ambiental.

De estas estrategias, nos enfocaremos especificamente en el control bioldgico. El control

biolégico también se puede definir como la reduccién de la cantidad de enfermedad

causada por patdgenos, mediante la accion de uno o mas organismos, huéspedes o

antagonistas, que puede ser llevada a cabo de manera natural o a través de la alteracion del

entorno. Estos organismos pueden ser otros insectos que actuan como parasitoides o

depredadores, o bien microorganismos entomopatégenos como hongos, bacterias o virus

(Islam et al., 2021; Vega, 2018).
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Entre las principales ventajas frente a los pesticidas quimicos tradicionales se destacan la
ausencia de residuos quimicos y la preservaciéon de microorganismos benéficos asociados
al cultivo, entre otras (Lacey et al., 2015). No obstante, su adopcién comercial a gran escala
enfrenta limitaciones debido a su susceptibilidad a condiciones ambientales bidticas y
abidticas. Es decir, interacciones que resultan prometedoras en condiciones de laboratorio
o invernadero pueden perder eficacia en campo debido a factores ambientales o bioldgicos
(Heimpely Mills, 2017).

Los ultimos registros indican que, en Argentina, actualmente hay mas de 3900 formulados
en el SENASA, entre insecticidas, fungicidas, herbicidas, antibidticos, acaricidas, entre
otros. Sin embargo, solo 11 de ellos son productos biolégicos. Entre los de actividad
insecticida, se encuentran siete formulados de Bacillus thuringiensis, seis de B.
thuringiensis var. kurstaki, uno basado en el virus de la granulosis de Cydia pomonellay uno
de Beauveria bassiana. Ninguno de estos productos esta disponible para uso doméstico o
en superficies pequefas, y la informacion sobre sus aplicaciones recomendadas es

limitada (Riveray Wright, 2014).

Hongos Entomopatogenos

Dentro del control biolégico de insectos plaga se destacan los hongos entomopatdgenos (o
EPF, por su sigla en inglés). Los EPF actuan como agentes patdgenos de insectos debido a
su capacidad de infectar, y si se dan las condiciones adecuadas, causar la muerte de ciertas
especies de insectos; invadiendo y colonizando su cuerpo. Estos hongos pueden infectar
diversas especies de insectos plaga, como lepidépteros, pulgones, trips, entre otros, sin
representar un riesgo significativo para organismos no blanco o insectos beneficiosos
(Bamisile et al., 2021; Mutune et al., 2016).

Tradicionalmente, los hongos entomopatdégenos se consideraron exclusivamente
patégenos de artropodos. Pero se ha descubierto que muchos de ellos actian también
como endofitos, antagonistas de enfermedades vegetales, colonizadores de la rizosfera y

promotores del crecimiento vegetal (Lacey et al., 2015).
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Los EPF son capaces de infectar insectos plaga en distintas etapas de su ciclo de vida,
desde la fase larval hasta la adultez. Actualmente, se han identificado mas de 700 especies
pertenecientes a aproximadamente 90 géneros, incluidos miembros de Oomycetes,
Chytridiomycota, Microsporidia, Entomophthoromycota, Basidiomycota y Ascomycota
(Humber, 2012). Los géneros mas utilizados son Beauveria, Metarhizium, Isaria, Hirsutella 'y
Lecanicillium (Bamisile et al., 2021; Khachatourians y Qazi, 2008).

Para su aplicacién, los hongos entomopatdgenos se preparan en formulados compuestos
por el hongo, que puede encontrarse en forma de conidios o blastosporos, en polvo o0 en
suspension, combinados con otros componentes que aumentan su persistencia vy
virulencia. Estos productos estan disponibles en formatos liquidos, polvos solubles en agua
o0 preparados en aceite. Actualmente, se comercializan para su uso masivo en
Norteamérica, Europa y Africa contra plagas especificas (Islam et al., 2021).

La aplicacion de hongos entomopatégenos para control biolégico de plagas de cultivos de
interés puede darse principalmente por dos mecanismos: inoculacion o inundacion. En la
inoculacién se aplican pequefias cantidades del hongo al inicio de la temporada,
permitiendo que este crezca a lo largo de la temporada y se establezca en el cultivo. La
inundacion consiste en la aplicaciéon de grandes cantidades del hongo en periodos cortos
de tiempo, de un modo similar a un insecticida quimico. Este ultimo método se denomina
“micoinsecticida” o “micopesticida” (Mutune et al., 2016; Shah y Pell, 2003).

Los agentes de control biolégico fungicos presentan un modo de infeccion unico; a
diferencia de otros organismos entomopatdgenos, los EPF pueden invadir al insecto
directamente a través de su cuticula (Roberts y Hajek, 1992).

La infeccion comienza con la adhesidon de las esporas a la cuticula, transportadas
pasivamente por corrientes de viento o agua (Gabarty et al., 2014). Cuando los conidios se
depositan sobre la superficie del insecto, se adhieren y germinan, desencadenando
cascadas de reconocimiento y activacién enzimatica tanto en el insecto como en el hongo
(Shah y Pell, 2003; Sharma et al., 2023). Dadas las condiciones adecuadas, el conidio

germina y forma una estructura especializada llamada tubo germinal, que penetra la
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cuticula, concentrando energia fisica (presién mecdnica) y quimica (degradacién
enzimatica, como proteasas, lipasas, quitinansas) en un area pequefa para garantizar el
ingreso eficiente (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). Factores ambientales como la
temperatura, humedad y luz solar también pueden afectar la adhesion, germinacion,
penetraciony crecimiento.

Luego de la penetracion, el hongo ingresa y se distribuye en la hemolinfa. Este se alimenta
de los nutrientes presentes en la hemolinfa, crece y produce toxinas, provocando la muerte
delinsecto en un plazo de entre 3y 7 dias desde la infeccidn (Figuras 1.4y 1.5). Finalmente,
luego de la muerte del insecto, el hongo vuelve a emerger y produce nuevas esporas en el
cadaver, que se diseminany continlan su ciclo de vida en otros huéspedes (Brivioy Mastore,
2020; Islam et al., 2021; Mascarin y Jaronski, 2016; Sanchez-Pérez et al., 2014; Shah y Pell,
2003).

ba
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Figura 1.4: Ciclo de vida de un hongo entomopatégeno.
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Figura 1.5: Diagrama de infeccién del hongo entomopatdgeno B. bassiana (Mascarin y Jaronski,

2016).

Hongos Entomopatogenos Endofitos

La adopcidon comercial a gran escala de los hongos entomopatdgenos enfrenta limitaciones
debido a su susceptibilidad a condiciones ambientales adversas, como cambios en la
humedad, la exposicién a la luz UV y las variaciones de temperatura, asi como por
dificultades en la aplicacion y alcance. Para superar estas limitaciones, se podria
aprovechar la capacidad natural de algunos hongos entomopatdgenos para comportarse
como enddéfitos, lo que podria mejorar su eficacia como agentes de control biolégico al
protegerlos de los factores ambientales y evitar las dificultades en su aplicacion (Bamisile
etal., 2021).

El endofitismo se define como la colonizacién asintomatica de tejidos vegetales
aparentemente saludables. Se consideran hongos enddfitos a aquellos capaces de habitar
tejidos vivos de las plantas durante parte de su ciclo de vida sin causar efectos negativos.
Esta categoria abarca un amplio rango de relaciones simbidticas, que incluyen el
parasitismo, el comensalismo y el mutualismo. En este intercambio, la planta proporciona

al hongo un sustrato, nutrientes y proteccion, mientras que el hongo contribuye con



sustancias y metabolitos que fortalecen las defensas de la planta y favorecen su
crecimiento (Stone et al., 2004).

Los hongos enddfitos pueden aislarse de diversas partes de la planta (Figura 1.6), como
semillas, hojas, tallos y raices. Para estudiar el endofitismo, se seleccionan plantas que se
vean saludables y libres de patégenos, prefiriéndose, en general, el uso de tejidos jévenes

(Selim, 2012).

Figura 1.6: Varios hongos enddéfitos Ascomycetes aislados de angiospermas y coniferas en
Norteaméricay Panama (Selim, 2012).

Recientemente, ha aumentado el interés por el rol ecolégico de los hongos
entomopatogenos endofitos ya que se cree que estos puedan también promover el
crecimiento de las plantas en las que habitan (Impullitti y Malvick, 2013). Los hongos
entomopatdégenos enddfitos pueden beneficiar a las plantas de manera indirecta, al
defenderlas de insectos plaga, y/o de forma directa al promover su crecimiento. Ciertos
hongos enddéfitos mejoran parametros morfolégicos de las plantas que colonizan, como la
germinacién de semillas, la longitud de las raices, el area y nimero de hojas, y la altura,
entre otros. (Russo, 2016). Se ha reportado que, como endofitos, estos hongos también
pueden detener la alimentacién de los insectos y la puesta de huevos (Mutune et al., 2016;

Muvea et al., 2018).



Beauveria bassiana

Los géneros Beauveria y Metarhizium forman el 70% de la totalidad de hongos
entomopatdégenos usados en control biolégico disponibles comercialmente (Mascarin y
Jaronski, 2016).

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno de aspecto hialinoy de conidios esféricos
entre 1,56 y 5,5 pm de diametro, y paredes lisas (Figura 1.7); perteneciente a la clase
Deuteromycetes. Es la forma anamorfa (o asexual) de Cordyceps bassiana (Rehner et al.,

2011; Sinha et al., 2016).

8 &

Figura 1.7: Conidios de Beauveria bassiana observadas en microscopio. Aumento: 100X.

Beauveria bassiana (B. bassiana) es capaz de infectar varios insectos, incluyendo caeliferos,
coledpteros, pulgones, moscas blancas, entre otros (Sinha et al., 2016). Este hongo
entomopatdgeno causa la enfermedad de la muscardina blanca, la cual recibe este nombre
debido a la apariencia del micelio blanco que emerge del insecto (Figura 1.8) tras su

infeccion (Sandhu et al., 2012).



Figura 1.8: B. bassiana emergiendo desde cadaver de T. castaneum. Fuente: “Mortal dance - The
Sinister Beauty of the Infection”, Lautaro Preisegger, Daysi Espin Sanchez, Carla Huarte-Bonnet,
2024.

En B. bassiana, como en todos los hongos entomopatégenos, la principal via de infeccidén
es el contacto cuticular. Sin embargo, en ciertos insectos la cuticula presenta una barrera
para los patégenos: esta puede estar recubierta de secreciones con lipidos, proteinas, u
otros compuestos antifungicos de defensa. Algunos tenebroides, como Tribolium
castaneum, presentan resistencia por la produccién de compuestos derivados de
quinonas, que poseen actividades antimicrobianas contra ciertos hongos filamentosos,
actuando como fungistaticos y afectando negativamente la germinaciony el crecimiento de
hongos como B. bassiana (Pedrini et al., 2015). Para superar esta barrera, se ha propuesto
una ruta alternativa: la entrada del hongo entomopatdégeno por via oral o respiratoria,
seguida de su adhesion a la cavidad bucal o al tracto intestinal, como se muestra en la figura
1.9. La capacidad de B. bassiana para infectar tanto por via cuticular como oral lo convierte
en un desafio mayor para el sistema inmunoldgico del insecto y, por ende, en un candidato
prometedor como alternativa a los pesticidas quimicos (Mannino et al., 2019). La ruta de
infeccidn oral evita la barrera de la cuticula (da Silva et al., 2015; Pedrini et al., 2010, 2015),
evitando asi los mecanismos de resistencia a los entomopatdgenos. La exploracion y
aprovechamiento de estas vias alternativas podria aumentar la eficacia del uso de hongos

entomopatdégenos como herramienta de control biolégico (Mannino et al., 2019).
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Figura 1.9: Diagrama propuesto de infeccion oral de B. bassiana (Mannino et al., 2019).

Establecimiento de B. bassiana como Endoéfito en Soja

Se ha reportado que B. bassiana es capaz de establecerse como endéfito y promover el
crecimiento de la planta de soja (Russo et al., 2019), algodén (Lopez y Sword, 2015), maiz
(Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al., 2020; Russo, 2016), tomate (Nishi et al., 2021),
frutilla (Canassa et al., 2020), pepino (Shaalan et al., 2021), pimiento de cayena (Yusniwati
et al., 2023), uva viti-vinifera (Mantzoukas et al., 2021), lechuga (Macuphe et al., 2021), frijol
comun (Afandhi et al., 2019), yuca (Greenfield et al., 2016), entre otros.

B. bassiana puede ser aplicado por aspersién foliar (Allegrucci et al., 2017; Corréa et al.,
2020; Nishi et al., 2021; Russo, Scorsetti, et al., 2019) o de suelo (Greenfield et al., 2016),
por irrigacion radicular mediante inyeccidon en suelo (Wei et al., 2020), por cobertura de
folios con pincel (Marassatto, 2022), o inoculacion por inmersidn con suspension de
conidios de semillas (Allegrucci et al., 2017; Canassa et al., 2019; Clifton et al., 2018) y
raices (Allegrucci et al., 2017; Canassa et al., 2020; Russo et al., 2015).

En soja, se demostrd que, como enddfito, B. bassiana produce un efecto bioestimulante:
este logro mejorar el rendimiento, y los parametros de crecimiento y desarrollo de la soja:
su altura, numero de hojas, longitud de raices, germinacién de semillas, llenado de vainas,
entre otros (Russo, 2016; Russo, et al., 2019). Se verificé que B. bassiana inoculado en soja
se mantuvo como endofito en la plantay pudo recuperarse desde diversas partes del tejido

vegetal hasta 28 dias después de su inoculacién (Russo, et al., 2019).
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La inoculacién de B. bassiana en soja para su establecimiento como endéfito es una
alternativa al enfoque inundativo usado comunmente en hongos entomopatdégenos
(Mutune et al., 2016). Plantas colonizadas por B. bassiana pueden reducir el dafio causado
por varios insectos plaga (Jaber y Ownley, 2018). Al establecerse como enddfito en soja, B.
bassiana es capaz de actuar como entomopatdgeno del insecto plaga Helicoverpa
gelotopeon, afectando significativamente su supervivencia, crecimiento, parametros
reproductivos, y preferencias alimentarias, al ser alimentados con hojas previamente
inoculadas y de este modo ingresando por la via oral (Russo, Scorsetti, et al., 2019).
Entonces, el potencial de B. bassiana enddfito es doble: por un lado, puede favorecer el
crecimiento y el rendimiento de la planta de soja; por otro lado, también es capaz de
disminuir la preferencia y el consumo de sus hojas por insectos plaga, o directamente
disminuir la poblacion de estos al causar su muerte.

Enlabusqueda de nuevos métodos de aplicacion paralainoculacion de plantas con hongos
entomopatdgenos enddfitos que sean sencillos y econdmicos para facilitar su uso
comercial en campo, se explord una alternativa a los métodos de inoculacién previamente
mencionados, la cual consiste en la adhesién de polvo de conidios a las semillas mediante
técnicas de recubrimiento. Este método, utilizado tradicionalmente para proteger las
semillas de enfermedades y plagas (Lacey et al.,, 2015), permite recubrirlas con
microorganismos beneficiosos. Kabaluk y Ericsson (2007), lograron establecer Metarhizium
spp. como endoéfito en maiz utilizando esta técnica.

En este estudio, se exploré este método alternativo de inoculacién de G.max con B.
bassiana. Se propuso estudiar el endofitismo de una cepa de B. bassiana de referencia, asi
como cepas recombinantes con genes reporteros fluorescentes verde y rojo, utilizando la
técnica de adhesion de polvo de conidios en semillas, aun no estudiada en el sistema G.
max-B. bassiana.

De esta manera, a partir del establecimiento de estas cepas recombinantes como endofitos
por esta metodologia, se espera poder contribuir en el estudio de la dinamica de
colonizacion fungica en plantas de soja a través de su visualizacidn por microscopia de

fluorescencia.



OBJETIVOS

Objetivo General
- Avanzar en el conocimiento de la interaccion y dinamica del endofitismo entre el
hongo entomopatégeno B. bassiana y la planta de soja G. max.

Objetivos Especificos

Evaluar la efectividad de diversos métodos de esterilizacion de semillas de soja.

- Evaluar la capacidad endofitica y bioestimulante de B. bassiana ARSEF 2860

inoculadas por adhesion de conidios secos en semillas de soja.

- Comparar la patogenicidad de las cepas recombinantes ARSEF 2860-GFP y ARSEF
2860-RFP con la cepa ARSEF-2860 wild type frente a insectos modelo (Tribolium

castaneum).

- Seleccionar una cepa candidata de cada reportero para su utilizacién en ensayos de

endofitismo.

- Evaluar la capacidad endofitica y bioestimulante de las cepas recombinantes
candidatas de B. bassiana inoculadas por adhesion de conidios secos en semillas

de soja.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo y mantenimiento de cepas de B. bassiana

Se utilizaron las siguientes cepas de B. bassiana para este estudio:

Cepa Abreviatura ‘ Caracteristica
B. bassiana ARSEF 2860 2860 Wild Type
B. bassiana GFP_4 BbG4 Cepa recombinante que expresa el

gen de la proteina  verde
fluorescente.

B. bassiana GFP_6 BbG6 Cepa recombinante que expresa el
gen de la proteina  verde
fluorescente.

B. bassiana RFP_5 BbR5 Cepa recombinante que expresa el
gen de la proteina roja fluorescente.

Tabla 1: Cepas de B.bassiana utilizadas.

La cepa wild type (ARSEF 2860, WDCM 112) fue cedida por el Dr. Richard Humber, USDA,
Cornell University, USA. Las cepas recombinantes fueron creadas por Daysi Espin Sanchez
en el laboratorio de bioproduccion INIA en Las Brujas, Uruguay. Estas cepas fueron
obtenidas por transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens, utilizando el
plasmido pcGen, que posee el gen de resistencia a la geneticina, con su correspondiente
gen reportero GFP o mCherry. En la figura 2.1 se muestra el pldsmido que se utilizé para
transformar las cepas RFP. El constructo utilizado para los candidatos GFP es similar, pero

contiene la secuencia del gen que expresa GFP en lugar de mCherry.
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Figura 2.1: Plasmido pCGEN_mCh que se utilizé para transformar B. bassiana, conteniendo la

secuencia del gen de RFP mCherry.

Se conservaron cultivos stock de las cepas de B. bassiana en placas de PDA casero,
refrigeradas a 4°C.

Para preparar 1000mL del medio PDA casero, se utilizaron 200 gramos de papa, lavada,
pelada, y cortada en cubos pequefios. Se hirvieron en 1L de agua destilada por 25 minutos.
Se recolectd el extracto liquido de papa, haciéndolo pasar por un filtro. A continuacién, al
filtrado se le agregaron 20 gramos de dextrosay 15 gramos de agar, y se completo elvolumen
con agua destilada para llevar a 1 litro. Esta mezcla se esterilizé6 en autoclave, y una vez
enfriada se agregd ampicilina para llevar a una concentracion final de 75 uyg/mL, mezclando
y vertiendo en placas Petriinmediatamente.

Se realizaron repiques frecuentes de los cultivos. Para ello, se tomdé micelio de una placa de
stock fresco del hongo (Figura 2.2), y se sembrd con ansa en una nueva placa de medio PDA.

Las placas se incubaron en estufa a 26 °C durante 14 dias.



Figura 2.2: Placa de PDA con cultivo de B. bassiana 2860.

Para mantener su capacidad infectiva 6ptima, B. bassiana fue periédicamente pasado por
insecto, lo que consistié en infectar varios ejemplares del insecto modelo Tribolium
castaneum (T. castaneum) y tras realizar una camara hiumeda del insecto muerto, utilizar el

micelio emergente para realizar repiques.

Obtencion y cuantificacion de polvo de conidios

A partir de un cultivo de B. bassiana con 14 dias, se utilizd6 una espatula para levantar el
crecimiento fungico y se depositd en una placa de vidrio pequena. A continuacion, se llend
otra placa de vidrio de mayor diametro con perlas de silica, y dentro de esta se colocé la
placa de Petri pequefia, cubriendo con la tapa de la placa de mayor tamano. Se dej6 secar
en estufa a 26 °C durante aproximadamente 7 dias o hasta verificar que este se disgregara
facilmente con una espatula. En los casos en los que el crecimiento fungico presentaba
humedad excesiva, se renovaron las perlas de silica a mitad del proceso de secado. Unavez
seco, se triturd con la espatula hasta obtener un polvo fino, El polvo se almacend en tubos
Falcon de 15 mL (Figura 2.3) y se registr6 el peso obtenido. Los tubos se refrigeraron a 4°C

hasta su uso.



Figura 2.3: Tubo Falcon de 15ml con polvo de B. bassiana.

Para la cuantificacion del polvo de conidios, se pesd una pequena cantidad de polvo en
balanza analitica, y a continuacién se colocd en un Eppendorfde 1,5 mL. Se agregd 1 mL de
Tween 0,05% para diluir, y esta suspensiéon se cuantificé por recuento en cdmara de

Neubauer Mairenfeld de 0,0025 mm?2de areay 0,100 mm de profundidad (Figura 2.4).

Figura 2.4: Camara de Neubauer utilizada.

La formula utilizada para obtener la concentraciéon (conidios/mL) de la muestra es la

siguiente:

(Z #conidios por cuadrante) * 10* x factor de diluciéon
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Bioensayo de mortalidad de T. castaneum frente a conidios de B.
bassiana

Con el objetivo de evaluar si la insercion de GFP y RFP no dirigida en las cepas
recombinantes modifico la capacidad infectiva, se evalud la patogenicidad de estas frente
a la cepa wild type y se incluyd un control negativo.

Se utilizé Tribolium castaneum como insecto plaga modelo para evaluar la patogenicidad
de las cepas recombinantes.

En la siguiente figura se muestran los estados de desarrollo de este insecto:

ﬂ.w_- N e «

Larva

Pupa Adulto

Figura 2.5: Ejemplares larva, pupay adulto de T. castaneum.

Los insectos, tanto adultos como larvas, se conservaron en un sustrato sélido rico en
nutrientes, con los componentes indicados en la tabla 2. Los mismos fueron mantenidos en
frascos de vidrio a 27 £ 2 °C, en oscuridad y humedad relativa 70 £ 5% en las instalaciones

del insectario del INIBIOLP. De esta colonia, mantenida rutinariamente, se tomaron los

especimenes para realizar el bioensayo a continuacion.

Componente ‘ Concentracion (%) ‘

Harina 85%

Leche en polvo | 5%

Levadura 5%

Germen de trigo | 5%

Tabla 2: Composicién de sustrato para insectos.
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Para los bioensayos se colocaron 10 individuos adultos o larvas de T. castaneum no sexados
en placas de vidrio de 6 cm de diametroy 1 cm de profundidad conteniendo 0,5 gramos de
sustrato fungico (Figura 2.6), compuestos de harina y polvo de conidios previamente
cuantificado, de manera que cada placa tuviera 1x10° conidios totales, con la cantidad de
harina suficiente para completar 0,5 g.

Se ensayaron 5 condiciones: dos candidatos GFP (BbG4 y BbG6), un candidato RFP (BbR5),
la cepa wild type (ARSEF 2860) y un control negativo (solo harina) tanto para adultos como
para larvas.

Todas las placas se incubaron en estufa a 26 °C. Durante 15 dias, se registré diariamente la
mortalidad, retirando los ejemplares muertos. Estos se separaron, almacenarony rotularon

en sobres de papel aluminio para su posterior evaluacién en camaras humedas.

Figura 2.6: Placas de vidrio con T. castaneum adultos y mezcla de harina y polvo de conidios.

Se realizaron tres réplicas técnicas por condicion, resultando en un total de seis placas por
condicién: tres con adultos y tres con larvas. Se realizaron tres repeticiones del ensayo
completo, independientes en el tiempo.

Al finalizar el ensayo de mortalidad, se prosiguié a realizar las camaras humedas de los
insectos muertos. Los insectos se esterilizaron superficialmente: primero, se lavaron los
ejemplares durante 15 segundos en etanol al 70%. Luego, se sumergieron durante 10

segundos en lavandina comercial al 10%, y finalmente se enjuagaron durante 1 minutoy 30
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segundos en agua destilada estéril. Posteriormente, se dejaron secar sobre papel de filtro
estéril.

A continuacidn, se colocaron los individuos desinfectados en placas con agar-agua (con 15
g/L de agary 75 ug/mL de ampicilina), para permitir el crecimiento del hongo en el exterior
de los cadaveres. Los insectos se distribuyeron en cuadrantes previamente rotulados. Se
utilizé una placa para cada tratamiento, para evitar contaminacién cruzada.

Las placas se incubaron en estufa a 26 °C. Tras 8 dias de incubacion, se procedi6 a evaluar
y cuantificar el nimero de insectos que dieron positivo para infeccién con B. bassiana al

observar crecimiento fungico hialino caracteristico de la especie.

Métodos de esterilizacion de semillas de soja
Se utilizé la variedad DM3810 de soja (G. max) para todos los ensayos. Las semillas se

mantuvieron refrigeradas a 4 °C.

Figura 2.7: Semillas de G. max DM3810.

Siguiendo metodologias de Costa-Catala et al. (2024), Davoudpour et al. (2020), Escamilla
et al. (2019); se evaluaron tres métodos de esterilizacién de semillas: el primero consisti6
en una solucion de NaClO al 2% p/v, el segundo una solucién de NaClO al 3% p/v, y por
ultimo una combinacién de EtOH al 70% v/v seguido de NaClO al 2% p/v.

Las semillas fueron colocadas en frascos de vidrio estériles conteniendo las soluciones

para cada tratamiento, hasta quedar completamente cubiertas de liquido, por 10 minutos
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para cada condicion. Luego de la esterilizacién, las semillas fueron transferidas a frascos
que contenian agua destilada estéril para eliminar residuos de las soluciones previamente
utilizadas y finalmente se secaron en placas de vidrio con papel de filtro estéril.

Las semillas ya esterilizadas y secas se sembraron en placas de medio PDA, colocando 3
semillas por placa para cada tratamiento, por triplicado. Estas se incubaron en estufa a 26
°C, y se evaluaron parametros a los 3, 5, y 6 dias.

A los 3y 5 dias se midié la longitud de la raiz con una reglay el grado de contaminacién, sin
abrir las placas. El grado de contaminacién se establecié cualitativamente, con valores
entre 0y 4, siendo 0 no contaminado y 4 la maxima contaminacién observada. En el dia 6 se
abrieron las placas para medir la longitud de la raiz con mayor precisién, y también se conté
el numero de raices secundarias. Se realizaron tres repeticiones independientes en el
tiempo del ensayo. La evaluacion de estos datos permitié seleccionar el mejor método de

esterilizacion para los ensayos posteriores.

Inoculacion de semillas de soja

Se colocaron las semillas previamente esterilizadas con NaClO al 2% (como se describe en
la seccion Métodos de esterilizacion de semillas de soja) en placas de vidrio de 6 cm de
diametro, y se cubrieron con 5,4 puL de adherente (aceite vegetal, de girasol) por semilla,
agitando para homogeneizar. A continuacion, se agregé 0,005 g de polvo de conidios por
semilla (sabiendo que la concentracion para todas las cepas estudiadas es del orden de
1x10"" conidios/g), agitando nuevamente para homogeneizary cubrirlas por completo.

Las cepas utilizadas para la inoculacion fueron la wild type, y las cepas recombinantes

BbG4 y BbR5. Para el control negativo, se agregd unicamente el adherente.

Ensayo de germinacion de semillas inoculadas

Para cada condicién a evaluar, se utilizaron 9 semillas previamente esterilizadas e
inoculadas con polvo de conidios. Se utilizé la misma metodologia utilizada en el apartado
de esterilizacién para la determinacidn de la longitud de raiz y numero de raices
secundarias, solo que en este caso se evaluaron los distintos tratamientos de inoculacién.

Se realizaron tres repeticiones del ensayo independientes en el tiempo.
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Cultivo, mantenimiento, y seguimiento de parametros
morfologicos de soja

Para el cultivo en invernadero de las plantas de soja, se utilizé un sustrato compuesto de
tierra, vermiculita, y perlita en una proporcion 1:1:1. Previo a su uso, el sustrato fue colocado
en bolsas plasticas termorresistentes y se tindalizé en autoclave durante 1 hora, este
proceso se repitid tres veces en tres dias (1 vez cada 24 horas). Posteriormente, el sustrato
se almacené en bolsas a 4 °C hasta su uso.

Las semillas previamente esterilizadas e inoculadas con el hongo fueron inicialmente
sembradas en almacigueras de 8x8 celdas. Se llend la almaciguera con sustrato hasta la
mitad de su volumen, luego se colocd una semilla en cada celda, y finalmente se cubri6 de
sustrato hasta el borde de la almaciguera.

Las almacigueras se colocaron sobre bandejas plasticas, utilizando una almaciguera y
bandeja para cada tratamiento, y estas se colocaron en estantes en el invernadero del
INIBIOLP, con condiciones controladas de temperatura y humedad. Se comprobé que las
bandejas mantuvieran una cantidad de agua aproximada de entre 2-3 mm de altura. Por
cada almaciguera se agregaron 500 ml de agua.

Se controlé la temperatura y humedad del invernadero usando un termohigrémetro
ThermPro TP393B. Las plantas fueron expuestas a un fotoperiodo de 12 horas utilizando
luces AgroGlix 250 (500 pmol/mzs / 92LED).

Para el riego se utilizdé agua de canilla, reposada por 24 horas para decloracion y esta fue
colocada por aspersion sobre las plantas y también en la base de las almacigueras sobre la
bandeja.

Alrededor de una semana después la siembra, se observo la germinacion de las plantas
(Figura 2.8). En ese momento se trasplantaron las plantulas a vasos de telgopor de 150 cm?,

los cuales también se colocaron en bandejas (Figura 2.9).



Figura 2.9: Plantulas recién trasplantadas. 1zq: Control sin inocular. Der: Inoculadas con 2860.

A partir de su trasplante, y cada 3 dias, se midieron los parametros morfolégicos de las
plantas: numero de hojas (emergentes y desarrolladas) y altura. Cuando las plantas fueron
extraidas para realizar el reaislamiento, se midio la longitud de su raiz.

Acontinuacién, en lafigura 2.10, se observan las plantas a los 10 dias de la siembra, algunas

ya en el estadio VC:



Figura 2.10: Plantas a los 10 dias después de siembra. Izg: Control sin inocular. Der: Inoculadas con
2860.

Las hojas se consideraron desarrolladas cuando estaban completamente abiertas y sus
bordes no se tocaban. Caso contrario, se consideran emergentes, como se muestra en la
figura 1.1. La altura se midi6 con una regla, desde la base hasta su apice. La longitud de raiz
se midi6é con regla, desde la parte del tallo de transicién de color verde a blanco, hasta la
punta de la raiz primaria. Se siguieron los parametros de crecimiento hasta el estadio V3.

Debido a los tiempos de la puesta a punto de los experimentos, del tiempo de aprendizajey
de la duracién de los ensayos en invernadero, y de acuerdo con los tiempos y objetivos del

trabajo final, se decidié realizar una sola réplica bioldgica para estos ensayos

Deteccion y seguimiento de endofitismo

Cuando las plantas alcanzaron estadios vegetativos V1, V2, y V3 se extrajeron 5 plantas para
cada estadio, respectivamente, para evaluar el endofitismo de B. bassiana en los distintos
tejidos vegetales. Se lavaron las plantas con abundante agua corriente hasta limpiartoda la
tierra de la raiz.

Para cada planta, se cortaron trifolios enteros (para V1 y V2) o 2 folios de cada trifolio (para
V3), segmentos de tallo y raiz primaria de alrededor de 6 cm cada una, siguiendo el esquema

de la planta mostrado en la figura 1.2.
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Los segmentos de tejido vegetal se esterilizaron en superficie por inmersiéon sucesiva en
frascos de vidrio estériles. Primero se sumergieron en una solucién de EtOH al 70% por dos
minutos, seguido de una solucion de lavandina comercial estandar de 35 g/L diluida al 50%
(equivalente a 1,75% NaClO p/v) por otros dos minutos, y finalmente dos enjuagues en agua
destilada estéril.

Los frascos se cambiaron entre distintos tratamientos para minimizar la contaminacion
cruzada.

A continuacion, se secaron los segmentos esterilizados en placas de vidrio con papel de
filtro estéril. Una vez secos, se descartaron los bordes externos y se disectaron con tijera.
Todo el proceso se realizé en esterilidad.

A continuacioén, los folios y segmentos de tallo y raiz se cortaron en 6 secciones de tamano
homogéneo.

Los segmentos se colocaron en placas con PDA, previamente rotuladas y separando zonas
de la placa entre hoja, tallo y raiz; por estadio. Las placas se incubaron a 25 °C por entre 8 y

12 dias, o hasta observar crecimiento. Pasado este tiempo, se evalud el crecimiento de B.

bassiana desde los fragmentos cortados (Figura 2.11).

Figura 2.11: Fragmentos de hoja en PDA a los 9 de incubacién. A) Fragmentos de hoja Control (sin
inocular), B) Fragmentos de hoja inoculada con 2860.
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Recoleccion y analisis de datos

Serealizaron tres repeticiones independientes en el tiempo del bioensayo de mortalidad de
T. castaneum hongo-insecto. Se normalizaron las muertes segun Abbott (Abbott, 1925)
(Figura 2.12), y se realizé un promedio de las tres repeticiones. Se realizé un analisis 2-way
de ANOVA para estos datos, seguido del post-test de Tukey. Se analizaron los resultados de
los tres sets de insectos muertos para el ensayo de camaras hdimedas, y sus resultados

fueron promediados.

% C (1 # T después del trat.)
= —_ *
oLorr # Co espués del trat.

Figura 2.12: Ecuacién de Abbott (Abbott, 1925).

La efectividad de los métodos de esterilizacion se realizé evaluando los parametros de las
semillas y niveles de contaminacion, realizando un promedio de los datos obtenidos. Se
eliminaron aquellos datos correspondientes a semillas que no germinaron para cada caso.
Para el ensayo de germinacién se evaluaron los mismos parametros que en el ensayo de
métodos de esterilizacién, y se procedié al analisis del mismo modo. Para ambos sets de
datos, serealizaron analisis 2-wayy 1-way de ANOVA, seguido del post-test de Tukey cuando
fuera necesario.

Los parametros morfoldgicos de soja se midieron cada 3 dias, midiendo altura y numero de
hojas emergentesy desarrolladas, la suma de estas (hojas totales), y longitud de raiz; y estos
valores se promediaron. Para evaluar endofitismo, se consideré que se encontraba B.
bassiana endofito en la hoja si al menos uno de sus fragmentos fue positivo en el
reaislamiento. De este modo se midid el porcentaje de hojas, tallos y raices para cada

tratamiento que contenian B. bassiana enddfito; para los tres reaislamientos realizados.

Herramientas y recursos informaticos
Los graficos se realizaron con GraphPad Prism 10 (Dotmatics). Para algunos graficos de
elaboracién propia, se utilizé BioRender (BioRender, n.d.), y en ciertas figuras, el programa

Paint.NET (dotPDN LLC) fue empleado para su diseno.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo de mortalidad de T. castaneum frente a conidios de B.
bassiana

El bioensayo de mortalidad consistié en exponer ejemplares adultos y larvas de T.
castaneum a preparados de polvo de conidios y harina y monitorear su mortalidad
diariamente, con el objetivo de evaluar la capacidad infectiva de las cepas recombinantes
en comparacion con la cepa wild type.

Se contaron y se aislaron diariamente los insectos muertos de cada repeticion por
tratamiento (cepa wild type, cepas recombinantes y control sin hongo) durante 15 dias. Se
realizaron cdmaras humedas, como se describe en la metodologia, y se eliminaron del
analisis aquellos especimenes que no murieron por infeccién de B. bassiana (es decir, no
se observo presencia de B. bassiana emergente).

Para esto, los cadaveres de T. castaneum se colocaron en placas de agar agua y se
incubaron por 8 dias hasta evidenciar crecimiento de B. bassiana en la superficie de los
insectos. Se evaluo el porcentaje de individuos muertos de T. castaneum a partir de los

cuales emergio B. bassiana, como se muestra en el grafico a continuacién (Figura 3.1):



Camaras Humedas

-
(=4
o

2860
BbG4
BbG6
BbR5
Control

Cadaveres Esporulados (%)
[$))]
o

Tratamiento

Figura 3.1: Porcentaje de cadaveres de T. castaneum que presentaron esporulacion de B. bassiana
tras la exposicién a la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes (BbG4, BbG6 y BbR5), y al
control.

Se observa un alto porcentaje de esporulacidon del hongo a partir del cuerpo del insecto
(2860:97,4% = 4,4; BbG4:97,4% * 2,8; BbG6: 95,8% * 3,9, BbR5: 90,1% + 13,3), es decir que
la mayoria de las muertes fueron efectivamente a causa de B. bassiana. Esto se debe a que,
al haber esterilizado la superficie del insecto, el hongo que se observa emergié del interior
delinsecto y por lo tanto este habria logrado infectar y establecerse dentro del insecto. No
se observan diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Como era de
esperarse, no se observé emergencia de B. bassiana para ninguno de los controles.

A continuacion, para analizar los resultados de mortalidad, se realizé un ajuste con el

control utilizando la férmula de Abbott, obteniendo los siguientes resultados:
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Figura 3.2: Curvas de mortalidad acumulada (%) para larvas (A) y adultos (B) de T. castaneum frente
a B. bassiana 2860 wild type y los candidatos recombinantes BbG4, BbG6 y BbR5.

Se observa un aumento de la mortalidad a lo largo del tiempo en todos los tratamientos
debido a la exposicion a B. bassiana. Durante los primeros 3 a 4 dias, las curvas se
mantienen planas; pasado este periodo, comienza a observarse la mortalidad de los
individuosy la pendiente aumenta. La curva de mortalidad de larvas presenta una pendiente
mas pronunciada que la de adultos. Alfinal del periodo experimental (15 dias), la mortalidad
acumulada en larvas es practicamente el doble que en adultos, como se observaen la Tabla

1.



Ejemplar 2860 BbG4 BbG6 BbR5
Larvas 91,17+6,50 a 81,02+ 15,22 a 77,02+7,56b 81,82+1,69a
Adultos 44,44 £ 40,32 ab | 49,44 +8,22 a 42,22 £19,24 b 44,44 7,70 ab

Tabla 1: Mortalidad (%) promedio (* desvio estandar) de larvas y adultos de T. castaneum expuestos
a diferentes cepas de Beauveria bassiana luego de 15 dias de bioensayo.

Letras distintas dentro de cada fila indican diferencias significativas entre cepas (p < 0.05; Tukey’s
test).

A continuacion, se realizé un analisis de 2-way ANOVA: Se observd un efecto significativo
tanto del tiempo (F(14, 120) = 80.30, p < 0.0001) como de las cepas (F(3, 120) = 5.415, p =
0.0016) sobre la mortalidad. No se detectdé una interaccién significativa entre ambos
factores (F(42, 120) = 0.2394, p > 0.9999), indicando que la diferencia entre cepas se
mantuvo estable a lo largo del tiempo. Se compararon los resultados de las cepas utilizadas
entre si, mediante el analisis post-test de Tukey. Para el bioensayo en larvas, la mortalidad
observada en los individuos expuestos a la cepa recombinante BbG6 fue significativamente
menor que el resto (2860 vs BbG6, p =0.0012; BbG4 vs BbG6, p =0.0374; BbR5 vs BbG6, p
= 0.0231), mientras que, en adultos, s6lo se observaron diferencias significativas entre
BbG6y BbG4 (p = 0.0416).

Diversos estudios han evaluado la mortalidad de T. castaneum tras la exposicién a B.
bassiana, mostrando una gran variabilidad en los resultados seglin la concentracién de
conidios, el método de aplicaciéon y la duracion de la exposicidon. Preisegger et al. (2025)
evaluaron la mortalidad de ejemplares de T. castaneum larvas y adultos expuestos a B.
bassiana ARSEF 2860 en forma de conidios encapsulados, y polvo de conidios mezclado
con harina de trigo, siguiendo la misma metodologia utilizada en este estudio. En larvas,
ambos tratamientos resultaron en alta mortalidad (alrededor del 85% para conidios
encapsulados y95% para polvo de conidios), sin grandes diferencias entre ellos. En cambio,
en adultos, el polvo de conidios produjo el doble de mortalidad acumulada (50%) en
comparacioén con el tratamiento con conidios encapsulados (25%). Se observé crecimiento

fungico en todos los insectos muertos. Los resultados de mortalidad obtenidos para el
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tratamiento con polvo de conidios son similares a los obtenidos en este estudio, e indican
que este tratamiento es mas eficiente que el encapsulado para T. castaneum adultos.
Existen otros antecedentes, en los que la presentacion de los propagulos fungicos difiere de
la utilizada en este trabajo. En el estudio de Pedrini et al. (2010), se sumergieron ejemplares
adultos por 6 segundos en soluciones de conidios de B. bassiana GHA de concentraciones
entre 1x10° hasta 1x10° conidios/ml, evaluando la mortalidad a los 7 y 14 dias de la
exposicion. Se observé que solo la concentracidn mas alta utilizada generd una mortalidad
significativa (4,0% = 1,7) tras 14 dias, lo que sugiere una baja eficacia en condiciones de
exposicion breve. Todos los individuos muertos presentaron emergencia de B. bassiana. En
Huarte-Bonnet et al. (2018, 2019) evaluaron la mortalidad de larvas de T. castaneum
expuestas a otro tipo de propéagulos fungicos de la misma cepa de B. bassiana, pellets
miceliales y microesclerocios, respectivamente, obteniendo mortalidades de alrededor del
70% para larvas; y huevamente observando emergencia de B. bassiana a partir de los
cadaveres.

En contraste, Golshan et al. (2014) reportaron tasas de mortalidad del 60% para adultos T.
castaneum expuestos a una suspensién de concentracién 1x10® conidios/ml por 20
segundos, utilizando la cepa IRAN 440C. Por otro lado, Muslim y Al-Zurfi (2019) reportaron
tasas entre 75% y 95% en larvas, y entre 40% y 60% en adultos, para T. castaneum tratados
por rociado con B. bassiana ATCC 74040 a concentraciones entre 3x10*y 3x10® conidios/ml
y tiempos entre 10-15. Rehman et al. (2020) obtuvieron la mayor mortalidad (71%) en larvas
de T. castaneum expuestas a una combinacioén de B. bassiana (formulado comercial Racer)
de una concentracién de 0,9x10° conidios/ml con extractos vegetales sobre granos de trigo.
En resumen, si bien se puede decir que los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con los obtenidos en estudios previos, cabe destacar que existe una gran
varianza en los resultados de mortalidad dependiendo del método utilizado. Los resultados
son dependientes de la estrategia de infeccion utilizada, los tiempos de exposicion, y la
cepa utilizada y su concentracion.

En general, la mortalidad para adultos es menor que en larvas, y en este estudio se observé

una mortalidad a tiempo final para larvas de practicamente el doble que en adultos. Las
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diferencias entre la mortalidad observada en larvas y adultos indica una diferencia en la
susceptibilidad entre estos. Es probable que la mortalidad en larvas sea mayorya que estas
no poseen cuticula, y, por lo tanto, no poseen las barreras fisicas y quimicas presentes en
ella (Pedrini et al., 2015) y son mucho mas vulnerables a la infeccion.

También cabe destacar que, en general, en estudios donde la aplicacién de B. bassiana es
superficial, Unicay momentanea, la mortalidad observada es menor; en cambio cuando T.
castaneum estéa expuesto constantemente a B. bassiana, la mortalidad es mayor. En el caso
de preparados mantenidos a lo largo del tiempo como la mezcla de polvo de conidios y
harina, esta podria no so6lo deberse a los tiempos prolongados de exposicién, pero la
posibilidad de la ingesta del preparado podria proporcionar al hongo de una via de ingreso
alternativa.

En este estudio, en todos los casos se pudo observar que para las cepas recombinantes
BbG4 y BbR5, la mortalidad obtenida fue comparable con aquella de la cepa wild type, lo
cual indicaria que la secuencia insertada se integrd sin afectar ningun gen asociado a la
patogenicidad. En cambio, para la cepa recombinante BbG6, los resultados obtenidos
indicarian que la insercién puede haber ocurrido en algun gen asociado directa, o
indirectamente, a la patogenicidad; causando asi la disminucién en la mortalidad
observada. En base a estos resultados, se descarté la cepa recombinante BbG6 para los

ensayos posteriores.

Meétodos de esterilizacion de semillas de soja

Se evaluaron tres métodos de esterilizacion (NaClO 2% p/v, EtOH 70% v/v + NaClO 2% p/v,
y NaClO 3% p/v) y se compararon con un control sin esterilizar para seleccionar un método
de esterilizacion de semillas de soja para los siguientes ensayos. Para esta evaluacion se
determind el porcentaje de semillas germinadas; y dentro del grupo de semillas
germinadas, luego de 3, 5y 6 dias se determind la longitud de raiz, el nimero de raices
secundariasy el nivel de contaminacién, como se describié en el apartado de metodologia.

Se evalué el porcentaje de semillas germinadas para cada tratamiento:
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Figura 3.3: Semillas de G. max germinadas (%) luego de su esterilizacién con tratamientos: NaClO
2%, EtOH 70% + NaClO 2%, NaClO 3%; y no esterilizadas.

Letras distintas en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05; Tukey’s
test).

A continuacién, se realiz6 un analisis de 7-way ANOVA: Se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (F(3,27)=4.548, p = 0.0105). Se compararon los
tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey. Se observé que el
porcentaje de germinacioén para las semillas tratadas con NaClO 2% es significativamente
mayor (p = 0.0351) que para las semillas tratadas con NaClO 3%.

Se puede observar una tendencia no significativa en el grafico que indicaria que el
tratamiento con NaClO 2% presenta el mayor porcentaje de germinacion.

Se obtuvieron los siguientes resultados para los parametros de longitud de raiz, nimero de

raices secundarias, y nivel de contaminacion.
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Figura 3.4: Longitud de raiz primaria (A), nimero de raices secundarias (B) y nivel de contaminacion
(C) para semillas tratadas con NaClO 2%, EtOH 70% + NaClO 2%, NaClO 3%; y no esterilizadas. Los
asteriscos en (A) y letras en (C) indican diferencias significativas entre tratamientos. (p < 0.05;
Tukey’s test).

A continuacion, se realizé un analisis de 2-way ANOVA para la longitud de raiz primaria. Se
observé un efecto significativo tanto del tiempo (F(2, 172) = 30.33, p < 0.0001) como de los
tratamientos (F(3, 172) = 3.486, p = 0.0171) sobre la longitud. Se detectd una interaccién
significativa entre ambos factores (F(6, 172) = 2.272, p = 0.0390).

Se compararon los tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey.
Para la longitud de la raiz, al dia 6, se evidencian diferencias significativas para el tratamiento
con NaClO al 3%, siendo la longitud significativamente menor que en el resto de los
tratamientos (NaClO 2% vs NaClO 3%, p <0.0001; EtOH 70% + NaClO 2% vs NaClO 3%, p
= 0.0020; Sin Esterilizar vs NaClO 3%, p < 0.0001). En cambio, a los 3 y 5 dias no se

observan diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Figura 3.4A).
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El numero de raices secundarias tratadas con los diversos métodos de esterilizacién y el
control sin esterilizar son similares, y no se observaron diferencias significativas (Figura
3.4B).

Se realizé un analisis de 1-way ANOVA para el nivel de contaminacién. Se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (F(3,29)=18.01, p < 0.0001). Se
compararon los tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey.
Como se esperaba, se logré disminuir significativamente el nivel de contaminacion para las
semillas esterilizadas frente al control sin esterilizar (NaClO 2% vs Sin Esterilizar, p <
0.0001; EtOH 70% + NaClO 2% vs Sin Esterilizar, p <0.0001; NaClO 3% vs Sin Esterilizar,
p = 0.0013). Sin embargo, no se evidencian diferencias significativas en niveles de
contaminacion entre los distintos métodos de esterilizacién evaluados (Figura 3.4C).

Los métodos de esterilizacién evaluados en este estudio fueron adaptados de estudios
previos (Costa-Catala et al., 2024; Davoudpour et al., 2020; Escamilla et al., 2019).

En Escamilla etal. (2019), se evaluaron varios métodos de esterilizacion de semillas de soja
(agua a 60°C durante 2 minutos, calor seco a 50°C durante 1 hora, Ca(ClO), al 2% durante
10 minutos, NaClO al 2% durante 10 minutos, acido acético al 5% durante 2 minutos, acido
lactico al 5% durante 10 minutos), y se determiné que los mejores tratamientos para
eliminar la contaminacién fueron los de hipoclorito de calcio, acido acético, y agua caliente;
seguido de acido lactico e hipoclorito de sodio. De acuerdo a la disponibilidad de insumos
en el laboratorio, se selecciond del segundo grupo, NaClO al 2%. Este método logré reducir
la contaminacién de 60% del control con agua estéril a 40% para las tratadas con NaClO al
2% en Escaramilla et. al., (2019).

En el estudio de Costa-Catala et al. (2024), se analiz6 el efecto de distintos métodos de
esterilizacion en latasa de germinacion de las legumbres soja, lenteja, y garbanzo. Se utilizd
NaClO en concentraciones de 70 mg/Ly 100 mg/L (0,007% Yy 0,01% p/v), y EtOH al 70%. Las
semillas fueron sumergidas en una de estas soluciones por 5 0 15 minutos con agitacion,
seguidas de un enjuague con agua destilada. No se compararon directamente los métodos
entre si, pero ambos mostraron un aumento significativo en la tasa de germinacion en

comparacioén con semillas no tratadas.
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Davoudpour et al. (2020) evaluaron tres métodos de esterilizacidon de semillas de maiz, y se
determind que los mas eficientes para reducir la contaminacion fueron los tratamientos con
inmersion en NaClO al 10% con 17 ul de Tween 20 por 10 minutos seguida de un enjuague
con agua por 2 minutos; y un pretratamiento con EtOH al 70% por 3 minutos, y a
continuacién dos esterilizaciones con la mezcla de NaClO y Tween durante 15 minutos cada
una, y un enjuague final con agua cinco veces por 2 minutos cada vez. Adicionalmente, este
ultimo presentd el mayor porcentaje de germinacion de todos los tratamientos, por lo que
se adapto de este trabajo un tratamiento combinado de NaClO y EtOH para estudiar como
alternativa de esterilizacion.

En general, los estudios coinciden en que NaClO es una opcidn viable para la esterilizaciéon
de semillas. En este trabajo, se comprobd que NaClO al 2% es un método eficiente para
soja; sin embargo, concentraciones mayores, como 3%, modificaron significativamente los
parametros de germinacion. Esto indicaria que la exposicién a una mayor concentraciéon de
NaClO podria afectar negativamente la capacidad germinativa de la semilla. Otro aspecto
importante para considerar son los tiempos de exposicidon: mayores tiempos de exposicidon
podrian aumentar la efectividad, pero también aumenta el riesgo de perder viabilidad.
Tiempos mas cortos son mas seguros para la viabilidad de las semillas, pero no son tan
eficientes para esterilizar.

De acuerdo con estos antecedentes, y con los resultados de porcentaje de germinaciony
longitud de raiz obtenidos en este estudio, se descartdé el método de NaClO 3%.
Observaciones en la apariencia fisica de las semillas tratadas con EtOH 70% + NaClO 2%,
como color y forma atipicos, sumado a la tendencia observada del porcentaje de
germinacion, llevo al descarte de este método. Por todo esto, se selecciond NaClO al 2%
como método de esterilizacidon para los ensayos posteriores. Esta metodologia incluye
tiempos medios de esterilizaciéon lo suficientemente prolongados para reducir la
contaminacion, y lo suficientemente cortos para comprometer lo menos posible la

viabilidad de la semilla.
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Ensayo de germinacion de semillas inoculadas

Unavezelegido aNaClO al 2% como método de esterilizacién para este trabajo, se prosiguio
con los ensayos de germinacién de semillas tratadas con el polvo de conidios de las cepas
wild type y recombinantes GFP y RFP seleccionadas (BbG4 y BbR5, respectivamente), y el
control de semillas esterilizadas sin inoculacién fungica. Para esta evaluacién se determiné
el porcentaje de semillas germinadas; y de las germinadas, luego de 3, 5 y 6 dias se
determind la longitud de raiz, el numero de raices secundarias (solo medido a los 6 dias) y
el nivel de contaminacién, siguiendo la misma metodologia que para la evaluacién de
métodos de esterilizacion.

Se evalu6 el porcentaje de semillas germinadas para cada tratamiento:

Germinacion
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Figura 3.5: Semillas de G. max germinadas (%) luego de su inoculacién con B. bassiana: la cepa wild
type 2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin inocular. Letras distintas en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05; Tukey’s test).

A continuacion, se realizé6 un analisis de 7-way ANOVA: Se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (F (3,42)=4.245, p = 0.0104). Se compararon los
tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey. Se observé que el
porcentaje de germinacioén para las semillas no inoculadas es significativamente mayor (p
=0.0065) que para las semillas inoculadas con la cepa 2860. No se encontraron diferencias

significativas entre la cepa wild type y las cepas recombinantes.
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Se obtuvieron los siguientes resultados para los parametros de longitud de raiz, nUmero de

raices secundarias, y nivel de contaminacion.
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Figura 3.6: Longitud de raiz primaria (A), nUmero de raices secundarias (B) y nivel de contaminacion
(C) para semillas inoculadas con B. bassiana: la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes BbG4
y BbR5; y control sin inocular. Las letras en (C) indican diferencias significativas entre tratamientos.
(p <0.05; Tukey’s test).

A continuacién, se realizé un analisis de 2-way ANOVA para la longitud de raiz primaria. Se
observé un efecto significativo del tiempo (F(2, 336) =125.9, p < 0.0001), y no significativo
de los tratamientos (F(3, 336) =2.276, p = 0.0796) sobre la longitud. No se detectd una
interaccién significativa entre ambos factores (F(6, 336 =0.9176, p = 0.4823).

Se compararon los tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey.

La longitud de la raizaumenté de forma constante en el tiempo para todos los tratamientos,
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sin diferencias significativas entre las semillas inoculadas con polvo de conidios de cada
cepay las semillas control en ninguno de los dias analizados (Figura 3.6A).

De igual manera, el numero de raices secundarias fue similar en todas las condiciones
(Figura 3.6B). Estoindica que la inoculacidon no afectd negativamente el desarrollo radicular.
Se realizé un analisis de 1-way ANOVA para el nivel de contaminacién. Se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (F(3,47)=49.05, p < 0.0001). Se
compararon los tratamientos utilizados entre si, mediante el analisis post-test de Tukey.
Los niveles de contaminacidn observados muestran que las semillas (previamente
esterilizadas) inoculadas presentaron una disminucidon significativa en el nivel de
contaminacién, contra las semillas control esterilizadas y no inoculadas con polvo de
hongos (2860 vs Control, p < 0.0001; BbG4 vs Control, p < 0.0001; BbR5 vs Control, p <
0.0001) (Figura 3.6C).

Como antecedentes de este resultado, Erdogan y Saglan (2023) demostraron que B.
bassiana posee actividad antifungica contra Verticillium dahliae, un hongo patégeno del
algoddn, observando una inhibicion significativa del crecimiento micelial cuando ambas
especies fueron plaqueadas juntas. De manera similar, Barra-Bucarei et al. (2020)
reportaron que B. bassiana inhibe radialmente el crecimiento de Botrytis cinerea, un
patégeno que afecta cultivos de tomateyy aji. Estos hallazgos sonrelevantes, ya que sugieren
que la presencia de B. bassiana podria cumplir un papel en la competencia o inhibiciéon de
crecimiento frente a otros microorganismos.

Para el resultado obtenido en este estudio, una posible explicacion es que B. bassiana se
encuentra en concentraciones suficientemente altas como para desplazar a otros
organismos. Sin embargo, también es posible que posea propiedades antifungicas o
antimicrobianas que limiten el crecimiento de otros contaminantes, lo cual concuerda con

estudios previos.
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Seguimiento de parametros morfologicos de soja

Se registraron parametros de desarrollo de la planta (altura, nimero de hojas, longitud de

raiz) regularmente, y los resultados obtenidos se muestran a continuacion.
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Figura 3.7 Altura (en centimetros) a cada dia, de plantas inoculadas con B. bassiana: la cepa wild
type 2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin inocular.

Como era de esperarse, la altura de las plantas mostré una tendencia creciente a lo largo
deltiempo en todos los tratamientos. El crecimiento fue uniforme en todas las condiciones

evaluadas, sin diferencias significativas entre los distintos tratamientos.
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Figura 3.8: NUmero de hojas emergentes (A), desarrolladas (B), y totales (C) en cada dia, de plantas

inoculadas con B. bassiana: la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes BbG4y BbR5;y control
sin inocular.

En las hojas desarrolladas (Figura 3.8B) se identificaron “saltos” correspondientes a la
transiciéon de hojas emergentes a desarrolladas, coincidiendo con los dias de reaislamiento.
No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, evidenciando un
desarrollo vegetal consistente en todas las condiciones.

Se midid la longitud de la raiz en las plantas extraidas para el reaislamiento a los 22, 28 y 37

dias después de la siembra, como se muestra en la figura 3.9:
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Figura 3.9: Longitud de raiz a tiempo final de plantas inoculadas con B. bassiana: la cepa wild type
2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin inocular.

Los resultados sugieren una posible tendencia de aumento de la longitud con el tiempo. Se
observa un aumento mas notable luego de los 37 dias, pero se necesitan mas réplicas para
poder analizar correctamente estos resultados.

Se han realizado diversos estudios evaluando la capacidad endofitica y el efecto
bioestimulante de B. bassiana en soja y otras especies vegetales, utilizando distintos
métodos de inoculacion.

Estudios previos han reportado efectos bioestimulantes. Por ejemplo, Russo et al. (2019)
evaluaron tres técnicas de inoculacion de 14 cepas de B. bassiana a una concentracion de
1x108 conidios/ml en soja (inmersién de semillas, inmersion de raices y aspersion foliar) y
se midieron parametros de crecimiento hasta 28 dias después de la inoculacion. Se
observaron incrementos significativos en altura, nimero de ramas, peso y nidmero de
vainas, cantidad y peso de semillas, asi como en el rendimiento general de las plantas
inoculadas. De manera similar, Qin et al. (2021) reportaron un aumento significativo en
altura, biomasa, desarrollo radicular y area foliar en plantas de tabaco 40 dias luego de ser
inoculadas por inmersion de semillas en suspensiones de seis cepas distintas de B.

bassiana de concentracion de 2x107 conidios/ml cada una.
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No obstante, algunos estudios sugieren que el efecto bioestimulante de B. bassiana puede
no ser universal. Wei et al. (2020), al inocular tomate mediante aspersion foliar e irrigacion
radicular con B. bassiana (1x10® conidios/ml), no encontraron diferencias significativas en
el crecimiento de raices, tallo, area foliar ni peso seco en comparacién con el control luego
de dos semanas desde la inoculacion, aunque tampoco se observaron efectos negativos.
Esto sugiere que la respuesta puede depender tanto del método de inoculaciéon como del
cultivo en estudio.

Por otro lado, estudios con Metarhizium spp., otro hongo entomopatdégeno con capacidad
endofitica, han mostrado efectos bioestimulantes similares a los reportados para B.
bassiana. En el estudio de Khan et al. (2012) se inoculd soja con Metarhizium anisopliae bajo
condiciones de estrés salino y encontraron un aumento significativo del 12% en la altura de
los brotes, ademas de mejoras en peso fresco, peso seco y area foliar, luego de 3 semanas
de exposicion al hongo.

Hasta el momento, no existen reportes previos que analicen la inoculacion mediante
adhesidn de polvo de conidios, como se utilizé en este estudio. En este caso, como sélo se
realizé una réplica, no se puede confirmar ni descartar el efecto bioestimulante de B.
bassiana. Se requiere un mayor numero de réplicas para poder analizar estos resultados, y

obtener datos mas robustos.

Deteccion y seguimiento de endofitismo

Para detectar la presencia de B. bassiana en distintos 6rganos de la planta, se plaquearon
fragmentos de hoja, tallo y raiz de plantas en cada estadio vegetativo en placas con medio
PDA. Se realizaron los ensayos de reaislamiento a los dias 22, 28 y 37 luego de la siembra,
que corresponden con los estadios V1, V2 y V3, respectivamente.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes figuras.
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Figura 3.10: Porcentaje de plantas que presentaron emergencia de B. bassiana desde hoja, de
plantas inoculadas con la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin
inocular.

En el reaislamiento de hoja, el porcentaje de colonizacién para 2860, BbG4, y BbR5 sigue
una tendencia de disminucion a lo largo del tiempo. Es interesante notar que no se observé

colonizacion de BbR5 al dia 28, aunque luego reaparece al dia 37.

Reaislamiento de Tallo

100~
S

@ 80+ mm 2860
S 60 BbG4
< B BbR5
S 40+ Control
8

£ 20-

S

o 0-

d22 d28 d37
Tiempo (Dias)

Figura 3.11: Porcentaje de plantas que presentaron emergencia de B. bassiana desde tallo, de
plantas inoculadas con la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin
inocular.
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En el reaislamiento de tallo, como en el de hojas, se observa nuevamente la tendencia de
disminucién para 2860 y BbG4, mientras que para BbR5 en este caso no se ve tan clara esta
tendencia, sino que se mantiene entre valores de 40% y 70% de colonizacién para los tres
dias de reaislamiento. Un detalle para destacar es que no se observo colonizacién de BbG4

al dia 28, aunque si se observo al dia 37.
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Figura 3.12: Porcentaje de plantas que presentaron emergencia de B. bassiana desde raiz, de
plantas inoculadas con la cepa wild type 2860, las cepas recombinantes BbG4 y BbR5; y control sin
inocular.

Finalmente, para raiz, se observa una tendencia de disminucién del porcentaje de
colonizacion para 2860 y BbG4, hasta el dia 37 donde no se detectd crecimiento de B.
bassiana de estos tejidos. En cambio, para BbR5 se observa lo inverso: la tendencia en
aumento del porcentaje de colonizacion a lo largo del tiempo.

Entodos los casos, se logro reaislar B. bassiana de hojas, tallos, y raices de soja, obteniendo
porcentajes de colonizacién variados: para los 22 dias post-inoculacién, se observaron
porcentajes de 20%, 60% y 100% de colonizacion en hoja (Figura 3.10), para los tres
tratamientos evaluados 2860, BbG4, y BbR5, respectivamente. En tallo (Figura 3.11), a los
22 dias se observé un 40% de colonizacién para BbG4 y BbR5, y 100% para 2860; mientras
que enraiz (Figura 3.12); un 20% para BbR5, 40% para BbG4 y 60% para 2860. Para todos los
casos, nhunca se observd colonizacién de B. bassiana en los controles, como era de

esperarse.
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Diversos estudios han evaluado la capacidad de B. bassiana para colonizar plantas a través
de diferentes métodos de inoculacién, observando su persistencia en diversos tejidos
vegetales.

Russo et al., (2015) evaluaron tres métodos de inoculacién en soja (inmersidon de semilla,
inmersion de raiz y aspersion foliar) utilizando una suspension de conidios de B. bassiana
LPSC 1067 de concentracién de 1x10° conidios/mL y se observé la emergencia del hongo
desde la hoja en todos los casos. La colonizacién mas alta en hoja (24% de fragmentos
colonizados) se detecté a los 7 dias post-inoculacidon con aspersion foliar, mientras que la
inmersion radicular mostré un pico de colonizacidén (10,5%) a los 14 dias. Sin embargo, se
observd una tendencia decreciente en la colonizacidon con el tiempo. En un estudio
posterior (Russo et al.,, 2019) se observaron resultados similares, observandose
recuperacion de 14 cepas de B. bassiana (entre ellas LPSC 1067) para los tres métodos de
inoculacion, aislando desde raiz, tallo, y hoja.

De manera similar, Clifton et al. (2018) inocularon semillas de soja por inmersiéon durante 24
horas en una suspensiéon de conidios de concentraciéon de 1x108conidios/ml. Alos 14, 21,y
28 dias se reaislo B. bassiana. Se observé colonizacion entre 15% y 40% para tallo, y 25%
para hojas, aunque no se detectd colonizacion a los 28 dias para hojas.

También se evidencid colonizacion de B. bassiana en otras plantas: Parsa et al. (2013)
inocularon Phaseolus vulgaris con B. bassiana mediante aspersion foliar e inundacion del
suelo con una suspensién de concentracién de 1x10® conidios/mL, logrando una
colonizacion del 20-30% en hojas, tallos y raices a los 14 dias. Toffa et al. (2021) evaluaron
lainoculacién en tomate mediante recubrimiento de semillas con B. bassiana (1x10”y 1x10°
conidios/mL), obteniendo tasas de colonizacion de entre 10% y 90% en hojas, 20% a 60%
en tallos y 40% a 90% en raices, dependiendo de la concentracién utilizada.

Asimismo, estudios con otro hongo entomopatégeno endéfito, Metarhizium spp., han
reportado colonizacién del tejido vegetal cuando se inocula en soja. Holz et al. (2023)
inocularon plantas mediante inundacién del suelo con M. anisopliae y M. humberi (2x10°

conidios/mL) y confirmaron cualitativamente su presencia en raices y suelo. Clifton et al.
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(2018), utilizando el protocolo de inmersién de semillas con M. brunneum (1x10®
conidios/ml), registraron solo un 10% de colonizacién en tallo a los 14 dias.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren una tendencia similar a la reportada
previamente: B. bassiana es capaz de colonizar distintos 6rganos vegetales tras la
inoculacion, pero su nivel de reislamiento tiende a disminuir con el tiempo. Los resultados
obtenidos (Figuras 3.10, 3.11, y 3.12) evidencian algunas tendencias: en las cepas wild type
y BbG4, la presencia fungica en el tejido vegetal tiende a disminuir con el tiempo, mientras
que en la cepa BbR5 tiende a mantenerse o incluso puede llegar a aumentar (Figura 3.12) en
algunos casos.

Una posible explicacion para la tendencia observada en la cepa BbR5 para el reaislamiento
de raiz (Figura 3.12) podria ser que, del mismo modo que la presencia de lainsercion del gen
GFP en la cepa BbG6 causé diferencias en el comportamiento infectivo (Figura 3.2), es
posible que en el caso de BbR5, la insercidn esté interviniendo en este caso con algun gen
vinculado directa o indirectamente al endofitismo.

En las figuras 3.10 y 3.11, se observa que, en algunos casos, pareciera “desaparecer” el
hongo en el reaislamiento, pero posteriormente vuelve a observarse. Esto puede explicarse
debido a la metodologia del reaislamiento: al no utilizar la totalidad de cada uno de los
tejidos, se introduce un elemento azaroso, es decir, la distribucién de las células fungicas
no es homogénea dentro de los tejidos y en el tiempo.

Dado lo mencionado previamente, el método microbiolégico para evidenciar endofitismo
de B. bassiana que fue utilizado en este ensayo no seria el ideal para estudiar la dinamica
de distribucién de las células fungicas en plantas de sojas, y presentaria un significante
grado de imprecision. Sin embargo, existirian alternativas mas confiables, que podrian ser
evaluadas. Si se inocularan las plantas con una de las cepas recombinantes, se podria
medir y cuantificar la presencia de B. bassiana en la totalidad de la planta empleando
técnicas moleculares como gPCR, cuantificando la secuencia de GFP, técnica basada en el
trabajo de Qin et al. (2021) que se esta poniendo a punto en el laboratorio. La dindmica de
la colonizacién fungica también podria seguirse por observacion directa de tejido vegetal

con microscopia confocal, metodologia que se planea abordar en el futuro cercano.



60

Sin embargo, es importante destacar que, para todos los tratamientos realizados en este
estudio, B. bassiana logré establecerse y mantenerse como endéfito en la planta de soja

durante la totalidad del ensayo, por mas de un mes.
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CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como objetivo avanzar en el conocimiento de la interaccién entre el hongo
entomopatdégeno Beauveria bassiana y la planta de soja, a partir de la inoculacién de

semillas mediante la adhesion de conidios secos.

Se comprobé que las cepas recombinantes BbG4 y BbR5 conservan su capacidad
entomopatogénica, mostrando niveles de mortalidad sobre el insecto modelo Tribolium
castaneum comparables a la cepa wild type, y asivalidando su uso como herramientas para
estudiar el endofitismo mediante distintas estrategias.

Ademas, se demostré que tanto la cepa wild type ARSEF 2860 como las cepas
recombinantes BbG4 y BbR5, inoculadas por adhesion de conidios secos, son capaces de
establecerse como enddfitos en soja durante mas de un mes, confirmando el éxito de la

metodologia desarrollada para la inoculacion y el seguimiento del hongo en la planta.

En conjunto, estos hallazgos amplian significativamente el conocimiento sobre la
capacidad endofitica de B. bassiana en soja, y aportan nuevas perspectivas para su
aplicacién en estrategias agricolas sostenibles, menos dependientes de agroquimicos. Este
trabajo sienta bases sdlidas para futuras investigaciones orientadas a comprender en
profundidad los mecanismos de interaccidn entre el Beauveria bassianay Glycine max, asi
como para contribuir en el estudio de nuevas estrategias de aplicacion en condiciones de
campo y su potencial impacto sobre el rendimiento productivo. De este modo, se abren

nuevas puertas a soluciones biotecnoldgicas para una agricultura mas sustentable.
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