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RESUMEN

Estudios recientes muestran que Metarhizium spp., un hongo entomopatéogeno, se asocia
con gran variedad de plantas, aportandoles beneficios més alla del control de insectos. Su
capacidad como biocontrolador de enfermedades fingicas es un campo reciente y el
presente trabajo contribuye a su estudio. En este contexto, se caracterizaron 13 cepas de
Metarhizium spp. con el objetivo de desarrollar un bioinsumo agricola para el control de
enfermedades de implantacion en Glycine max. Para ello se evalu6 su capacidad de
antagonizar in vitro a fitopatogenos flngicos, asi como su eficacia para controlarlos y
mitigar su impacto sobre la emergencia de la soja. Ademas, se estudi6 su capacidad de
asociarse con las raices, su compatibilidad con Bradyrhizobium elkanii y su no
interferencia en el proceso de nodulacion de la raiz de soja. Con respecto a la
compatibilidad, los experimentos de inoculacion de semillas con Metarhizium spp. y
rizobios, verificaron que las cepas evaluadas no inhibieron la nodulaciéon mediada por B.
elkanii. Ademas, los estudios de crecimiento de Metarhizium spp. en exudados de raiz de
soja (G. max N5909), revelaron que las cepas aprovecharon eficazmente los nutrientes de
los exudados, destacandose Metarhizium robertsii ILB167 y Metarhizium flavoviride
ILB184. Aunque M. robertsii mostrd tener capacidad de asociacion con las raices de soja,
no se evidencié endofitismo en las plantas cosechadas a los 39 dias tras la siembra de
semillas inoculadas. En cultivos duales M. robertsii ILB167 ¢ ILB440 fueron las Unicas
cepas capaces de antagonizar a los cuatro fitopatégenos probados, inhibiendo el
crecimiento de Fusarium graminearum ILB332 en un 36 %, Pythium ultimum ILB317 en
un 53 %, Pythium sylvaticum 1LB323 en un 45 % y Rhizoctonia oryzae ILB428 en un 27
%. De manera adicional, el recubrimiento de semillas de soja con un biopolimero a base
de M. robertsii ILB440, permitio un control de F. graminearum ILB332, evidenciado por
una emergencia de las plantulas de soja del 53 %, que fue significativamente superior al
21 % del control sin recubrimiento con Metarhizium. Un resultado similar se obtuvo
frente a R. oryzae ILB428, donde el recubrimiento de semillas con M. robertsii ILB440
logré una emergencia del 55 % frente al 28 % del control. No se observaron mejoras
significativas en emergencia de soja inoculada con M. robertsii, frente a P. ultimum ni P.
sylvaticum. En sintesis M. robertsii ILB440 demostr6 tener potencial para el desarrollo
de un bioisumo agricola con capacidad de biocontrolar enfermedades de implantacion

provocadas por F. graminearum 'y R. oryzae.
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- ConA-AF633: Concanavalina A conjugada con Alexa Fluor 633

- CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide)

- EMA: Medio de Extracto de Levadura y Manitol (Yeast Extract Mannitol Agar)

- ER: Exudados de Raiz

- FBN: Fijacion Bioldgica de Nitrogeno

- INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

- MGAP: Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca

- MSM: Medio Semi-selectivo de Metarhizium

- OD: Densidad Optica (Optical Density)

- PBS: Solucién Tampdn Fosfato Salino

- PDA: Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar)

- PDB: Caldo Papa Dextrosa (Potato Dextrose Broth)

- WGA-AF488: Aglutinina de germen de trigo conjugada con Alexa Fluor 488
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1.1 LOS HONGOS ENTOMOMPATOGENOS

Los hongos entomopatégenos son un grupo de microorganismos filogenéticamente
diverso, heterotrofos, eucariontes, unicelulares o hifales (filamentosos), que presentan
reproduccidn por esporas sexuales, asexuales o ambas (Araujo & De Albuquerque, 2008).
El término hongo entomopatdégeno (HE), se aplica a aquellos hongos capaces de infectar
y matar insectos. También se los define como parasitos obligados o facultativos de
insectos, con alta capacidad de esporulacion y sobrevivencia; sus mayores ventajas estan
en la manipulacion y adaptacion a diferentes ambientes, especificidad y capacidad de
penetracion directa a través del tegumento (Garcia et al., 2011). El primer HE descripto
fue Cordyceps militaris, por Theodor Holmskjold (1731-1793), un botanico danés.
Luego, Anton de Bary describi6 los detalles de la infeccion de orugas por ascosporas de

C. militaris y la subsecuente historia de vida del parésito (Espinel Correal et al., 2018).

La infeccion natural del insecto comienza cuando las unidades infectivas de los HE
(llamadas conidios), se adhieren a la superficie de la cuticula del insecto, debido a la
presencia de proteinas ricas en cisteinas llamadas hidrofobinas. Los factores que
determinan el éxito en la germinacion de los conidios en la cuticula son: el contenido de
agua, iones, acidos grasos y nutrientes en la superficie de esta, asi como su estado
fisiologico (Shahid, Rao, Bakhsh, & Husnain, 2012). A continuacion, el tubo germinal
empieza a crecer sobre la cuticula del insecto y penetra a través de orificios naturales,
como partes bucales, membranas intersegmentales, espiraculos o sitios donde existe una
alta humedad. Esta penetracion de la cuticula se da por la produccion de enzimas y presion
fisica de un extremo de hifa del hongo, llamado “apresorio”. En la degradacion de la
cuticula intervienen enzimas como proteinasas, quitinasas, lipasas y esterasas (Ferron,

1978) (figura 1.1).
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ﬁ Metabolitos secundarios
@ Efectores
)’ Receptores

# Toxinas

Figura 1. 1. Esquema del proceso de infeccion de un hongo entomopatogeno (Espinel Correal et al.,

2018)

1.1.1 CLASIFICACION DE HONGOS ENTOMOPAOGENOS

Los HE pertenecen al reino Fungi, ubicados en las divisiones: Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota. Estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, y comprenden un total de 100 géneros de los cuales se conocen
aproximadamente 750 especies (Herndndez et al., 2019). Frecuentemente causan
epizootias en sus hospedantes. Se dividen en dos grandes grupos: los generalistas y los
especialistas, ambos definidos y caracterizados segin su amplio o estrecho rango de
huéspedes. Dentro de los especialistas el grupo mas importante pertenece al orden
Entomophthorales (Zygomycota: Zygomycetes) incluye unas 200 especies patdégenas de
insectos y acaros (Lopez & Scorsetti, 2007), afectando principalmente a especies

incluidas en los 6rdenes Hemiptera, Lepidoptera, Orthoptera y Diptera.

Los hongos Entomophthorales son dificiles de cultivar por lo que no se utilizan como

biocontroladores en la agricultura (Araujo & De Albuquerque 2008). El segundo grupo,
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los HE generalistas, pertenecen a la clase Hyphomycetes y son los que se han desarrollado

como agentes de biocontrol de plagas en la agricultura. Entre los géneros mas comunes

de hongos Hyphomycetes se encuentran: Aspergillus, Beauveria, Culicinomyces,

Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces y Tolipocladium (Araujo & De

Albuquerque 2008). La tabla 1.1 muestra las caracteristicas generales de ambos grupos

de HE, Entomophthorales e Hyphomycetes.

Tabla 1. 1. Caracteristicas generales de Entomophthorales e Hyphomycetes

Tamaiio y nimero de
conidias por cadaver

> 10 um de largo, pequefio
nimero de conidias/cadaver

<10 pm de largo, gran
nimero de conidias/
cadaver

Liberacion de
conidias

Activa, con algunas
excepciones

No activa

Preformacion de
muco en las conidias

Presente

Ausente, con excepciones:
Verticillium spp., Hirsutella
spp., Aschersonia spp

Rhizoides

Presente en muchas especies

Ausente

Habilidad de
modificar el
comportamiento del
hospedante

Puede modificar el
comportamiento como por
ejemplo Entomophaga grilli,
Entomophora muscae

No modifican el
comportamiento con
excepcion de Sorosporella

Spp.-

Muerte del hospedante antes
de la esporulacion

Presente en algunas especies:
Entomophthora thripidum,
Strongwellsea castrans y
Massospora spp.

Presente en Verticillium lecanii

Epizootias Mas comun en insectos Mas comun en insectos
foliares del suelo

Rango de Estrecho Amplio, con excepcion de V.

hospedantes lecanii, Hirsutella thomsoni

Produccién de Desconocida Observada en muchas

toxinas especies

Crecimiento Ausente con excepcion de Presente en muchas

saprofito Conidiobolus spp. especies

Esporos de reposo

Presente en muchas especies

Ausente, con excepcion
de los clamidosporos en
Sorosporella

Virulencia

Requiere pocas conidias para
infeccion

Requiere muchas conidias para
infeccion, excepto V. lecanii

Tasa de esporulacion
y germinacion

Répida

Lenta

Conidio de orden superior

En todas las especies

Solamente en Aschersonia

Tabla reproducida de Pell et al., 2001

1.1.2 FORMAS DE VIDA DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Las formas de vida de los HE son muy variadas, ellos pueden vivir como saprotrofos

colonizando la rizosfera, la filosfera y la endosfera (endofitos), hemibiodtrofos,
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necrotrofos de plantas, entomopatéogenos y micopardsitos. Algunos de estos hongos
sobreviven con mas de un modo econutricional (Ownley et al., 2010). Recientemente se
ha descubierto funciones adicionales en la naturaleza, como la de ser antagonistas
de fitopatogenos asociados a la rizosfera, y posiblemente incluso agentes promotores del
crecimiento de las plantas (Vega et al., 2009). La rizésfera es la capa de suelo que rodea
de manera inmediata a la raiz, y constituye una interfaz clave donde ocurren numerosas
interacciones entre las plantas y otros organismos (Bais et al., 2006). El término endoéfito,
se refiere a aquellos microorganismos que infectan los tejidos internos de las plantas sin
causar sintomas aparentes (Quesada et al., 2019). La colonizacion endofitica puede
desencadenar respuestas en la planta que reducen o alivian las enfermedades de las plantas
(Ownley et al, 2010). En este contexto, Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
(Ascomycota: Hypocreales) y Lecanicillium spp. (Ascomycota: Hypocreales), tienen una
participacion en interacciones planta-hongo (Vega et al 2008), ambos suprimen
eficazmente las enfermedades de las plantas (Goettel et al. 2008; Ownley et al. 2008). La
asociacion con las plantas parece ser de las principales caracteristica de los HE, junto con

el parasitismo en insectos, por lo que hoy se habla de hongos entomopatogenos

endofiticos (Hu & Bidochka, 2021).

Metarhizium es otro género de HE que estd siendo estudiado por su potencial para
colonizar las raices como endofito y para contribuir al control de fitopatogenos en la
rizésfera. Detalles sobre sus principales caracteristicas y capacidades se presentan en la

siguiente seccion.

1.2 EL GENERO Metarhizium

1.2.1 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE

Metarhizium

Los HE de género Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) fueron descubiertos por
Metchnikoff en 1878, quien los aisld a partir de larvas de Anisoplia austriaca con la
enfermedad conocida como muscardina verde. Metschnikoff propuso inicialmente
nombrarlos como Entomophthora anisopliae y posteriormente fue denominado Isaria
destructor. Estudios mas detallados de la taxonomia del género, concluyeron en

clasificarlo como Metarhizium sorokin. Actualmente se considera la
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especie Metarhizium anisopliae, nombrada por Metschnikoff, como el organismo
representativo del género Metarhizium (Steinhaus, 1956). Estos hongos se utilizan como

agentes de biocontrol de insectos plaga en todo el mundo (Espinel et al., 2018).

La taxonomia clésica se basa en las caracteristicas morfologicas de las colonias y de los
conidios. Las colonias de Metarhizium spp. en agar-papa-dextrosa (PDA) inicialmente
son blancas, y al producir conidios, se tornan de color verde con conididéforos simples o
agregados y fialides en forma de botella (Valle-Ramirez et al., 2022). Segtn la madurez,
la colonia cambia de color: de olivo a amarillo verdoso o verde oscuro, segun la especie.
En el reverso de la placa, se observa color miel o amarillo palido, y en algunas especies,

un pigmento amarillo se difunde en el medio (Figura 1.2).

Figura 1. 2. Morfologia de las colonias de dos especies de Metarhizium: M. lepidiotae 11LB225 y M.

robertsii ILB167 crecidas en placas de PDA. A) Colonia vista desde arriba, de varios colores producto de
los distintos estados de maduracion de los conidios y de la especie: amarillo, verde oliva o verde oscuro.
B) Colonias vistas desde abajo donde se observa colores amarillo miel y marrén, pigmentacion tipica.

Fuente: elaboracion propia

Metarhizium anisopliae se caracteriza por ser mesofilo, con una temperatura dptima para
germinacion y crecimiento de 25 a 30°C, una méxima de 32 a 35°C y una minima de 10

a 12°C (Padilla-Melo et al., 2000) .

La figura 1.3 muestra el aspecto del hongo de género Metarhizum en la superficie de un
gusano de la harina infectado, Tenebrio mollitor, Se aprecia el moteado caracteristico del
borde blanco algodonoso y centro verde oliva correspondiente a los cimulos de conidios

pigmentados.
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Figura 1. 3. Gusano Tenebrio molitor infectado por Metarhizium spp. Foto:

Elaboracion propia.

Ademas de los conidios, estos hongos producen otras estructuras de resistencia llamadas
microesclerocios. Los microesclerocios son agregaciones pseudoparenquimatosas de
hifas que se melanizan durante su desarrollo, alcanzando didmetros entre 50 y 300 um
(Jackson & Jaronski, 2009), ver figura 1.4. Estas estructuras son altamente resistentes a

la desecacion y contienen una gran cantidad de reserva de nutrientes.

aelfrats

Figura 1. 4. Fotomicrografia de microesclerocios melanizados de
Metarhizium anisopliae producidos en fermentacion en cultivo

liquido (Jackson et al., 2010)
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1.2.2 Metarhizium COMO COLONIZADORES DE RIZOSFERA'Y
ENDOFITOS

Ademas de infectar insectos, los hongos de género Metarhizium, pueden existir como
colonizadores de la rizosfera, sapréfitos y como endofitos, brindando multiples beneficios
en los agroecosistemas. Estudios realizados por Sasan & Bidochka (2012) sobre la
distribucion de estos microorganismos en el suelo, determinaron que Metarhizium
robertsii no se distribuye aleatoriamente en los suelos, sino que se asocia preferentemente
con la rizosfera de las plantas cuando se aplica en entornos agricolas. Varias especies
de Metarhizium son capaces de colonizar las raices de plantas dicotiledoneas como el
tomate (Solanum lycopersicum), alubias (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max); asi
como también monocotiledoneas: pasto varilla (Panicum virgatum) y trigo

(Triticumaestivum) (Garcia, 2011; Behie et al., 2012).

Hoy se cuenta con varios estudios que comprueban la vida endofitica de varias especies
del género Metarhizium. En un experimento sobre canola, M. anisopliae colonizo
endofiticamente el 80% de las plantas a las cuatro semanas luego de haber sido inoculadas
foliarmente con el hongo (Batta, 2013). M. robertsii o M. anisopliae establecieron una
colonizacion endofitica en: tomate ( Garcia et al., 2011; Dutta et al., 2015; Hernandez et
al.,2019), raiz de alubia (Behie et al., 2012) , raiz de coliflor (Razinger et al., 2014), sorgo
bicolor (Mantzoukas, 2015), , t¢ (Kaushik, 2016), , pasto varilla, raiz de mandioca
(Greenfield et al., 2016), soja (Clifton et al., 2018), raiz de maiz (Rivas-Franco, Hampton,
Altier, et al., 2020) y coco (Gaviria et al., 2020). Segun Ahmad et al. (2020), M. robertsii
es un endofito generalista capaz de establecer diversos grados de colonizacidon endofitica
en multiples tejidos a lo largo de una amplia gama de plantas hospedantes que incluye
muchas familias de plantas y rasgos funcionales. Asimismo, en un estudio en plantas de
papa inoculadas con M. brunneum, Krell et al. (2018), demuestran que el endofitismo de

los entomopatodgenos puede mejorarse mediante la accion enziméatica de celulasas.

La tabla 1.2, modificada de Quesada et al (2019), presenta algunas de las especies de
plantas colonizadas endofiticamente por Metarhizium por inoculacion en laboratorio y
otras halladas en la naturaleza. La capacidad endofitica de estos hongos presenta a

Metarhizium spp. como un potencial simbionte de una gran variedad de cultivos.
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Tabla 1. 2. Colonizacién endofitica de distintas plantas con diferentes especies de Metarhizium.

Metarhizium brunneum Natural Schizachne purpurascens

Por induccion Helianthus annuus, Sorghum bicolor, Zea mays,
en el laboratorio  Cucumis melo. Vicia faba, Solanum tuberosum,
Glycine max

Natural Cynodon dactylon
Metarhizium anisopliae
Por induccion Solanum lycopersicum, Manihot esculenta, Cocos
en el laboratorio  nucifera, Camelia sinensis
Natural Aster vimineus, Hieracium pratense, Solidago
Metarhizium robertsii altissima
Por induccion Panicum virgatum, Phaseolus vulgaris,
en el laboratorio  Sorghum bicolor, Vigna unguiculata, Cucumis
sativus
Metarhizium guizhouense Natural Solidago altissima
Metarhizium acridum Por induccion Vigna unguiculata, Cucumis sativus

en el laboratorio

Tabla adaptada de Quesada et al (2019 p. 158-159).

1.2.3 Metarhizium COMO SIMBIONTE DE LAS PLANTAS

A partir del estudio en los genes relacionados con la adhesion de los hongos del género
Metarhizium a plantas e insectos, Wyrebek & Bidochka (2013) demostraron que
Metarhizium tiene un ancestro asociado a las plantas. Los autores sugieren que las
interacciones con las plantas han tenido un papel importante en la evolucion de este
género fingico y su seleccion del insecto huésped. Los andlisis del genoma completo
también han sugerido que el género Metarhizium evolucion6 a partir de endofitos o

patogenos de plantas (Gao, 2011).

Otra evidencia de su potencial como simbionte de plantas, es su capacidad de translocar
nitrogeno a cambio de fotosintatos. Behie et al. (2012), demostraron dicha translocacion,
mediante el rastreo de un isétopo de nitrogeno. El isotopo fue inyectado inicialmente en
insectos que posteriormente fueron infectados y consumidos por M. robertsii. Luego se
encontrd el isdtopo de nitrogeno en los aminoéacidos de las plantas: frijol blanco
(Phaseolus vulgaris) y pasto varilla (Panicum virgatum). Subsiguientes estudios
realizados, por estos mismos autores, con M. robertsii, M. brunneum, M. guizhouense
(especies de amplio rango de insectos huésped); M. acridum y M. flavoviride (rango
estrecho de insectos huésped) en alubias (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max), pasto
varilla (Panicum virgatum) y trigo (Triticum aestivum) también mostraron capacidad de

traslocacion de nitrogeno del hongo a la planta. Seguidamente Behie et al. (2017),
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mediante el rastreo del is6topo de carbono, obtuvieron la evidencia de que la planta
huésped proporcionaba fotosintatos a M. robertsii, probablemente a cambio de nitrogeno
derivado de insectos infectados por Metarhizium en una interaccidon tripartita y

simbiotica.

1.2.4 Metarhizium COMO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO DE LAS
PLANTAS

Estudios realizados por Liao et al. (2014) en maiz con especies de M. brunneum, M.
anisopliae y M. robertsii incrementaron un aumento significativo de la formacion del
cuello de la hoja, la longitud del tallo, la biomasa del tallo, el follaje y el promedio de la
mazorca de maiz. Su mayor impacto en el rendimiento del maiz, fue durante el
crecimiento vegetativo temprano al permitir que las plantas se establecieran antes y, por
lo tanto, superar potencialmente los factores ambientales de estrés bidtico y abiotico. La
colonizacion sistémica de pepino por M. anisopliae, luego de 28 dias de inoculado, tuvo
un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de la planta (Shaalan et al., 2021). El
crecimiento de dos variedades de arroz fue promovido significativamente por
Metarhizium anisopliae LHLO7, en un estudio realizado por Khan et al. (2012). Segun
Jaber & Enkerli (2016) M. brunneum puede colonizar sistémicamente diferentes partes
de la planta de habas (Vicia faba) y mejorar su crecimiento, cuando se aplica como
tratamiento de semillas. De igual manera, M. brunneum colonizé plantas de repollo (Dara
et al., 2017) cuando se lo agrega de forma liquida. Otro estudio demostr6 que las raices
de pasto varilla (Panicum virgatum) y frijoles blancos (Phaseolus vulgaris), tratadas con
M. robertsii crecieron mas rapido y aumentaron la densidad de pelos radicales en

comparacion con el control (Sasan & Bidochka, 2012).

1.2.5 Metarhizium COMO INDUCTOR DE RESISTENCIA AL ESTRES,
PROMOTOR DE DEFENSA DE LAS PLANTAS Y DEL AUMENTO DE
DISPONIBILIDAD DE Fe

Algunos hongos del género Metarhizium pueden inducir resistencia al estrés salino en

plantas, mediante la mitigacion del estrés oxidativo. Ejemplo de esto es la deteccion de

contenido elevado de isoflavonoides (IF), de prolina, reduccion de superoxido dismutasa

24



y malondialdehido en plantas de soja inoculadas con M. anisopliae LHLO7 bajo estrés

por salinidad (Khan et al., 2012).

La reduccion de acido salicilico y aumento de acido jasmonico en plantas inoculadas con
M anisopliae ((Rivas-Franco, Hampton, Narciso, et al., 2020), sugiere que estos hongos

también podrian actuar como inductores de la defensa de las plantas.

Otro de los beneficios de estos hongos es el aumento de la disponibilidad Fe para las
plantas. Segun un estudio realizado por (Raya-Diaz et al., 2017) con tres géneros distintos
de HE (Metarhizium, Beauveria e Isaria), M. brunneum fue el hongo mas efectivo en el
aumento de la disponibilidad de Fe para el sorgo. El mecanismo para aumentar la
absorcion de Fe en sorgo, consistio en la disminucion del pH de los medios calcareos a

partir de los de 4cidos organicos liberados por el hongo (Raya-Diaz et al., 2017).

1.2.6 SINERGISMO DE Metarhizium CON OTROS
MICROORGANISMOS BENEFICOS DE LAS PLANTAS

Por otra parte, existen evidencias de la compatibilidad de los HE con otros
microorganismos. En estudios para controlar larvas de suelo, Glare (1994) determiné que
se podian utilizar en forma conjunta suspensiones liquidas de conidios de M. anisopliae
con bacterias del género Serratia entomophila, existiendo sinergismo entre ambos
microorganismos. Usando la secuenciacion de Illumina, Barelli et al. (2020) demostraron
un aumento de los microorganismos rizosféricos promotores de crecimiento
(Bradyrhizobium spp., Flavobacterium spp., Chaetomium spp., Trichoderma spp.) en
frijol Phaseolus vulgaris, después de la inoculacion con conidios de M. robertsii, en

presencia y ausencia de un insecto huésped.

1.2.7 Metarhizium COMO BIOCONTROLADOR DE HONGOS
FITOPATOGENOS

Dentro de las nuevas capacidades de Metarhizium descubiertas en esta tltima década, es
de interés, la habilidad de ser antagonistas de hongos fitopatdogenos. El término
antagonismo se refiere a un mecanismo generalizado por el cual un microorganismo
reduce la supervivencia o la actividad de un patdgeno causante de enfermedad. De esta

manera, hongos antagonistas de fitopatogenos se podrian utilizar como biofungicidas en
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cultivos donde el rendimiento esté afectado por las enfermedades provocadas por hongos
patdgenos. Evidencia de ello, es la accion antagonista frente a Fusarium solani que
presentd M. robertsii inoculado en plantas de frijoles en un estudio realizado por Sasan
& Bidochka (2013). M. guizhouense 'y M. novozealandicum inoculados en planta de maiz,
presentaron accion antagonista frente a Fusarium graminearum  (Rivas-Franco,
Hampton, Altier, et al., 2020). Otro estudio, realizado por Jaber y Ownley, demuestra el
potencial de biocontrol de M. brunneum contra varias especies de Fusarium (F.
oxysporum, F. culmorum y F. moniliforme) causantes de una de las enfermedades mas
extendidas y economicamente importantes llamada Pudricion de la raiz y la corona por

Fusarium (Jaber & Ownley, 2018).

También hay evidencia de antagonismo de M. robertsii frente al fitopatogeno Rhizoctonia
solani, en cultivos duales y en condiciones de campo mediante la disminucion de la
enfermedad producida por el mismo en los tubérculos de papa en Siberia occidental

(Tomilova et al., 2020)

El control de un patégeno por parte de un microorganismo antagonista se puede dar
mediante varios mecanismos de accion, interactuando con el huésped o directamente con
el patogeno. Segun Silvana Vero (2006): “En la mayoria de los casos la proteccion dada
por un antagonista involucra mas de un mecanismo”. Baker (1991), define varios
mecanismos posibles de accion entre los que se encuentran: la produccion de antibidticos,
la competencia por nutrientes o espacio, el parasitismo y la induccion de resistencia del
huésped. Baker clasifica estos mecanismos segun actien directamente con el patogeno o
con la planta hospedera. Vero (2006) le agrega a esta clasificacion el término
amensalismo que involucra la produccion por parte del antagonista, antibidticos y otro
tipo de sustancias que afecten directamente la viabilidad o la capacidad de crecimiento
del patogeno. La Figura 1.5, muestra el esquema de los mecanismos de control adaptado

de Baker y modificado por Vero.
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Figura 1. 5. Mecanismos involucrados en el control bioldgico de patégenos. (Vero, 2006)

Varios son los mecanismos por los cuales estos hongos pudieran actuar como agentes de
biocontrol de hongos fitopatogenos. Uno de ellos es la produccion de compuestos
organicos voldtiles (COV) que actian como biopesticidas para controlar plagas y
patogenos de cultivos. A partir de la deteccion de actividad antimicrobiana de COVs de
tres cepas de M. bruneum, se determind que el oomiceto Pythium ultimum y los hongos
ascomicetos Fusarium graminearum y Botrytis cinerea, fueron sensibles a una gama
amplia de COV (Hummadi et al., 2022). La capacidad de alterar el perfil de COV en
respuesta a seiales de su entorno puede ayudar a M. brunneum a sobrevivir entre las raices
de una amplia gama de especies de plantas y a protegerlas de fitopatdgenos (Hummadi et

al., 2022).

1.2.8 BIOINSUMOS AGRICOLAS A BASE DE Metarhizium

Los bioinsumos son formulaciones que contienen microorganismos (bacterias, hongos,
virus) o compuestos bioactivos microbianos, los cuales son utilizados para mejorar la
productividad, la calidad y la salud de las plantas, o las caracteristicas biologicas del suelo
(Altier et al., 2012). Los bioinsumos en general tienen nulo o bajo impacto en los
agroecosistemas (Mamani & Filippone, 2018). Estos pueden clasificarse en dos grandes
grupos: bioestimulantes y biocontroladores (Starobinsky et al., 2021)

La utilizacion de hongos entomopatdogenos (HE) como bioinsumos aplicados a los
cultivos ha aumentado en las ultimas décadas (Motta & Murcia, 2011). A modo de
ejemplo la Tabla 1.3, extraida del articulo de Motta & Murcia, muestra algunos productos
a base de HE utilizados para el control biologico de plagas.

Beauveria bassiana es el hongo entomopatégeno con mayor espectro de uso y del que se

tiene un mayor numero de productos comerciales a nivel mundial (Faria, & Wraight,
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2007). Se han desarrollado mas de 170 productos basados en al menos 12 especies de
hongos (Faria & Wright 2007). La mayoria de los hongos producidos comercialmente

son especies de Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium e Isaria.

Metschnikoff fue el primero en visualizar a Metarhizium como biocontrolador de plagas
en cultivos (Steinhaus, 1956). Al parecer, fue el primero en darse cuenta de la importancia
de la produccion masiva de los HE por medios “artificiales”. En 1884 dejé que su joven
aprendiz Isaak Krassilschik liderara y organizara una pequefia planta de produccion en
Smela. Después de cuatro meses de produccion, obtuvieron 55 kg de esporas de
Metarhizium, que se mezclaron con arena fina y se esparcieron en parcelas cercanas a
Kiev. Entre 10 y 15 dias después de la diseminacion de esporas de Metarhizium en las
parcelas, entre el 55 % y el 80 % de las larvas de Cleonus (Conorrhynchus mendicus)

murieron por la enfermedad muscardina verde producida por el hongo (Steinhaus, 1956).

Existe una gran variedad de bioinsumos comerciales en todo el mundo cuyo componente
principal en su mayoria es de M. anisopliae. Este puede estar como unico microorganismo
biocontrolador o acompafiado de otros HE o de bacterias (Espinel et al., 2018; Faria &
Wraight, 2007). Los productos basados en Metarhizium desarrollados por empresas e
instituciones sudamericanas, representan el 42,7 % de todos los productos (comerciales)
listados, seguidos de América del Norte (20,5 %), Europa y Asia (12,3 % cada una),
América Central (7,0 %), Africa (2,9 %), y Oceania (2,3%) (Faria & Wraight, 2007). Los
datos sugieren que el mayor programa que utiliza estos hongos, se basa en aplicacion de
M. anisopliae para el control del salivazo, Mahanarva andigena Jacobi (Homoptera,
Cercopidae), en campos de cafia de azlcar y pastizales de América del Sur y Central

(Faria & Wraight, 2007).

Los principios activos de los bioinsumos a base de Metarhizium sp., son principalmente
conidios o una mezcla de conidios con hifas (micelio del hongo) que se cuantifican en
términos de unidades formadoras de colonias (ufc). La formulacion de un bioinsumo es
el proceso por el cual se combina la cepa microbiana con otros ingredientes que
garantizan su estabilidad y viabilidad (Altier et al., 2012). El material soporte o material
matriz del bioinsumo juega un rol fundamental. Este debiera preservar al microorganismo
hasta su momento de desarrollo y accion en el suelo, evitando la deshidratacion o el

contacto con productos quimicos (agroquimicos) perjudiciales.
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Los materiales de origen lignoceluldsico, en desarrollo, como los hidrogeles y films
(Musa et al., 2018) derivados de las combinaciones de hemicelulosas, ligninas y celulosa,
son una de las opciones a tener en cuenta en Uruguay, donde se producen diariamente
debido a la industria maderera, toneladas de residuos forestales y residuos de la industria

de la celulosa.

En la revision de Faria & Wraight (2007) las formulaciones conteniendo Metarhizium

utilizadas hasta el 2007, fueron:

-Polvo mojable. Polvo para ser aplicado como una suspension después de la dispersion

en agua.

-Granulado. Una formulacion solida de granulos definidos de un rango de tamafio

variable, listo para usar

-Cebo (listo para usar). Formulacion disefiada para atraer y ser consumida por las plagas

objetivo.

-Grénulo dispersable en agua. Formulacion consistente en granulos para ser aplicado

después de la disgregacion y dispersion en agua.

-Concentrado técnico. Un ingrediente activo aislado (en la medida de lo posible) a partir
de las materias primas, disolventes, etc., utilizados para producirlo. Los materiales de

partida suelen ser los sustratos de cultivo liquidos o s6lidos.

-Concentrado fluido miscible en aceite. Una suspension estable de ingrediente(s)

activo(s) en un fluido destinado a diluirse en un liquido orgéanico antes de su uso.

-Dispersion de aceite. Una suspension estable de ingredientes activos en un fluido
inmiscible en agua, que puede contener otros ingredientes activos disueltos, destinados a
la dilucidn en agua antes de su uso. En la practica, las dispersiones de aceite contienen

emulsionantes para hacer la mezcla miscible en agua para pulverizar.

El recubrimiento de semillas con biopolimeros conteniendo conidios, o también con
microesclerocios de Metarhizium (Lira et al., 2020; Rivas et al., 2019) es otra de las

opciones de formulado con grandes perspectivas de uso agricola.

Con respecto a las investigaciones sobre la seguridad de utilizacion de productos a base

de estos hongos, Zimmermann (2007) realiza una revision y concluye que M. anisopliae
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se considera seguro con riesgos minimos para los vertebrados, seres humanos y el medio

ambiente.

Tabla 1. 3. Productos comerciales a base de HE utilizados para control biolégico.

Botanigard® B. bassiana Chile
Aseronjia® A. aleyrodis Rusia
Biotrol® FBB B. bassiana USA
Boverin® B. bassiana Rusia
ABG-6178® B. bassiana USA
Mycar® H. thompsoni USA
Biotrol® FMA M. anisopliae USA
Green guard® M. anisopliae Australia
Metaquino® M. anisopliae Brasil
Vertalec® V. lecanii Inglaterra
Mycotol® V. lecanii Inglaterra
Mycotal® V. lecanii Holanda
Mycotrol® WP B. bassiana USA
Preferal® P. fumosoroseus Bélgica
Bea-SIN® B. bassiana México
Pae-SIN® P. fumosoroseus México
Micobiol® HE B. bassiana Colombia
M. anisopliae
L. lecanii
H. thompsonii
Vertisol® Verticillium spp Colombia
Couch® L. giganteum USA

Tabla reproducida de Motta & Murcia, (2011).
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1.3 CULTIVO DE LA SOJA

1.3.1 Caracteristicas del cultivo de soja en Uruguay

El cultivo de soja (Glycine max), es el principal cultivo de secano en el Uruguay (Couto
etal., 2021) y ocupa actualmente un promedio de 908.000 hectareas. Este cultivo enfrenta
el desafio de mantener los rendimientos de produccion, a los efectos de abastecer el alto
potencial de demanda internacional existente. El rendimiento medio del cultivo de soja a
nivel nacional de la zafra 2020/21, fue estimado en 1.881 kilogramos por hectarea un 13
% menos que en la zafra anterior cuando se alcanzé un rendimiento de 2.171 kg/ha
sembrada. Si observamos los resultados de las ultimas 12 zafras (figura 1.6), este
rendimiento es uno de los mas bajos junto con las campanas 2010/11 y 2017/18 (Couto

etal., 2021).
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Figura 1. 6. Area sembrada de soja (miles de hectireas), produccién (toneladas) y rendimiento de

grano seco (kg/h) en funcion del afio, periodo 2009-2021 (DIEA, Couto et al., 2021).

Las causas de esta variabilidad en el rendimiento pueden responder a factores abidticos
como los climaticos, asi como a factores bidticos debido a la presencia de enfermedades
e insectos plaga, que afectan tanto durante la implantacion como en los diferentes estadios

de desarrollo del cultivo. Flores y Balbi (2014) determinaron que el desarrollo de
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ciertas enfermedades estaba favorecido por el método de la siembra directa. La falta de
remocion de rastrojos y su acumulacidn, caracteristicos del método, provocan el
incremento de la humedad en la superficie de los suelos favoreciendo el desarrollo de
hongos fitopatogenos, que afectan la salud de las plantas. Las principales fuentes de
inéculo de estos hongos fitopatdgenos son: el ya mencionado rastrojo, las propias semillas
contaminadas, y el suelo. Esporas del aire provenientes de otros cultivos y/o malezas

pueden también ser fuentes de indculo de estos hongos.

1.3.2 LA IMPORTANCIA DE LA SIMBIOSIS CON RIZOBIOS

El cultivo de soja cubre sus requerimientos de nitrégeno a través del aporte del suelo y
fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico (FBN). La FBN se realiza a partir de la
asociacion simbiotica de las leguminosas y un grupo de bacterias diazédtropas llamadas
“rizobios”. La asociaciéon simbidtica se manifiesta en la raiz con estructuras

especializadas llamadas n6dulos donde ocurre la FBN (ver Figura 1.7)

Figura 1. 7. Sistema nodular de la raiz de soja.

https://asb.com.ar/cultivos/soja/raices-nodulos/

A los efectos de utilizar todo el potencial de la relacion simbidtica entre los rizobios y las
leguminosas, es que se han aislado, seleccionado y desarrollado inoculantes con cepas de
rizobios eficientes en la FBN, especificas para cada tipo de leguminosa de interés

agricola. Uruguay implement6 en la década de 1960 una politica publica denominada
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“Programa de Fijacion Biologica del Nitrégeno” del Departamento de Microbiologia de
Suelos, con el objetivo de estudiar la importancia de la inoculacién con rizobios en los
establecimientos agropecuarios, asi como su impacto en la productividad y persistencia
de las leguminosas forrajeras en el pais (Labandera, 2005). Aunque este programa ya no
estd vigente, Uruguay cuenta actualmente con un Sistema de Control de Calidad de
Inoculantes y un listado oficial de inoculantes autorizados por el Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca (MGAP). Las unicas cepas autorizadas comercialmente para la

inoculacion en soja son Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302.

Segun Salvagiotti et al. (2008), el cultivo de soja requiere, en promedio,
aproximadamente 80 kg de nitrogeno (N) para producir una tonelada de grano, con un
rango que varia entre 53 y 156 kg de N por tonelada. Estas variaciones dependen de
factores como las condiciones del suelo, practicas de manejo y eficiencia de la fijacion
bioldgica de nitrogeno. En chacras sin historia previa de soja, la respuesta a la inoculacion
con rizobios es significativa, con incrementos en el rendimiento cercanos a 900 kg/ha.
Estos aumentos se acompanan de un mayor peso de los granos y un incremento en los
porcentajes de proteina tanto en las hojas como en los granos. Es importante destacar que,
en cultivos continuos de soja, la respuesta a la inoculacién es menor, pero se sigue
recomendando esta practica (Labandera, 2003). Actualmente, la inoculacion con rizobios
autorizados es una practica ampliamente extendida en Uruguay, respaldada por el Sistema

de Control de Calidad de Inoculantes del MGAP.

El proceso de acumulacion de nitrogeno en el cultivo de soja es lento durante las primeras
etapas de desarrollo, pero se acelera significativamente desde el inicio de la floracion
hasta la finalizacion del llenado de granos. La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN)
puede dividirse en tres etapas principales. En la primera etapa, que abarca desde la
emergencia hasta aproximadamente los 30 dias, el aporte de la FBN es minimo debido al
desarrollo inicial de los nodulos, los cuales aun tienen una funcionalidad limitada.
Durante este periodo, la mayor parte del nitrégeno proviene del suelo. En la segunda
etapa, que comienza después de los 30 dias, el sistema nodular alcanza su maxima
actividad, lo que permite la mayor acumulacién de nitrégeno en el cultivo. Esta etapa es
crucial para satisfacer las necesidades de nitrégeno durante las fases mas demandantes
del desarrollo de la planta (Salvagiotti et al., 2009). La tercera etapa de la fijacion
biologica de nitrogeno (FBN) en el cultivo de soja se inicia con el comienzo del llenado

de granos, correspondiente al estadio fenologico R5. Durante esta fase, los granos se
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convierten en el principal destino del carbono y los nutrientes dentro de la planta,

relegando a los nddulos a un papel secundario (Salvagiotti et al., 2009).

Los inoculantes rizobianos han experimentado mas de seis décadas de desarrollo y
optimizacion, sin embargo, el proceso de aplicacion a las semillas contintia enfrentando
limitaciones que afectan la viabilidad de los rizobios (Labandera, 2005). Dentro de las
causas se encuentran: a) el tiempo entre la inoculacién y la siembra, siendo necesario
inocular las semillas pocos dias previos a la siembra, proceso que no siempre se cumple
debido a razones logisticas y operativas como la escasez de mano de obra entre otras b)
la preparacion del inoculante con agua de mala calidad y la falta de constancia en el uso
de antidesecantes (Deaker et al., 2012, Deaker et al., 2007). c) el tratamiento de las
semillas con fitosanitarios (curasemillas) para evitar las plagas de implantacion, (Beyhaut
& Sicardi, 2012). Cualquier bioinsumo disefiado para soja debe considerar la
compatibilidad con los rizobios autorizados para el cultivo y no intervenir en el proceso

de nodulacion del cultivo.

1.3.3 ENFERMEDADES DE IMPLANTACION CAUSADAS POR
FITOPATOGENOS

El rendimiento del cultivo se ve afectado por factores bidticos y abioticos. Dentro de los
factores bidticos se encuentran las enfermedades de implantacion. Segun Gally (2006),
las enfermedades del cultivo de soja son responsables en gran parte de la reduccion del
rendimiento (kg de grano/ area sembrada), de la pérdida de la produccion, asi como
también afectan la calidad del producto. Este efecto es explicado por la accion de hongos,
bacterias, virus y nematodos fitopatogenos (Sorhouet & Souza, 2019). Las enfermedades
de implantacion causan: reduccion de la densidad en el establecimiento y defectos en la

distribucion de las plantas o pérdida de area (Figura 1.8).

Las plantulas a menudo no crecen o mueren poco después de haber emergido del suelo.
Las semillas pueden pudrirse antes de germinar, los brotes pueden descomponerse antes
de emerger o los tallos de las plantulas pueden ser atacados cerca de la linea del suelo,
causando el colapso de las plantas jovenes. Estas enfermedades a menudo se denominan
colectivamente “damping-off’ y pueden ser causadas por una serie de patéogenos que
habitan en el suelo y/o acompafian a la semilla. A nivel mundial las pérdidas ocasionadas

por estos oscilan entre el 10 y el 15% (Ivancovich, 2013; Arrua et al., 2021).
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Figura 1. 8. Reduccion de la densidad y pérdida de area

sembrada, debido a enfermedades de implantacién. (Perez, 2015)

Dentro de los patéogenos responsables de las enfermedades “damping-off” (Tabla 3) se
encuentran las especies Pythium spp., Phytophthora sojae, Rhizoctonia solani, Fusarium
spp., Colletotrichum spp. entre otros (Stewart & Rodriguez, 2016). Estos pueden actuar
de manera individual o en forma conjunta como un complejo, lo que hace muy dificil su
control (Urrea et al., 2013). Estudios realizados por Rizvi & Yang, (1996) en lowa,
reportan las especies de Pythium spp., Phytophthora sojae, y Rhizoctonia solani como
principales causas de las enfermedades de las plantulas de soja. Asi mismo recientemente,

Fusarium graminearum se identificd6 como un patégeno de soja (Ellis et al., 2011).

En estudios realizados por Wall, (1983), a nivel de laboratorio, simulando condiciones de
humedad y temperatura, con semillas dafiadas mecanicamente, se demostrd que la
colonizacion por especies de hongos de Pythium y Fusarium fue elevada, con
temperaturas superiores a 15 °C, mas atn con un rango de entre 20 a 25 °C. Al igual que
niveles superiores al 20% de humedad en el suelo, hasta 35, no tuvieron diferencias en la
colonizacion de los patogenos. Los curasemillas con los principios activos metalaxil y
mefenoxam se usan para el control de Pythium y Phytophtora y los bencimidazoles para

Fusarium.
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Tabla 1. 4. Fuentes de inéculo de fitopatogenos del cultivo de soja.

Semilla Fusarium spp. Gally 2006
Diaporthe/Phomopsis
Colletotrichum truncatum

Cercospora kikuchii/sojina Cladosporium spp.
Alternaria spp.

Rhizoctonia solani
Pseudomonas savastanoi pv. Glycinea
Xanthomonas axonopodis pv. Glycines

Otros

Condiciones de Penicillium spp. Gally 2006

almacenamiento Aspergillus spp.

Suelo Pythium spp. Stewart y
Phytophthora sojae Rodriguez
Rhizoctonia solani 2016
Fusarium spp.

Rastrojo F. graminearum Sorhouet 2019
Cercospora kikuchii/sojina Cladosporium spp. Stewart y
Pseudomonas savastanoi pv. Glycinea §g§lg iguez

Xanthomonas axonopodis pv. Glycines
Colletotrichum truncatum

La Tabla 1.4 muestra la fuente de inoculo de fitopatdogenos responsables de las

enfermedades de implantacion.

A continuacion, se presenta una breve descripcion de los signos de enfermedad y
condiciones Optimas de desarrollo de tres de los géneros de microorganismos

fitopatdgenos responsables de “Damping off” en soja.

1.3.3.1 Fusarium spp.

Varias especies de Fusarium son responsables de las enfermedades de implantacion; F.
acuminatum, F. equiseti, F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, F.
pallidoroseum, F. rigidiusculum, F. solani, F. sporotrichioides, y F. tricinctum. Las
semillas infectadas pueden presentar coloraciones rojizas, la germinacion se ve demorada
y reducida. Las condiciones predisponentes para que este hongo afecte la germinacion,
dependen de la especie en cuestion, pero en general prefiere las temperaturas célidas de

mas de 25° C y alta humedad. (Stewart 2013).
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1.3.3.2 Rhizoctonia spp.

Las plantulas afectadas con Rhizoctonia, presentan una lesion rojiza en el hipocotilo a la
altura de la linea del suelo y puede abarcar todo el didmetro del tallo de la planta de soja.
Las temperaturas Optimas para la infeccion de Rhizoctonia son entre 26 y 32°C. La
poblacion en el suelo de este patdogeno se reduce en condiciones de anegamiento
prolongado o bajo riego. Suelos arenosos y aireados favorecen la enfermedad (Stewart &

Rodriguez, 2013).

1.3.3.3 Pythium spp.

Cuando el agente causal es Pythium, las especies involucradas son generalmente P.
ultimum, P. debaryanum, P. irregulare y P. aphanidermatum. Los cotiledones pueden
mostrase engrosados y malformados. Las plantulas al llegar al estado V2 (primera hoja
trifoliada desarrollada) se vuelven resistentes a la infeccion, pues se comienza a formar
tejido lefioso, pero igual pueden morir si la infeccion fue previa y no desarrollaron raices
secundarias. Suelos anegados favorecen la infeccion de Pythium, mientras que las
temperaturas Optimas dependen de la especie en cuestion. Las primeras dos especies
arriba mencionadas tienen su optimo entre 10 y 15°C, P. irregulare entre 20 y 30°C, y la

ultima entre 30 y 36°C (Stewart & Rodriguez, 2013).

1.4 Metarhizium EN SOJA

Existen estudios que demuestran que Metarhizium podria utilizarse como organismo
benéfico para el cultivo de soja. Prueba de ello es el trabajo sobre resistencia a estrés
salino realizado por Khan et al. (2012). En el mismo se registr6 un aumento de la
longitud, la biomasa fresca y seca de los brotes, del contenido de clorofila, de la tasa de
transpiracion, de la tasa fotosintética y del area foliar de las plantas de soja inoculadas
con Metarhizium bajo condiciones de estrés. Los autores encuentran que las interacciones
de los hongos endofitos con la soja pueden ser beneficiosas para mejorar la calidad y
cantidad de la soja bajo sistemas agricolas afectados por la sal. Esto lo demostraron
mediante la deteccion de contenidos reducidos de acido abscisico y elevados de acido
jasmonico en las plantas de soja inoculadas con M. anisopliae bajo estrés por salinidad.
También se encontrd contenidos de isoflavonoides (IF) significativamente mas altos en

plantas de soja inoculadas con M. anisopliae.
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Kepler et al. (2015) encontraron un mayor nimero de ufc de Metarhizium en parcelas de
campo con cultivo de soja en comparacion con el maiz o la alfalfa, y la mayoria de los
aislamientos utilizados en su estudio filogenético fueron identificados como M. robertsii.
Lo que podria sugerir que M. robertsii podria ser compatible con el cultivo de soja e

incluso tener algtn tipo de asociacion simbiotica.

M. anisopliae no es la Gnica especie de Metarhizium capaz de vivir como endofito en la
planta de soja. En un estudio de Clifton et al. (2018), se demostré6 que M. bruneum
colonizé endofiticamente el tallo de soja. Sin embargo, en ese estudio las plantas de soja
inoculadas con M. bruneum presentaron un aumento de susceptibilidad al pulgén de la

soja (Aphis glycines Matsumura).

1.5 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis: Existe al menos una cepa de Metarhizium spp. que ejerce una accion
biocontroladora frente a fitopatdgenos responsables de enfermedades de implantacion en

sojay que, al asociarse con la planta, no interfiere en la simbiosis rizobiana con B. elkanii.

Objetivo General: Caracterizar y seleccionar cepas de Metarhizium spp. compatibles
con B. elkanii, con capacidad biocontroladora frente a fitopatdogenos responsables de
enfermedades de implantacion en soja, para contribuir al desarrollo de un bioinsumo que

mejore el estado fitosanitario del cultivo.
Este objetivo general puede traducirse en dos objetivos especificos (OE 1 y OE 2)

OE 1: Caracterizar los aislamientos de Metarhizium spp. segin su compatibilidad con B.
elkanii, su capacidad de asociacion con la planta de soja y su eficiencia en la

bioproduccion de conidios mediante procesos de fermentacion en sustrato solido.
OE 2: Evaluar y seleccionar cepas de Metarhizium spp. segun su eficacia en el
biocontrol de fitopatdgenos responsables de enfermedades de implantacién en soja,

garantizando que no interfieran con la nodulacién mediada por B. elkanii.

La Tabla 1.5 resume los objetivos especificos del presente trabajo junto con las

actividades experimentales realizadas para alcanzarlos.
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Tabla 1. 5. Objetivos especificos y las actividades relacionadas.

Objetivos ACTIVIDADES

especificos

OE 1 Produccion de Metarhizium spp. conidios por fermentacion en sustrato
Estudio de Rizocompatiblidad. Capacidad de Metarhizium de adaptarse al medio:

Compatibilidady  exudado de raiz de soja.

Asociacion Determinacion de endofitismo fungico por microscopia de fluorescencia

confocal

Determinacion de la capacidad endofitica de Metarhizium a partir del cultivo

de fragmentos de raiz en medio selectivo.
Determinacion de presencia de Metarhizium en rizosfera.

Compatibilidad in vitro de Metarhizium spp. & Bradyrhizobium elkani.

Cultivos duales.

Compatibilidad in planta de Metarhizium spp. & Bradyrhizobium elkanii

OE 2 Antagonismo de Metarhizium spp. frente a patogenos, cultivos duales.
Estudio de Germinacion y emergencia de soja inoculada con Metarhizium spp., en suelo
Biocontrol con alto indice de patogenicidad.

Biocontrol de hongos fitopatogenos in planta.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Los microorganismos utilizados en este trabajo incluyen: trece aislamientos de
Metarhizium spp., cuatro fitopatégenos de la coleccion de Bioinsumos de INIA Las
Brujas y dos cepas de rizobios habilitadas por el MGAP para biofertilizacion del cultivo
de soja. En la tabla 2.1. se muestra las especies, su nimero de coleccion asignado, cepa y
origen de los microorganismos. Las cepas de hongos entomopatdgenos de esta coleccion
fueron obtenidas a partir de insectos y larvas de Diloboderus abderus (12 cepas) y Cydia
pomonella (la cepa restante), todas ellas recolectadas de los departamentos de Colonia y

Canelones de Uruguay (tabla 2.1).

Tabla 2. 1. Lista de material biolégico utilizado en el presente trabajo

ILB167 Metarhizium robertsii D. abderus (isoca) Ruta 3 Km 188
ILB173 Metarhizium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB179 Metarhizium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB182 Metarhizium frigidum D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB184 Metarhizium flavoviride D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB185 Metarhizium frigidum D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB189 Metarhizium flavoviride D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB221 Metarhizium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
1LB222 Metarhzium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
1LB223 Metarhizium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
ILB225 Metarhizium lepidiotae D. abderus (isoca) Ovinos (Colonia)
1LB232 Metarhizium lepidiotae Cydia pomonella Canelones
1LB440 Metarhizium robertsii D. abderus (isoca) Canelones
ILB317 Pythium ultimum G. max N5909 Colonia +
ILB323 Pythium sylvaticum G. max N5909 Colonia +
ILB332 Fusarium graminearum trigo Treinta y Tres **
1LB428 Rhizoctonia oryzae - Colonia +
uUl1301* Bradyrhizobium elkanii G. max Brasil
U1302* Bradyrhizobium elkanii G. max Brasil

ILB: aislamientos de hongos de la coleccion del laboratorio de Bioinsumos de INIA Las Brujas.
(*) Cepas de rizobios recomendadas por el MGAP de la coleccion del Laboratorio de Suelos de INIA Las
Brujas. (+) INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay. (**) INIA Treinta y Tres, Uruguay.
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Las cepas Pythium ultimum'y Pythium sylvaticum (tabla 2.1) fueron provistas por la Dra.
Silvina Stewart de INIA La Estanzuela (Abreo et al., 2017). conservadas en la coleccion
de INIA Las Brujas (P. wultimum ILB317 y P. sylvaticum 1LB323). Las cepas de
Rhizoctonia oryzae y Fusarium graminearum (tabla 2.1) fueron provistas por el Dr.
Sebastian Martinez (INIA Treinta y Tres) y la Dra. Silvia Pereyra (INIA La Estanzuela)
respectivamente, ambas conservadas en la coleccion INIA Las Brujas (ILB428 e ILB332)

(Olivera Alegre, 2023).

En los distintos experimentos se utilizaron variedades comerciales de soja Glycine max

Nidera 5909 y Génesis 5602.

Los diferentes experimentos realizados requirieron de suspensiones de conidios de
concentraciones conocidas de los trece aislamientos de Metarhizium spp., indculos
liquidos y soélidos de cuatro fitopatogenos e indculos de rizobios. A continuacion, se

describiran todas las técnicas de cultivo utilizadas.

2.1.1 Cultivo en placas de agar-papa-dextrosa

Se cultivaron en placas de Petri de 9,0 cm de didmetro con agar-papa-dextrosa (PDA) los
trece aislamientos de Metarhizium de la tabla 2.1., mediante la siguiente técnica:
Primeramente, con un ansa y de forma aséptica se retiraron fragmentos de los
aislamientos con gran presencia de conidios y masa fungica de los tubos de pico de flauta
de la coleccion, y se suspendieron en ImL de Triton X-100 0,01% estéril en un tubo
eppendorf. Luego de agitar el tubo con vortex, se procedié a sembrar por extension la
placa en camara de flujo laminar, distribuyendo 100 pL de la suspension con rastrillo en
la superficie del PDA. Se sembraron para cada aislamiento de 5 a 6 placas, y se guardaron

a 24 °C en incubadora luz:oscuridad (12:12 h).

El tiempo de incubacion vari6 desde 14 a 21 dias, dependiendo de la tasa de crecimiento
de las colonias y la maduracion de los conidios de cada aislamiento. Para determinar el
momento de cosecha de conidios se tuvo en cuenta el color verde oliva y verde oscuro
como indicadores de madurez y la observacion al microscopio de estos. La cosecha de
conidios se realiz6 con una varilla de vidrio y se suspendieron en 3 a 5 mL de Triton X-

100 0,01% estéril en cdmara de flujo laminar.

Cada suspension de conidios obtenida mediante la técnica descrita se guardd en tubo

Falcon estéril de 15 mL, con cinco perlas de vidrio de 0,5 mm de didmetro, a 4 °C hasta
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su utilizacion. Tiempo de almacenamiento de 10 a 21 dias. La concentracion de conidios
se determind utilizando una cdmara de Neubauer mejorada, y una vez determinada se

ajusto segun el disefio de cada experimento.

La siembra en placas de Petri con PDA de los cuatro fitopatogenos se realizd a partir de
fragmentos de las colonias guardadas en picos de flautas con PDA de la coleccion de
INIA. Se incubaron a 26 °C en un periodo de tiempo de cultivo de dos dias para P.
ultimum 1LB317 y P. sylvaticum 1LB323, y cinco dias para Fusarium sp. ILB332 y R.
orizae 1LB428, tiempo requerido para que la colonia ocupe toda la placa. Las mismas se
guardaron en heladera a 4 °C. A partir de estas placas guardadas sembraron nuevas antes
de cada experimento. Para ello se extrajo una porcion de micelio con un sacabocados (de
0,5 cm de didmetro) del borde de la colonia y se sembr6 en el centro de una nueva placa

de PDA y se cultivo en las mismas condiciones.

2.1.2 Preparacion de suspension de células de B. elkanii

Las dos cepas de B. elkanii (Tabla 2.1), se cultivaron en un medio liquido de
enriquecimiento Triptofano-extracto de levadura (TY, Anexo A) a 27 °C en agitacion
constante de 180 rpm. El cultivo se dej6 incubando 2 a 3 dias hasta llegar a una densidad
optica de 0,6 aproximadamente, correspondiente a una concentracion cercana a 10'°
células de rizobios/mL (medida por espectrofotometro). Luego se realizaron cuatro
diluciones seriadas de 1/10 con solucion salina al 0.85 %. La dilucién menor,10° células

de rizobios/mL, es la que se utiliz6 para el experimento de cultivos duales en placa.

2.1.3 Cultivo liquido de fitopatogenos

El cultivo liquido de fitopatogenos se hizo inoculando matraces baffled conteniendo caldo
de papa-dextrosa (PDB), con diez porciones de micelio de Fusarium provenientes de
placas de PDA. Los mismos se icubaron en oscuridad a 24 °C en agitacion 180 rpm
durante 10 dias . La produccién de Pythium y Rhizoctonia se realizd en PDB y glucosa,
incubandose a 22 °C en oscuridad en agitacion 200 rpm. El tiempo de incubacion fue de
7 dias para Rhizoctonia y 5 dias para Pythium. La figura 2.1 muestra la produccién en

cultivo liquido resultado de esta metodologia.
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Figura 2. 1. Cultivo liquidos de hongos fitopatogenos. De izquierda a derecha: R.orizae 1LB428;

Fusarium sp. ILB332; P. ultimum 1LB317 y P. sylvaticum ILB323. Foto: Elaboracion propia.

2.1.4 Fermentacion en sustrato solido

La produccion en masa de hongos entomopatogenos se realizd en el sustrato: arroz
parboiled hidratado variacion de la metodologia presentada por Alcantara-Vargas et al.
(2020). Se coloco 60g de arroz en bolsas de autoclavables con un anillo de metal en la
boca de la bolsa sujetado con cinta. Se le agregd 60 mL de agua tibia destilada y se dejo
en reposo por unos 20 - 30 minutos, con el objetivo de hidratar el grano de arroz. Luego
se taparon las bolsas con un tapon de algodon envuelto en gaza y capuchon de aluminio,
y se esterilizaron a 121 °C en autoclave por 15 minutos. Las bolsas de arroz se inocularon
con 6 mL de suspension 1 x 10° conidios/mL de Tritén X-100 al 0,01 % de cada uno de
los trece aislamientos de Metarhizium. Las bolsas inoculadas se dejaron incubando a 25
°C. A partir de las 48 h. se procedio a disgregar los granos de arroz para aumentar la
superficie de contacto del grano con el indculo. El proceso de produccidn se considerd
finalizado, cuando el arroz quedé homogéneamente cubierto por el color tipico de los
conidios de cada aislamiento de Metarhizium, un color verde oliva o verde oscuro/café

segun la especie (ver Figura 2.2).
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Figura 2. 2. Producciéon de conidios por fermentacion en

sustrato solido. Se puede observar bolsas de arroz con micelio
blanco de Metarhizium con poco desarrollo de conidios a la
izquierda, y bolsas a la derecha con el color verde oliva

caracteristico de los conidios maduros.

Los fitopatdgenos también fueron sembrados en arroz, utilizando 10 mL de indculo
liquido de fitopatogenos, para inocular bolsas con 300 g de arroz y 300 g de agua
previamente autoclavadas. Las bolsas se mantuvieron en camara a 26 °C en oscuridad,
siguiendo la técnica utilizada para la produccion de Metarhizium. El tiempo de incubacion
dependio6 del patégeno: 10 dias para Fusarium, 8 dias para Rhizoctonia y 6 dias para
Pythium. Una vez que la bolsa quedo cubierta completamente por el micelio del hongo se

guard6 en heladera a 4°C.

Para la cosecha de conidios de Metarhizium fermentado en arroz, se coloco el contenido
de cada bolsa en matraz de 250 mL estéril, y se agregd 120 mL de Triton X-100 0,01 %
(ver Figura 2.3), procedimiento realizado en cdmara de flujo laminar. Los matraces
tapados, se colocaron en agitacion a 200 rpm a 4 °C durante una hora. Posteriormente se
filtr6 la suspension de conidios con una gasa estéril, obteniéndose un volumen de 60 a 70
mL de suspension. Las suspensiones se almacenaron en tubos Falcon de 50 mL en
heladera a 4 °C. Los conidios de las suspensiones se cuantificaron al microscopio en

camara de Neubauer.
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Figura 2. 3. Cosecha de conidios del arroz con soluciéon de Triton X-100.

Se muestra los matraces con las suspensiones de arroz cubiertos de conidios

en Triton X-100 0,01 %, antes del filtrado. Foto. Elaboracion propia

2.2 COMPATIBILIDAD DE Metarhizium spp. CON RIZOBIOS

2.2.1 ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD DE Metarhizium spp. Y
Bradyrhizobium elkanii EN CULTIVOS DUALES

Se siembra por extension en placas en un medio sélido de extracto de levadura y manitol
(EMA, Anexo A), 100 pL de 10° células de rizobios/mL de cada cepa de B. elkanii
(U1301 y U1302), cultivadas como se indica en la seccion 2.2.2. Las placas inoculadas,
se dejaron en reposo por cuatro horas en camara de flujo laminar, para fijar las células de
los rizobios a la superficie del medio solido. Posteriormente, se sembraron 5 pL de
suspension de conidios de 1x10* conidios/mL de uno de los aislamientos de Metarhizium,
en dos puntos de la placa ubicados a 2,3 cm del centro. Se inocularon tres placas de
cultivos duales, por cada uno de los trece aislamientos de Metarhizium. Se hicieron
controles por triplicado de las cepas de rizobios y de cada uno de los trece aislamientos
de Metarhizium. Todas las placas se incubaron por 7 dias a 27 °C. La Figura 2.4 muestra
una placa de cultivo dual donde se puede observar dos colonias grandes de un aislamiento
de Metarhizium 11.B440 rodeadas por una zona transliicida sin crecimiento de rizobios
(correspondientes a las colonias pequenas blancas de B. elkanii distribuidas en toda la

placa). El experimento completo se repitio tres veces.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion se determind el tamafio de la colonia de
Metarhizium a partir de la medida de su didmetro (D). La medida D, es un promedio de
los diametros de las dos colonias de Metarhizium por placa (Figura 2.4). Luego se mide
el espacio de inhibicion de crecimiento de las colonias de los rizobios, correspondiente al
espacio translicido alrededor de cada colonia de Metarhizium por placa, es decir el halo

de inhibicion (H). La obtencion del valor H se realiza a partir de la diferencia del diametro
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maximo de la zona de inhibicidn de rizobios (DI) y D (Figura 2.4.) de cada placa (unidad

experimental).

Figura 2. 4. Placa de Petri de cultivo dual de B. elkanii
U1301 y dos colonias de Metarhizium ILB440. (B)- B.
elkanii U1301 colonias. (M)- Colonia de Metarhizium
robertsii 1LB440. (D)- Didmetro de la colonia de
Metarhizium. (DI)- Didmetro de inhibicion. (H)- Halo de

inhibicion (doble flecha). Foto: Elaboracion propia.

2.2.2 COMPATIBILIDAD IN PLANTA DE Metarhizium spp. Y

Bradyrhizobium elkanii

El estudio de compatibilidad in planta se realizé a partir de la siembra en macetas, con
arena fina y gruesa estéril, de semillas de soja recubiertas con conidios de cuatro

aislamientos de Metarhizium spp. e indculo de B. elkanii.

2.2.2.1 Recubrimiento de semillas

El recubrimiento de semillas de soja se efectué con un adherente comercial en polvo, una

suspension de conidios de uno de cuatro aislamientos de Metarhizium seleccionados
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(ILB167, ILB173, ILB184 e ILB223) y un inoculante liquido comercial de rizobios. El

procedimiento consistio en dos etapas:

1) Preparacion del adherente con inoculo, en la proporcion: 0.117 g del adherente en
polvo (segtn indicaciones del fabricante) y 5 mL de suspension de conidios de
1,4 x 10% conidios/mL de no més de 10 dias de cosecha. Se prepard, ademas,
adherente disuelto en 5 mL de agua destilada estéril sin Metarhizium (control).
2) Recubrimiento de semillas con el adherente y el inoculo. Para ello se colocaron
100 g de semillas en bolsas de polipropileno, a las que se les afiadié 300 pL de
adherente e inmediatamente 300 pL de inoculante liquido de B. elkanii lote 1301
(09/2019) conteniendo 1,3 x10'° ufc/mL. Se mezclé todo en forma manual
vigorosamente por aproximadamente 4 min.
El control de inoculacion se realizd segin protocolo de MGAP para semillas
preinoculadas. Para ello se sembraron 100 pL de las diluciones: (-3) y (-2) en medio para
rizobios de extracto de levadura-manitol-agar (EMA) y diluciones: (0) y (-1) en medio
PDA para Metarhizium. Las placas de EMA se dejaron en incubacion a 28°C por 7 dias
y las de PDA a 26 °C por 5 dias. El medio de PDA se prepardé con cloranfenicol
esterilizado por filtrado (0.1 g de cloranfenicol para 200 mL de medio autoclavado). Las
semillas fueron almacenadas en heladera a 4 °C y se repitio control de calidad a las 72 h.
Se realiz6 otro control de inoculacion en PDA a los 6 dias. Con este mismo medio
selectivo se realizd un control de las suspensiones iniciales o suspensiones madre. Los

resultados del control de inoculacion se pueden ver en el Anexo 1.

2.2.2.2 Crecimiento de las plantas con Metarhizium y rizobios

El experimento contd con cinco tratamientos de las semillas: /-M. robertsii ILB167. 2-
M. lepidiotae 1LB173. 3- M. frigidum 1LB184 4- M. lepidiotae 1LB223 y 5- un control
sin Metarhizium. Todos los tratamientos contenian inoculo de B. elkanii U1301. Se
sembraron cuatro semillas de tratamiento por vaso de 250 mL conteniendo arena fina y
gruesa estéril en la proporcion 1:1. Se destinaron cuatro vasos para cada tratamiento. Los
vasos fueron distribuidos de forma aleatoria en una mesa en invernaculo a 26 °C, y se
dejaron crecer durante dos meses. Luego se realizé un conteo de nddulos por planta, y se
midio el peso seco de nddulos, de raiz y parte aérea. El mismo dia se realiz6 un control

de inoculacion segun protocolo de MGAP (ver resultados en la seccion 3.2).
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2.3 COMPATIBILIDAD Y ASOCIACION CON LA PLANTA DE SOJA

Varios de los experimentos de compatibilidad y de asociacion con la planta de soja, se

realizaron con semillas recubiertas con la siguiente metodologia:

2.3.1 Recubrimiento de semillas con adherente comercial con conidios

El recubrimiento se realizo en 100 g de semillas esterilizadas superficialmente de marca
comercial Nidera 5909 y 100 g de Génesis 5602. Estas fueron recubiertas con una mezcla
de 3.5 mL de una solucion de adherente comercial utilizado para rizobios (Bioprotector
Add-it) y 500 uL de suspension cercana a 1 x 10® conidios/mL de dos aislamientos de

Metarhizium robertsii ILB167 e 11L.B440.

Se realizd un control del recubrimiento mediante el recuento de unidades formadoras de
colonia (ufc) de las suspensiones de conidios antes y después del recubrimiento: 1) se
pusieron 90 semillas en 90 mL de solucion 0,85 % y Tween 0,02 % se agitd por una hora,
2) Se sembraron en placas de PDA las diluciones (-1), (-2) y (-3) por triplicado, 3) Se
cuentan las colonias a los 3 dias y se compara con el recuento de la solucion antes de

recubrir las semillas.

2.3.2 DETERMINACION DE PRESENCIA DE Metarhizium EN
RIZOSFERA

Seis semillas recubiertas (ver seccion 2.2.2.1) se sembraron en macetas de 1 Kg con turba
y arena en la proporcion 1: 3, en inverndculo a 21 °C (minimo 14 °C y maximo 28 °C). Se
prepararon seis tratamientos por duplicado: 1) semillas N5909 con Metarhizium robertsii
ILB167; i1) semillas G5602 con M. robertsii ILB167; ii1) semillas N5909 con M.robertsii
ILB440; iv) semillas G5602 con M. robertsii ILB440; v) Control de N5909; y vi) Control
de G5602.

Las macetas se distribuyeron de forma aleatoria en el invernaculo y se regaron con agua
de lluvia. Cada maceta se inoculd con 6 mL de una solucioén de 1/10 en solucion salina al
0,85 % de inoculante rizobiano de 1,5 x 10'° rizobios/mL de las cepas comerciales
autorizadas. A los 10 dias se comenzd6 con el agregado de 50 mL de solucidn nutritiva por
maceta por semana, y se dejaron cuatro plantulas por maceta, las cuales se cosecharon a

los 39 dias. De cada maceta se utilizaron: a) dos raices para la busqueda de Metarhizium
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en la rizosfera; b) y esas mismas dos raices para la localizacion de Metarhizium en raiz
por el método de microscopia confocal de fluorescencia, y finalmente: ¢) dos raices para
la busqueda de endofitismo por el método de fragmentos de raiz en placa con un medio

selectivo de Metarhizium.

Las raices de las plantas cultivadas fueron raspadas cuidadosamente con un bisturi para
extraer la rizosfera. Esta se pesod y luego se suspendidé en Triton-100x al 0,01 % y
Cloranfenicol (0,5 g/L). Luego de la agitacion en vortex se hicieron diluciones: (-1), (-2)
y (-3). Se sembraron 100 uL de cada dilucion en placas de MSM por triplicado. Las placas
se dejaron en incubadora a 25 °C durante siete dias. Cumplido el plazo se hizo el recuento

de colonias similares a Metarhizium robertsii ILB167 e ILB440.

2.3.3 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Metarhizium spp. EN
EXUDADOS DE RAIZ DE SOJA

El crecimiento de Metarhizium en exudados de raiz fue medido mediante un método
espectrofotométrico. Los materiales para este experimento fueron: suspension de conidios
de los trece aislamientos, exudados de raiz de soja estéril, caldo de papa-dextrosa estéril
(PDB por sus siglas en inglés) y espectrofotometro (BioTek, modelo: Synergy H1 Multi-

Mode Reader). La composicion de los medios de cultivo utilizados detalla en Anexo A.

2.3.3.1 Produccion de exudado de raiz

Las semillas de soja N5909 fueron primeramente esterilizadas superficialmente
utilizando el procedimiento de Martinez & Wang (2009) con algunas modificaciones. Se
colocaron aproximadamente 100 g de semillas de soja en un vaso de precipitados de 500
mL junto con una barra de agitacion. Luego se afiadio etanol (95 %) en agitacion
velocidad media 30 segundos. Se dejo decantar el alcohol y las semillas se lavaron con
agua estéril. Después del primer lavado, se afiadi6 HC1O4 (3 %) en agitacion a velocidad
media por dos minutos y se enjuagod cinco veces con agua destilada estéril. Finalmente se

dejaron secar en toallas de papel estériles en cdmara de flujo laminar.

Los exudados radiculares se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita por Wyrebek
et al. (2011) con modificaciones menores: cinco semillas de soja esterilizadas
superficialmente se transfirieron a un matraz Erlenmeyer (250 mL) que contenia 50 mL

de agua estéril. El matraz se cerrd con tapones de algodon estériles para evitar la
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contaminacion y permitir la transferencia de gases. Los matraces se mantuvieron en un
agitador orbital a 140 rpm a temperatura ambiente. Una vez que el 90 % de las semillas
fueron fisioldgicamente germinadas (protrusion de la radicula), los matraces se
mantuvieron en el agitador a 25 °C durante unos tres dias adicionales (en total
aproximadamente seis dias). Los exudados de las raices se recogieron mediante filtracion
al vacio a través de una serie de filtros para reducir la obstruccion. Los filtros utilizados
fueron: Whatman filtro de celulosa (grado 2, 8 um), luego a través de filtro Millipore de
0,8 um y finalmente filtro Millipore de 0,2 um.

2.3.3.2 Determinacion del crecimiento fiingico por espectrofotometria

El crecimiento fingico se determiné utilizando el método espectrofotométrico descrito

por Rivas (2019) que es una modificacion del utilizado por Meletiadis et al (2001).

Las concentraciones de conidios en los medios a prueba se obtuvieron en dos etapas a
partir de suspensiones de conidios de cada uno de los trece aislamientos de Metarhizium:
Primero, la suspension fue ajustada a 1 x 10° conidios/ml en Tritén X-100 al 0,01 %, y
luego a 1 x 10* conidios/mL usando el medio de prueba del crecimiento de hongos, PDB
o exudados de raices de soja Nidera (ERN) como diluyente. Se tomaron 220 uL de la
suspension de conidios resultante (1 x 10* conidios/mL) en 50 % REN o PDB, y se
transfirieron a un pocillo de una placa de 96 pocillos. Cada aislamiento se probd por
duplicado y el experimento se repiti6 tres veces. El espectrofotometro se fijo a 25 °C, 200
rpm y a 405 nm. La placa se sometio a 10 segundo de agitacion orbital antes de medir la

densidad optica (DO) cada 15 minutos.

2.3.3.3 Calculos de parametros que definen el crecimiento

Se realizaron las curvas de crecimiento de cada aislamiento, a partir de medidas de
densidad optica (DO) corregida con el blanco en funcion del tiempo. Luego se
construyeron curvas del Ln (DOmedida — DOblanco) VS. tiempo y se hallaron los pardametros
cinéticos mediante el uso del programa LoggerPro 3.16.2. La Figura 2.5 muestra el
procedimiento de determinacion de los parametros cinéticos (Cattaneo et al., 2008) para

una curva tipica de crecimiento de microorganismos.
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fase de lag fase de fase estacionaria
crecimienio exponencial n

nN

tiermpo

Figura 2. 5. Curva de crecimiento microbiano tipica. En esta figura de logaritmo neperiano del
numero de individuos N vs. el tiempo, se representan las tres fases de crecimiento. (Cattaneo et
al., 2008)

Tasa maxima de crecimiento pmax (DO(405nm)/h o unidad de absorbancia por hora
UA/h, calculada a partir de la pendiente maxima de la curva Ln( DOcorregida) VS.

tiempo (h), Figura 2.6 (Arana et al., 2016).

Fase de retardo de crecimiento o fase Lag, se determina mediante la interseccion de
la recta pmax y la recta correspondiente a la porcion inicial de la curva donde la DO
es minima, ver Figura 2.5y 2.6.

También se comparan las DO maximas, correspondientes a la maxima densidad

oOptica corregida con el valor del DO del medio solo o blanco.
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Linear Fitfor: Data Set| LN(OD)
¥ = mxeb

m (Slope) 0,2840

b (v-Intercept): -6,666
Correlation: 0,9999
RMSE: 0007212
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Figura 2. 6. Curva de variacion de Ln(DO) vs. tiempo, correspondiente al crecimiento de M. robertsii
ILB167 en PDB. En ella se muestra a modo de ejemplo coémo se hallaron los parametros cinéticos. Fuente:

elaboracion propia

2.3.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ENDOFITICA DE
Metarhizium sp. A PARTIR DEL CULTIVO DE FRAGMENTOS DE
RAIZ EN MEDIO SELECTIVO

Las raices de las plantas, cultivadas como indica la seccién 2.3.2., fueron esterilizadas
superficialmente. Esta esterilizacion superficial se realiz6 en tres pasos: 1) sumergiendo
las raices en una solucion de etanol al 70 % por 5 segundos; 2) en una solucion de
hipoclorito al 4 % (p/v) por 90 segundos; y finalmente 3) se enjuagaron con agua destilada
estéril. Todo el proceso se realizd en camara de flujo laminar y las raices se dejaron

secando en papel absorbente estéril.
Luego la determinacion de la capacidad endofitica se realiz6 mediante dos técnicas:

a) A partir de siembra de fragmentos en un medio selectivo para Metarhizium:
Luego de la esterilizacion superficial, las raices se cortaron en fragmentos de
0,3 a 0,5 mm y se sembraron en cuatro placas con medio semiselectivo para
Metarhizium (MSM), de 25 fragmentos por placa. Las placas fueron incubadas
en una conservadora a 25 °C durante 7 dias.

b) Por proceso de homogenizado de raices por sonificacion y posterior siembra

en MSM: Con un bisturi se separdé media raiz esterilizada superficialmente y
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se trozd en fragmentos de 0,5 cm. Los fragmentos se pesaron y luego fueron
sumergidos en 10 mL de agua estéril en tubos falcon de 50 mL. La suspension
se sonificd durante 1 minuto a 180 W a pulso continuo. El sonificado se diluy6
dos veces, 100 uL de las diluciones (0), (-1) y (-2) fueron sembradas por
rastrillado en MSM.

2.3.5 DETERMINACION DE ENDOFITISMO DE Metarhizium sp. EN
RAIZ DE SOJA, POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
CONFOCAL

En la determinacion de endofitismo por fluorescencia confocal, se utilizaron muestras de
raices de plantas de semillas de Glycine max Nidera 5909 y Génesis 5602, previamente
recubiertas con conidios (principio de la seccion 2.3), sembradas en macetas cultivadas
en invernaculo (ver seccion 2.3.2). Luego las raices se tifieron con los fluoréforos (ver

procedimiento en el Anexo A).
2.3.5.1 Estudio de raices por microscopia de fluorescencia confocal

Las muestras de raices fueron analizadas para detectar la presencia de estructuras flingicas
en la superficie de los tejidos vegetales e internamente como endofitos utilizando
microscopia fluorescente confocal (filtros: GFP;Rodamina). Se us6 aglutinina de germen
de trigo conjugada con Alexa Fluor (WGA-AF488; Molecular Probes, Eugene, OR, EE.
UU.) para tediir la quitina presente en las hifas fingicas (Ramonell et al. 2005). La zona
de adhesion de las hifas se visualizd6 con la lectina de union a carbohidratos
concanavalina-A conjugada con Alexa Fluor 633 (ConA-AF633, Molecular Probes,
Karlsruhe, Alemania). ConA se us6 para visualizar glicoproteinas debido a su la
capacidad de unién a residuos de azicar como a-anopiranosilo y a-glucopiranosilo que
se encuentran en glicoproteinas y glicolipidos (Zucaro et al., 2011). Las células vegetales
se visualizaron con yoduro de propidio y rojo Congo como contratincion (Deshmukh et

al., 2006). Ver protocolo de tincion en el anexo A.
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2.4 ANTAGONISMO Y CONTROL DE FITOPATOGENOS

2.4.1 DETERMINACION DE ANTAGONISMO DE Metarhizium spp.
FRENTE A CUATRO FITOPATOGENOS, CULTIVOS DUALES

Se sembraron 5 pL de 1 x 10* conidios/mL de cada uno de los trece aislamientos de
Metarhizium en placas de Petri con PDA. Las mismas se dejaron en incubadora durante
una semana a 27 °C en oscuridad. Luego de pasado este tiempo se sembrd una porcion
de micelio de uno de los cuatro hongos fitopatogenos de la Tabla 2.1, a 4,6 cm de distancia
del sitio de siembra de Metarhizium. La porcion de micelio fue extraida con un
sacabocados (de 0,5 cm de diametro) del borde de la colonia crecida en placa de PDA
incubada previamente a 26 °C durante 2-5 dias (segun el fitopatdgeno como se describe
en la seccion 2.1.). Cada unidad experimental consistié en una placa de cultivo dual de

una colonia de uno de los aislamientos enfrentada a una colonia de fitopatogeno.

Luego de pasadas 29 h de la siembra de P ultimum ILB317 y P. sylvaticum 1LB323, se
midid con una regla milimetrada el espacio sin crecimiento fungico entre las colonias de
Metarhizium 'y Pythium, correspondiente al espacio de interaccion en cada placa.
También se midi6 el radio de la colonia del patdégeno (ver Figura 2.7), para evaluar una

posible inhibicion del crecimiento provocada por la presencia de Metahizium.

Las mismas variables se midieron para los cultivos duales con Fusarium graminearum
ILB332 y Rhizoctonia oryzae 1LB428, pero con un tiempo de espera de 54 h luego de la

siembra del hongo fitopatdgeno.

A partir del radio del patogeno se calculd el porcentaje de inhibicion (% inh) segln la

siguiente ecuacion planteada por Tariq (2010):
% inh=(1-2x R/DPC) x 100

R: Radio del patdégeno enfrentado a Metarhizium spp. (ver figura 2.7B)
DPC: Diametro del Patogeno Control (ver figura 2.7A)
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Control de R. orizae ILB428

Diametro del
control

%

Figura 2. 7. Estudio de antagonismo entre M. robertsii ILB167 y R. orizae 1LB428. A-Placa control del
patdgeno Rhizoctonia orizae 1LB428. B- Placas de PDA con cultivo dual de R. orizae ILB428 a la derecha
y M. robertsii ILB167 a la izquierda. Foto: elaboracion propia

2.4.2 GERMINACION Y EMERGENCIA DE SOJA INOCULADA CON
Metarhizium spp., EN SUELO CON ALTO INDICE DE
PATOGENICIDAD

2.4.2.1 Obtencion de suelo con alto indice de patogenicidad

El indice de patogenicidad (IP) fue introducido por Skipp et al. (1997) y la metodologia
ajustada por Altier (2003), sirve para determinar el riesgo de la ocurrencia de
enfermedades de implantacion del suelo de una chacra determinada, las cuales

condicionan el establecimiento de un cultivo.

Se utilizdo un suelo con alto IP, para mediante bioexperimentos, identificar aquellos
aislamientos de Metarhizium sp. que mejoren la capacidad de las semillas de germinar en
condiciones presion sanitaria, es decir en condiciones de pérdida de implantacion
asociada al factor biotico patogenos de implantacion. El suelo que se utilizo pertenecio al

predio de INIA.

El suelo seleccionado no tenia historia de siembra de soja y poseia una alta carga de
microorganismos perjudiciales para soja. Este ultimo dato se recaudd a partir de
experimentos anteriores en laboratorio de INIA. El procedimiento de muestreo consistio

en la extraccion de suelo de una chacra del predio de INIA, compuesto de 10-12 tomas al
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azar tomadas con calador a 10 cm de profundidad (6ptimo aprox. 2 kg). Luego este suelo

se aired y se tamiz6 en malla de 0,7 mm.

Se calcul¢ el IP utilizando el protocolo modificado de Altier (2003). La muestra de suelo
se dividio en dos bolsas conteniendo 1 kg de este. Una bolsa se pasé por microondas 5
min maxima potencia, luego se mezcld el contenido dentro de la bolsa y se puso en
microondas 5 min mas, de esta manera se logro reducir al maximo la carga microbiana
del suelo. La otra bolsa se dejo sin esterilizar con el suelo no tratado o natural. El suelo
irradiado y el suelo “patogénico” natural se colocaron en toallas de papel de germinacion,
en un sistema de columnas de un cm de grosor (ver Figura 2.8) para realizar un
bioexperimento con semillas de soja. Las semillas fueron previamente desinfestadas

superficialmente durante 30 segundos en alcohol 70% y enjuagadas.

Para cada tratamiento se prepararon 4 toallas de papel humedecido de 50 semillas cada
una (para completar 200 semillas por tratamiento). Antes de colocar las hileras de suelo
se humedecio6 el papel con 10 mL agua destilada estéril. Luego de colocadas las semillas
se agregaron 20 mL mas de agua. Posteriormente se enrollaron las toallas de papel en el
sentido que muestra la figura, y se colocaron de forma vertical en camaras de crecimiento

a 24 °C en oscuridad durante 8 dias. Al dia 8 se registra el nimero de plantas germinadas.

El IP del suelo se calculd con la siguiente ecuacion:

P =1 ( N¢ plantas suelo sin tratar )
B Neplantas suelo con Microondas

IP cercano a 0 = suelo con potencial de infeccion bajo
IP cercano a 1 = suelo con potencial de infeccion alto

Este valor IP multiplicado por 100 se expresé en porcentaje (%) donde su valor minimo
sigui6 siendo 0% y su valor maximo es 100% correspondiente a un suelo con potencial
alto de infeccion. El IP para el suelo utilizado en el experimento correspondié a un 28 +

2 % de potencial patogénico para soja N5909.
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Figura 2. 8. Esquema de germinacion de semillas en hileras
de suelo patogénico en papel. La flecha indica el sentido que
se enrolla el papel. Una vez enrollado se incuba en posicion

vertical.

2.4.2.2 ESTUDIO DE GERMINACION EN PAPEL DE SEMILLAS
INOCULADAS CON Metarhizium spp. EN SUELO PATOGENICO

La germinacion en papel de semillas se realizd con la misma metodologia descrita en la
seccion anterior, con la diferencia de que cada semilla fue inoculada de con 100 pL de
suspension de conidios de diez aislamientos en dos concentraciones: alta de 1 x 10®
conidios/mL y baja de 1 x 10° conidios/mL. Los aislamientos utilizados fueron: M.
robertsii ILB167, M. lepidiotae 1LB173, M. lepidiotae 1LB179, M. frigidum 1LB182, M.
flavoviride 1LB184, M. lepidiotae 1LB221, M. lepidiotae 1LB222, M. lepidiotae 1LB232
e M. robertsii ILB440. A estos se agregd M. lepidiotae ILB225 en las concentraciones:
alta de 1 x 10° conidios/mL y baja de de 1 x 10* conidios/mL. Considerando que las
semillas se inocularon dos concentraciones por aislamientos se contd con un total de 22
tratamientos, mas un control de suelo natural y un control de suelo irradiado con

microondas.

Luego de pasados 8 dias se registraron las semillas de soja germinadas en cada papel. Con
estos datos se calculo el porcentaje de germinacion (% Germ) por tratamiento para cada

papel con la siguiente ecuacion:
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N? semillas germinadas

% Germ = =0 x 100

Con los valores de % Germ se hizo un célculo del incremento de la germinacion de cada
tratamiento con respecto al valor promedio de germinacién de semillas sin inocular
sembradas en suelo patogénico (Control). La ecuacion del indice de germinacion es la

siguiente:

Indice de G (%) = 100 %Germ.de un tratamiento 100
rm. = i
naeede e xpromedio de %Germ.del suelo patogénico

2.4.2.3 ESTUDIO DE CONTROL DE PATOGENOS EN SUELO
PATOGENICO

El control de patégeno en suelo patogénico se evalud a partir de la emergencia de las
plantulas de semillas tratadas tres aislamientos diferentes seleccionados de Metarhizium,
sembradas en suelo patogénico. El disefio del experimento consistid en la siembra de 10
semillas por maceta y cada semilla se inoculd, al momento de la siembra, con 100 pL de
1 x 10® conidios/mL de uno de los siguientes aislamientos: M. robertsii ILB167, M.
frigidum ILB182 o M. robertsii 1LB440. Los criterios de seleccion de los aislamientos se
expondran en la discusion y estdn basados en los resultados de las pruebas anteriores. Las
macetas se distribuyeron aleatoriamente, y se regaron todos los dias para mantener la
humedad del suelo. En el primer dia de siembra se agrego6 inoculante liquido de rizobios
comerciales para soja (B. elkanii U1301 y U1302), 10 mL por maceta. La temperatura
media del invernaculo fue de 25,6 + 5,5 °C (Temperatura media + DE) y humedad 53,0
+15,0 %HR (Humedad media + DE). Al séptimo dia de siembra, se midi6 la cantidad de
plantulas emergidas. En el dia diez se hace un raleo de tal manera que queden dos plantas
por maceta, y se deja con riego diario hasta la cosecha realizada a los 31 dias de la fecha
de siembra. Una vez cosechadas las plantas se midieron nlimero de nédulos, peso de

nodulos, peso de raiz y parte aérea.
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2.4.3 CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS IN PLANTA

Se realizaron dos tipos de experimentos para evaluar la actividad de biocontrol de los
aislamientos de Metarhizium sobre hongos fitopatdégenos: 1) en invernaculo en macetas
con un sustrato con un porcentaje de fitopatdgenos crecidos en arroz y 2) en camara de
crecimiento con vasos de espuma y un porcentaje de masa fingica de fitopatdogenos

crecidos en medio liquido.

2.4.3.1 DETERMINACION DE BIOCONTROL DE
FITOPATOGENOS IN PLANTA EXPERIMENTO EN
INVERNACULO

La capacidad de Metarhizium sp. de controlar fitopatdogenos, se determind por la
emergencia de semillas de soja (G. max N5909) sembradas en macetas en un experimento
de disefio completamente aleatorio (DCA) en invernaculo. El tiempo de duracion de los
experimentos fue de diez dias y se realizaron en cuatro meses diferentes del aiio donde
las temperaturas y la humedad fueron registradas, la siguiente tabla muestra los meses,

los valores de temperatura y los patdogenos ensayados:
Para la evaluacion de biocontrol de Fusarium se probaron:

e Tres concentraciones de micelio de Fusarium sp. ILB332 cultivado en arroz: 0,
10 % y 20 % peso a peso (p/p) en T: V: A (turba, vermiculita y arena) en las
proporciones 1: 2: 3.

e Cuatro tratamientos de inoculacion de semillas de 100 pL/semilla de una
suspension de conidios 10® conidios/mL, pertenecientes a cuatro aislamientos: M.
robertsii 1ILB167, M. frigidum 1LB182, M lepidiotae 1LB232 y M. robertsii
ILB440. A los que se les suma un control de 100 pL/semilla de Triton X-100 0.01
%.

La unidad experimental consisti6é en una maceta de 300 g de sustrato con 10 semillas de

soja sembradas e inoculadas.

N° de macetas = 3 (concentraciones de Fusarium) x 5 (tratamientos)x4 (macetas)
N° de macetas = 60 macetas

Se agregaroén 8 macetas mas: cuatro con arroz al 10 % p/p en sustrato T: V: A sin

Metrhizum y cuatro con arroz al 20 % sin Metarhizium para observar el efecto del arroz.
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Tabla 2. 2 Promedios de temperaturas y humedad relativa en el invernaculo y los patogenos que se

ensayaron de acuerdo con cada mes

Temp. = D.E.(°C) Humedad+D.E. Fitopatégeno

(%HR)
febrero 22,1+3.9 73,8 £20,3 Fusarium sp. ILB332
marzo 224+45 719+134 Fusarium sp. ILB332
julio 17,0+4.5 69,8 £10,2 Fusarium sp. ILB332

P. ultimum ILB317

P. sylvaticum 1LB323

Rhizoctonia orizae 11L.B428
agosto 19.8+£43 65,2 +£5,8 Fusarium sp. ILB332

P. sylvaticum 1LB323

Rhizoctonia orizae 11LB428

Se registré emergencia de las plantulas a los 7 dias de la siembra. El criterio utilizado
para el conteo de emergencia estuvo basado en manuales INSTA (ver Figura 2.9) El
porcentaje de fitopatdgeno a agregar al sustrato se determind previamente, probando tres
concentraciones para seleccionar aquella donde la emergencia promedio correspondiera

al 50 %.

Para evaluar control de P. ultimum 1LB317, P. sylvaticum 1LB323 y Rhizoctonia orizae
ILB428, se realizaron experimentos iguales al descrito para Fusarium sp, pero con
concentraciones de fitopatogenos diferentes: 10% de P. wultimum, 5y 10 % de P.

sylvaticum y para el caso de Rhizoctonia orizae 3,25y 7,5 %.

Figura 2. 9. Criterio de seleccion de plantulas emergentes.
Las figuras con tilde verde son las que se cuantificaron como

plantulas emergentes. Fuente. elaboracion propia
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2.4.3.2 EXPERIMENTO DE BIOCONTROL EN CAMARA DE
CRECIMIENTO

Se realizé otro estudio para el control de hongos fitopatdgenos in planta, el cual se

diferencia con el realizado en el invernaculo en los siguentes puntos:

1)

Mejor control de la temperatura: Las plantas crecieron en camara de crecimiento
donde se puede obtener una disminucion de la variabilidad de la temperatura en

comparacion con el invernaculo.

2) No se utilizaron fitopatdogenos crecidos en arroz para evitar el efecto negativo del

3)

4)

mismo en la emergencia. Se utiliz6 entonces, masa fungica de fitopatdégeno
cultivado en medio liquido (ver seccion 2.2.3) que posteriormente se filtrd y se
agregd en cierta proporcion al sutrato T: V: A.

El agregado de Metarhizium spp. se hizo a partir del recubrimiento o “coating” de
semillas de soja (G. max N5909) con biopolimero conteniendo los conidios
(proceso descrito mas adelante), con el interés de mejorar el contacto del hongo
con la semilla.

En vez de macetas se utilizaron vasos térmicos de espuma plast de 1kg en los que

se distribuye el sustrato como muestra la figura 2.10.

2.4.3.2.1 Coating de semillas con biopolimero

Se hizo un recubrimiento de las semillas a base de un biopolimero “Los biopolimeros son

compuestos provenientes de recursos renovables (plantas, microorganismos o animales)

capaces de ser degradados en moléculas que no representan un peligro para el ambiente”

(Valero-Valdivieso, 2013). El recubrimiento con biopolimero, llamado “coating”, debido

a que no modifica significativamente la forma, tamafio o peso de las semillas, se realiz6

con la siguiente metodologia modificada de Rivas (2019):

Primeramente, las semillas fueron recubiertas con un hidrocoloide preparado con

carboximetilcelulosa (CMC) al 1% (p/p) en agua destilada, en un proceso de pre-

recubrimiento en un rotor y posterior secado en camara de flujo laminar toda la noche.
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Este hidrocoloide actia como aglutinante, adhesivo del biopolimero (Afzal et al, 2020),

permite que este se adhiera de forma homogénea.

Al dia siguiente se realizo el “coating” de semillas con biopolimero en cuatro fases (ver

Figura 2.10):

Fase 1 - Preparacion del biopolimero a partir de una mezcla de 10 mL de
suspension de conidios (de cada uno de los cuatro aislamientos seleccionados) de
1 x 10® conidios/mL de Tritén X-100 al 0,01 %, 0.1 g de goma xantano
(aglutinante) y 0,1 g de aceite de almendras.
Fase 2 - Agregado del biopolimero a la semilla. Para esto se mezcld en agitacion
constante, 7,8 g de biopolimero con 90 g de semillas pre-recubiertas con CMC.
Fase 3 — Fijacion del biopolimero a la semilla: agregado del “relleno” el cual se
mezcla con el aglutinante y produce una textura de superficie de revestimiento
uniforme que no impide la aparicion de la radicula (Afzal et al, 2020). El relleno
utilizado fue 7,8 g de bentonita el cual se agreg6 en agitacion constante.
Fase 4 — Secado del recubrimiento con 7,8 g de talco agregados en agitacion. De
esta manera las semillas quedaron bien separadas unas de otras lo que facilito el
manejo de estas.

Antes de cada experimento de control de patogenos, se hizo un control del recubrimiento

mediante la metodologia descripta en la seccion 2.3.

P9,
‘ ;:Q..t.
2oL A
n"’\ Bentonita

“ily S

.
Ny

Fase 1: Preparado Fase 2: Agregado del Fase 3: Fijacion del Fase 4: Secado del
del Biopolimero Biopolimero a las semillas Biopolimero con Bentonita recubrimiento

Figura 2. 10. Esquema del proceso de recubrimiento de semillas de soja con el biopolimero. Fuente: elaboracion

propia
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2.4.3.2.2 Disefio del experimento de biocontrol en camara

La concentracion de cada uno de los cuatro patdgenos se determind a partir de una prueba
de tres concentraciones distintas en sustrato de T: V: A. Se eligio la concentracién que
disminuia en 50 % la emergencia de las plantulas de soja. Por lo cual los valores de
porcentaje en sustrato elegidos fueron: 1,0 % (p/p) de biomasa de F. graminearum
ILB332 en sustrato T: V: A, 12 % (p/p) de R. orizae ILB 428, 0,5 % (p/p) de P. ultimum
y 1,0 % (p/p) de P. sylvaticum 1LB323.

La distribucién del sustrato en el vaso de espuma consistio en mitad inferior sustrato de
T: V: A sin patdégeno y mitad superior T: V: A con el porcentaje de patogeno (ver Figura
2.11). Las semillas se sembraron a 1,5 cm de la superficie en contacto con la mitad con
patogeno. En cada vaso se sembraron diez semillas. La distribucion de los vasos de
espuma en las mesas siguieron un disefio experimental DCA, y se incubaron a 24 + 2°C

en ciclo de luz:oscuridad 12:12 h.

7,5¢cm

Figura 2.11. Esquema de distribucion del
sustrato en los vasos de espuma de 1L. Enla
parte superior de la figura se siembran las semillas
recubiertas a 1,5 ¢cm de la superficie. Fuente:

elaboracion propia

Cada experimento constd de cuatro tratamientos de semillas, correspondientes a cuatro
recubrimientos con biopolimero conteniendo M. robertsii ILB167; M.lepidiotae 1LB232,
M. brunneum 1LB429 y M. robertsii 1LB440 y un recubrimiento sin Metarhizium (solo
Triton X-100). Se agregd un control sin patdgeno y semillas recubiertas con biopolimero

sin Metarhizium.

64



Cada combinacién recubrimiento y porcentaje de patdgenos se hizo por cuadriplicado,

esto es cuatro vasos por combinacion.

Total de vasos = 5 (tratamientos) x 4 vasos + 1 control x 4 vasos= 24 vasos

La variable que se midi6 para determinar el biocontrol fue la emergencia a los 10 dias de

sembradas las semillas. Cada experimento completo se repitio tres veces.

2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos resultantes de los experimentos de las secciones 2.2.1; 2.3.3; 2.4.1 y 2.4.3, se
realizaron mediante Modelos Lineales Generalizados Mixtos en InfoStat (MLGM). En
ellos la variable a comparar se indic6 como variable dependiente, y los distintos
aislamientos se pusieron como efecto fijo. El nimero de experimento como el efecto
aleatorio. Se uso familia Normal y funcion de enlace identidad para el analisis de los

datos. El método comparativo fue LSD de Fisher con p=0.05.

Los resultados de los experimentos de las secciones 2.1.4, 2.2.2 y 2.4.2 se analizaron en
InfoStat mediante modelos estadisticos de ANAVA (andlisis de varianza). Para cada
unidad experimental el valor medido de la variable ¥ij se plantea mediante el modelo

lineal:

Vij =u + oi + ¢ij

Donde u es la media general, ai el efecto de cada tratamiento (nimero de tratamientos 1
= 1,2,..,1), segun el experimento, y &ij el error aleatorio correspondiente al nimero de
repeticiones (j =1,..,j) y nimero de tratamientos i. El método comparativo utilizado es la

prueba de Fisher, con un p valor de 0,05 de significancia.
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CAPITULO 3. RESULTADOS
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3.1 PRODUCCION DE CONIDIOS DE Metarhizium spp. POR
FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

El potencial de los aislamientos de Metarhizium de producir conidios a nivel industrial
fue evaluado mediante la fermentacion en sustrato solido en granos de arroz. Los
aislamientos M. robertsii ILB167 e ILB440 alcanzaron valores de produccion de conidios
en el orden de 10° conidios/g de arroz (Tabla 3.1). El resto de los aislamientos alcanzaron
valores en el orden de 10® conidios/g de arroz, con excepcion de M. lepidiotae 1LB225 y
M. frigidum 1LB185. M. lepidiotae ILB225 obtuvo concentraciones en el orden de 10’

conidios/g de arroz y M. frigidum ILB185 no produjo conidios maduros.

Tabla 3. 1. Produccion y tiempo de cosecha de conidios de Metarhizium spp. a por fermentacion

en arroz

M. robertsii ILB167 20t4a 10
M. lepidiotae 1LB173 62+14b 10
M. lepidiotae 11LB179 1,9+0,6 b 10
M. frigidum 1LB182 6,2+1,4b 17
M. flavoviride 11.B184 64+t51b 17
M. frigidum TLB185 0 -

M. flavoviride 1LB189 52+0,8b 17
M. lepidiotae 11L.B221 4,1+£0,8b 10
M. lepidiotae 11.LB222 6,4+09b 10
M. lepidiotae 11LB223 53+25b 10
M. lepidiotae 1LB225 0,18+ 0,02 b 10
M. lepidiotae 11LB232 6,5+0,1 b 10
M. robertsii ILB440 17+1a 10

E.E. error estandar (n = 2). Las letras diferentes representan diferencias significativas segun test de Fisher
con p<0.05

En cuanto al tiempo de cosecha, se observd que los aislamientos de las especies M.

frigidum 1LB182 e ILB184, y M. flavoviride ILB189, requirieron de al menos 17 dias
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para producir conidios mientras que el resto de los aislamientos a los 10 dias ya estaban

prontos para cosechar.

3.2 COMPATIBILIDAD DE Metarhizium spp. CON CEPAS COMERCIALES DE
RIZOBIOS RECOMENDADAS PARA EL CULTIVO DE SOJA

3.2.1 COMPATIBILIDAD IN VITRO ENTRE Metarhizium spp. Y
Bradyrhizobium elkanii EN CULTIVOS DUALES

La interaccion entre diferentes especies de Metarhizium y las dos cepas comerciales de
Bradyrhizobium elkanii (U1301 y U1302) recomendados para el cultivo de soja, se midid

mediante los halos de inhibicion causados por Metarhizium.

Los aislamientos de Metarhizium spp. fueron clasificados en tres categorias de
compatibilidad con rizobios, basandose en los resultados del analisis estadistico de los
halos de inhibicidn de crecimiento de B. elkanii, con una prueba de significancia de Fisher
con un valor p de 0,05 (Figura 3.1): a) compatibles, con halos de inhibicion de hasta 0,5
cm, b) baja compatibilidad, con halos de 0,6 a 1,0 cm y ¢) incompatibles, con halos de

inhibicion mayores a 1,0 cm.

En la categoria de compatibles, se incluyen M. robertsii ILB167, M. flavoviride 1LB184
e ILB189, y M. frigidum 1LB182 e ILB185, cuyos halos de inhibicion promedio para
ambas cepas de rizobios, fueron menores a 0,5 cm. Dentro de este grupo se destaca el
aislamiento de M. frigidum ILB182, con tendencia a ser altamente compatible para ambos
rizobios, debido a que el halo de inhibicion promedio no super6 el medio milimetro (error
estandar de 0,02 cm). Por otra parte, M. robertsii ILB440, tuvo valores estadisticamente
distintos en funcidn de la cepa de B. elkanii, por lo que se la clasifico en esta categoria de

compatible inicamente para la interaccion con B. elkanii U1302.

Entre los aislamientos con baja compatibilidad se ubicé solamente M. robertsii 1L.B440
en interaccion con B. elkanii U1301. Este aislamiento obtuvo un halo de inhibicién de 0,7

+ 0,1 cm, valor intermedio y estadisticamente distinto a las otras dos categorias (p < 0,05).

Por su parte, en la categoria de incompatibles se ubicaron todos los aislamientos M.
lepidiotae con halos de inhibicion de ambas cepas de rizobios de 1,1 a 1,7 cm, tres veces

mas elevados que los valores de la primera categoria (Figura 3.1).
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Figura 3. 1. Compatibilidad de diferentes aislamientos del género Metarhizium spp. con las cepas de
B. elkanii U1301 y U1302. Medias de los halos de inhibicion del crecimiento de los rizobios (7 dias de
cultivo). U1301 - cultivos duales en EMA (27°C) de Bradyrhizobium elkanii U1301 con los distintos
aislamientos de Metarhizium spp. U1302 - cultivos dualesen EMA (27°C) de Bradyrhizobium elkanii
U1302 con los distintos aislamientos de Metarhizium spp. Las barras indican el error estandar (n =9). Letras
distintas indican medias significativamente diferentes (p < 0,05) para cada cepa de rizobios, letras
minusculas para cultivos duales con B. elkanii U1301, y mayusculas para B. elkanii U1302. Los nimeros
en el eje horizontal corresponden a los 13 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e ILB 440
(M. robertsii); ILB173, ILB179, ILB221, ILB222, ILB223, ILB225 e ILB232 (M. lepidiotae); ILB182 ¢
ILB185 (M. frigidum); y ILB184 e ILB189 (M. flavoviride)

Estos resultados indican que dentro de cada categoria de compatibilidad los distintos
aislamientos de Metarhizium presentaron un comportamiento similar frente a ambas
cepas de B. elkanii (Figura 3.1). Ademads, todos los aislamientos pertenecientes a la
especie de M. lepidiotae exhibieron una notoria incompatibilidad con B. elkanii in vitro,
como lo demuestran sus halos de inhibicion mayores a 1,0 cm. El aislamiento
perteneciente a la especie M. frigidum 1LB182 parece tener alta compatibilidad con

rizobios, con halos de inhibicioén practicamente nulos.

3.2.2 COMPATIBILIDAD IN PLANTA ENTRE Metarhizium spp. Y

Bradyrhizobium elkanii

Los estudios de compatibilidad entre Metarhizium y las cepas comerciales de rizobios in
planta, no presentaron las diferencias esperadas segun las categorias definidas en los
estudios en cultivos duales. En este experimento, se utilizaron dos aislamientos

previamente categorizados como compatibles con los rizobios, M. robertsii ILB167 y M.
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flavoviride TLB184, y otros dos identificados como incompatibles pertenecientes a la

especie M. lepidiotae, ILB173 e ILB223 (ver seccion 3.2.1.).

La eficiencia entre la simbiosis de Glycine max N5909 y su simbionte B. elkanii U1301
no se vio afectada por la presencia de ninguno de los cuatro aislamientos de Metarhizium,
como lo muestran sus valores de peso seco de los nédulos (PSN) y el nimero de noédulos
(NN) en comparacion con el control (Tabla 3.2). Ademas, los aislamientos tampoco
ejercieron un impacto significativo en parametros relacionados con la biomasa de las
plantas y el crecimiento vegetal, como son el peso seco de la parte aérea (PSA) y el peso
seco de las raices (PSR). Estos resultados demuestran que la presencia de Metarhizium

spp. no afecta el crecimiento de las plantas.

Tabla 3. 2. Compatibilidad de Metarhizium spp. con B. elkanii U1301 in planta, cultivo de dos meses

en condiciones de invernaculo a 26°C.

Control 110+13 a 0,63 +0,04a 1,17+0,15a 4,3+0,3 a
M. robertsii 1ILB167 142 £22 a 0,62 +0,03a 1,09+0,03a 42+04a
M. lepidiotae 11LB173 128 £24 a 0,49+0,10a 1,18 +0,19a 3.0+0,6 a

M. flavoviride 1LB184 195£16 a 0,56 +0,12a 1,19+0,16 a 3,5+0,5a

M. lepidiotae 1LB223 160 £40 a 0,61+0,05a 1,15+0,13a 4,5+0,5a

NN: nimero de nodulos. PSN: peso seco nodular. PSR: peso seco de raiz. PSA: peso seco parte aérea.
Letras iguales en cada columna no son significativamente diferentes (p > 0,05) para cada tratamiento.
E.E. error estandar (n = 3). Los valores corresponden a valores promedios por planta.

De este estudio se deduce que la inoculacion de los aislamientos de Metarhizium
directamente sobre las semillas de soja, no tuvo un efecto negativo sobre la capacidad de
la cepa de B. elkaniii U1301 para establecer la simbiosis planta-rizobio (p > 0.05) con G.
max N5909.
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3.3 COMPATIBILIDAD Y ASOCIACION DE LOS AISLAMIENTOS DE
Metarhizium CON DOS VARIEDADES DE SOJA

3.3.1 CRECIMIENTO DE LOS AISLAMIENTOS DE Metarhizium spp.
EN EXUDADOS DE RAiZ DE SOJA Y EN CALDO PAPA-DEXTROSA

Con un total de 60.372 datos de medidas de absorbancia en funcion del tiempo, se
generaron 156 curvas. Estas se distribuyen en 12 curvas por aislamiento de Metarhizium
spp., de las cuales seis corresponden al crecimiento en caldo de cultivo de papa dextrosa
(PDB) y las otras seis al crecimiento en exudados de raiz (ER). Se excluyeron las curvas
con un alto porcentaje de puntos dispersos y con fluctuaciones pronunciadas para el
calculo de los parametros de crecimiento (ver Figura 3.2). Debido a esto, no fue posible
analizar el crecimiento de M. lepidiotae 1LB221, 1LB223 y ILB232 en el medio de cultivo
ER. La presencia de puntos dispersos en las graficas de absorbancia vs. el tiempo de estos
aislamientos se atribuye a la formacién de agregados miceliales con alta densidad celular
y areas sin células, lo que gener6 lecturas de absorbancia inconsistentes con una curva de

crecimiento (Figura 3.2).

Las curvas de crecimiento en PDB de los trece aislamientos, exhibieron formas tipicas
comparables a las del modelo matematico para el crecimiento microbiano expuesto por
Widdel (2007) (Figura 3.2). En ellas se pudo distinguir la primera fase de latencia o fase
Lag, luego un corto periodo de transicion de aumento rapido del crecimiento fungico
(aumento rapido de la densidad Optica), seguido de una zona de pendiente maxima
correspondiente a la fase exponencial y finalmente una segunda fase de transicion que
tiende a una fase estacionaria. Las formas de las curvas de crecimiento en ER no siguen
todas el mismo patron, presentando diferencias en sus fases que se aprecian a simple vista

comparando las graficas en uno y otro medio (figura 3.2).
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Caracteristicas de las curvas de crecimiento fungico
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Figura 3. 2. Representacion grafica del crecimiento de Metarhizium spp. en caldo de papa-dextrosa (arriba)
y en exudado de raiz de soja G. max N5909 (abajo). Cambios de densidad optica (UA) en funcion del
tiempo en horas (h) de cada uno de los trece aislamientos de Metarhizium spp,. Cada curva es resultado del
promedio de seis curvas de crecimiento de cada aislamiento en cada uno de los dos medios ensayados,
caldo de papa-dextrosa y en exudado de raiz de soja G. max N5909. A Crecimiento de Metarhizium spp.
en caldo papa-dextrosa, B Crecimiento de Metarhizium spp. en Exudado de G. max N5909. Los numeros
a la derecha corresponden a los 13 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e ILB 440 (M.
robertsii); 1ILB173, ILB179, ILB221, 1LB222, 1LB223, ILB225 ¢ ILB232 (M. lepidiotae); 1LB182 ¢
ILB185 (M. frigidum); y ILB184 e ILB189 (M. flavoviride)
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Las curvas de crecimiento en ER de M. robertsii ILB167 e 1LB440, y de M. lepidiotae
ILB179, ILB222 e ILB225, presentaron claramente una fase de retardo o fase Lag,
seguida de una fase exponencial y, finalmente, una fase estacionaria en desarrollo (Figura
3.3). Mientras que las curvas de crecimiento del resto de los aislamientos en ER, en

cambio, no presentaron el patrén de fases planteado anteriormente (Figura 3.4).
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Figura 3. 3. Curvas de crecimiento tipicas de cuatro Metarhizium spp. en exudados de raiz de
G. max N5909. A- M. lepidiotaec ILB179. B- M. robertsii ILB167. C- M. robertsii ILB440. D- M.
lepidiotae ILB222 Cambio de DO (405 nm) del cultivo de cada aislamiento vs el tiempo (h). I- fase

Lag, II- fase exponencial, III transicion (también denominada desaceleracion), IV - estacionaria.
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Figura 3. 4 Curvas de crecimiento atipicas de cuatro Metarhizium spp. en exudados de raiz de
soja Nidera 5909. A- M. lepidiotae 1LB173. B-M. flavoviride ILB189. C- M. frigidum ILB184. D-
M. frigidum ILB182. Cambio de DO (405 nm) del cultivo de cada aislamiento vs el tiempo (h). I- fase
Lag, II- fase exponencial, III- fase de transicion, IV- fase de crecimiento. En la curva abajo a la

izquierda la fase IV es una recta de crecimiento constante.

El aislamiento M. lepidiotae 1LB221 no presentdé aumento de la DO en el medio ER en el

tiempo del experimento.

3.3.1.1 Cinética del crecimiento de Metarhizium spp. en exudados de

raiz y en caldo papa dextrosa

A los efectos de caracterizar el crecimiento de Metarhizium spp. en los medios ER y PDB

se seleccionaron los siguientes parametros que permiten describir el crecimiento como lo
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son: la tasa de crecimiento méxima o velocidad (Kmax), la duracion de la fase Lag, y la

produccion de biomasa determinada por la densidad optica maxima (DOmax).

3.3.1.2 Tiempo de latencia o fase Lag

El estudio estadistico del tiempo de latencia o fase Lag, demostréo que este parametro
depende mas de la especie de Metarhizium involucrada que del medio. En orden creciente,
los aislamientos de la especie M. flavoviride obtuvieron valores menores, 20,2 = 1,7 h,
estadisticamente distintos a los aislamientos pertenecientes a las especies M. frigidum y
M. lepidiotae (p < 0.05). Luego le siguen los aislamientos pertenecientes a la especie M.
robertsii con un valor promedio de 21,4 h estadisticamente distinto a los aislamientos
pertenecientes a la especie M. lepdiotae. Le sigue M. frigidum, el tercero en el orden con
un valor de 25,0 h y finalmente estadisticamente distinto a los anteriores M. lepidiotae (p

< 0.05) con un valor promedio de 29,7 h.
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Figura 3. 5. Fase Lag media de los diez aislamientos crecidos en exudados de raiz (ER) y en caldo de
papa dextrosa (PDB). Barras indican error estandar (n=6). Letras mintsculas distintas indican medias
significativamente diferentes (p < 0,05) para el medio de ER, y mayusculas para el medio PDB. Los
numeros en el eje horizontal corresponden a 10 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e
ILB 440 (M. robertsii); 1LB173, ILB179, ILB222 e ILB225 (M. lepidiotae); 1LB182 e ILB185 (M.
frigidum); y ILB184 ¢ ILB189 (M. flavoviride)
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Al comparar la fase Lag segun aislamiento y medio de cultivo, se encontré que, en ER
los aislamientos M. flavoviride 1LB184 e ILB189 y M. lepidiotae 11LB225 presentaron
una reduccion de la fase Lag del 40%, 28% y 38% respectivamente, en comparacién con

los valores obtenidos en esta variable en PDB (p < 0.05).

Del analisis de fase Lag de cada uno de los diez aislamientos para cada medio, se

obtuvieron los siguientes resultados.

En PDB, los tiempos de fase lag estuvieron entre 17,5 y 40,6 h. El aislamiento M. robertsii
ILB167, presentd el menor tiempo promedio de 17,5 £ 0,4 horas, significativamente
diferente (p < 0,05) a ocho de los nueve aislamientos restantes. El siguiente valor de fase
Lag corresponde al aislamiento de M. Iepidiotae 1LB179. Los aislamientos
correspondientes a M. robertsii 1LB440, M. flavoviride 1LB189, M. firgidum 1LB185 y
M. flavoviride 1LB184 no se diferenciaron estadisticamente (p > 0,05), y sus valores
promedios estuvieron entre 19,0 a 23,7 h. El resto de los aislamientos tuvieron un periodo
de adaptacion de al menos un dia, siendo M. lepidiotae 1LB222 el que mostrd una fase de

lag mayor a 40 h.

En ER, la comparacion de los tiempos de fase Lag entre los aislamientos de Metarhizium
permitid posicionar en primer lugar a M. flavoviride ILB184 y M. robertsii ILB167, con
un tiempo promedio de 16,6 + 1,3 horas, seguidos por M. lepidiotae ILB179, M. frigidum
ILB185, M. flavoviride ILB189, y M. lepidiotae ILB225 con valores promedios entre 19,9
y 23,9 h. El resto de los aislamientos obtuvieron valores promedios mayores a 28.9 h (ver

Figura 3.5).

3.3.1.3 Tasa de crecimiento o velocidad maxima

En PDB, el conjunto de Metarhizium exhibieron pmax mayores que en ER. La media de
la tasa de crecimiento medida en cambio de absorbancia en el tiempo a 405 nm en PDB,
fue de 0,153 + 0,007 AA/h, este valor representa el doble de la media de la pmax en ER
con 0,075 + 0,007 AA/h. Este resultado es esperable considerando que el PDB es un
sustrato rico en dextrosa en una concentracion en exceso para el tiempo de cultivo, por lo

que el crecimiento fungico es mayor (Figura 3.6).
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Figura 3. 6. Tasa maxima de crecimiento de diez aislamientos en exudados de raiz (ER) y en caldo de
papa dextrosa (PDB). Las barras indican el error estandar (n=6). Letras minusculas distintas indican
medias significativamente diferentes (p < 0,05) para el crecimiento fingico en medio ER, y mayusculas
para el crecimiento en medio PDB. AA/h — cambio de absorbancia a 405 nm en el tiempo. Los nimeros en
el eje horizontal corresponden a 10 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e ILB 440 (M.
robertsii); ILB173, ILB179, ILB222 e ILB225 (M. lepidiotae); ILB182 e ILB185 (M. frigidum); y ILB184
e ILB189 (M. flavoviride)

Con respecto a la tasa de crecimiento en ambos medios en funcion de la especie de
Metarhizium, los dos aislamientos de M. robertsii obtuvieron valores de tasas mayores, y
los dos aislamientos de M. frigidum menores. los dos aislamientos de M. flavoviride no
obtuvieron diferencias en los valores promedio de pumax de ambos medios (Umax = 0,11
AA/h) indicando que tiene igual capacidad de adaptacion, pero se ubico en primer lugar
de mayor tasa en el medio ER junto con los dos aislamientos de M. robertsii y ultimo
lugar en PDB. los cuatro aislamientos de M. lepidiotae en cambio tiene una diferencia
pronunciada en pmax dependiendo del medio, siendo el segundo con mayor tasa en PDB
(Umax = 0,15 AA/h) y ubicandose en el ultimo lugar junto con los dos aislamientos de M.
frigidum en ER (umax = 0,05 AA/h). A continuacidn, se detallan los valores segiin cada

medio y por aislamiento.

En PDB, el aislamiento con mayor pmax fue M. robertsii ILB167 con valores 0,25 + 0,01

AA/h significativamente diferente al resto (p < 0,05). Le sigue M. robertsii ILB440 con
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un promedio de pumax de 0,21 0,01 AA/h. M. lepidiotae 1LB173 ¢ ILB179 son siguientes
aislamientos en tener los valores mas altos con un promedio de 0,17 + 0,01 AA/h. El resto

de los aislamientos obtuvieron valores menores o iguales a 0,13 AA/h.

En ER, los aislamientos con mayor tasa de crecimiento maxima ([imax) corresponden a M.
robertsii (ILB167 e 1LB440) y M. flavoviride (ILB184 e ILB189) con un promedio de
0,10+ 0,01 AA/h, el doble de pmax de M. lepidiotae (ILB173, ILB179, ILB222 e ILB225)
y de M. frigidum ILB185 con valor promedio de 0,050 + 0,007 AA/h. M. frigidum 1LB182

obtuvo un valor intermedio, no diferencidndose de forma significativa del resto.

3.3.1.4 Densidad éptica maxima y produccion de biomasa flingica

La determinacion de DOméx permite estimar la concentraciéon de biomasa fingica
producida por los aislamientos crecidos en condiciones liquidas en presencia de ER de

soja o en un medio estandar para el cultivo de hongos como el PDB.

Existen diferencias en la produccion de biomasa entre algunas especies. Los valores de
DO max fueron similares en ambos medios para los aislamientos pertenecientes a las
especies de M. robertsii y M. frigidum. Sin embargo, los aislamientos pertenecientes a las
especies M. flavoviride y M. lepidiotae, no respondieron de igual forma a ambos medios.
Los dos aislamientos pertenecientes a M. flavoviride producen mas biomasa cuando
crecen en ER que en PDB, en cambio ocurre a la inversa para los cuatro aislamientos de
M. lepidiotae. Incluso se encontraron diferencias entre aislamientos dentro de una misma
especie. A continuacion, se presentan los resultados en funcion de los aislamientos y los

medios.

La produccion de biomasa en ambos medios fue similar para los aislamientos M. robertsii
ILB167, M. lepidiotae 1LB173 y M. frigidum 1LB182 (p > 0.05). En cambio, los
aislamientos M. flavoviride ILB184 y ILB189 tuvieron una produccion de biomasa un 13

% y un 18 % mayor en ER que en PDB, respectivamente.

En PDB, el rango de DOmax entre 1,12 y 1,34 unidades de absorbancia a 405 nm (UA)
en 96 horas. El aislamiento M. robertsii ILB167 fue el que obtuvo mayor produccion de
biomasa con DOmax de 1,34 UA. En orden decreciente de produccion de biomasa, se
encuentran M. robertsii ILB440, M. frigidum ILB182, M. frigidum ILB185, M. lepidiotae

ILB222 e ILB225. Finalmente, los aislamientos de menor crecimiento en PDB fueron M.
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lepidiotae 1LB173, M. flavoviride ILB189, M. lepidiotae ILB179y M. flavoviride 1LB184

se ubicaron en el rango de 1,12 a 1,17 UA a las 96 horas.

En ER, seis de los 11 aislamientos (M. robertsii ILB167 e ILB440, M. flavoviride I1LB184
e ILB189, M. frigidum 1LB182, M. lepidiotae 1LB179) tuvieron una produccion de
biomasa DO max en el rango de 1.24 y 1,36 UA (Figura 3.7), significativamente diferente
al resto de los aislamientos (p < 0,05). El promedio de produccion de biomasa en ER de
estos seis aislamientos supera en un 46 % el valor promedio del resto de los aislamientos.
Los aislamientos de menor crecimiento se ubicaron en el rango de DO max de 0,52 y 0,90
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Figura 3. 7. Biomasa maxima alcanzada de los diez aislamientos crecidos en exudados de raiz (ER) y
en caldo de papa dextrosa (PDB). Barras indican error estandar (n=6). Letras minusculas distintas indican
medias significativamente diferentes (p < 0,05) para el medio de ER, y mayusculas para el medio PDB Los
numeros en el eje horizontal corresponden a 10 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 ¢
ILB 440 (M. robertsii); 1LB173, ILB179, ILB222 e ILB225 (M. lepidiotae); 1LB182 e ILB185 (M.
frigidum); y ILB184 e ILB189 (M. flavoviride)
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3.3.1.5 Crecimiento y Adaptacion de Metarhizium spp. en Medios PDB y
ER: Variabilidad Intraespecifica y Correlaciones de Parametros

Cinéticos

Al comparar los parametros seleccionados (fase Lag, wmax Yy DOmax) que caracterizan el
crecimiento en PDB dentro de cada especie de Metarhizium, se determind que los
aislamientos de M. flavoviride ILB184 e ILB189 no presentaron diferencias significativas
(p = 0,05) en ninguno de los tres parametros. Lo mismo ocurrié con los aislamientos de

la especie M. frigidum, 1LB182 e ILB184.

En PDB, los cuatro aislamientos de M. lepidiotae (ILB173, ILB179, ILB222 ¢ ILB225),
no presentaron diferencias significativas (p > 0,05) con respecto a la DOmax, mientras
que se encontraron diferencias significativas en los valores tasa de crecimiento, y fase
Lag. Dentro de ellos se destaca M. lepidiotae ILB179, con el valor mas alto de tasa de

crecimiento y el mas bajo tiempo de latencia o fase Lag.

Por otra parte, M. robertsii ILB167 ¢ ILB440, se comportaron en forma similar en PDB,
ya que no presentaron diferencias significativas ni en la tasa maxima de crecimiento, ni
en DOmax (p > 0,05). Sin embargo, si fue diferente el tiempo de adaptacion al medio en

donde presentaron diferencias significativas en la duracion de la fase Lag (p < 0,05).

Con respecto a la caracterizacion del crecimiento en ER segin los pardmetros
seleccionados (fase Lag, umax y DOmax) dentro de cada especie de Metarhizium, se
determind que los aislamientos de M. flavoviride ILB184 e ILB189 se comportaron en
forma similar y no presentaron diferencias significativas ni en la tasa maxima de
crecimiento, ni en DOmax (p > 0,05). Sin embargo, si fue diferente el tiempo de
adaptacion al medio en donde presentaron diferencias significativas en la duracion de la

fase Lag (p <0,05).

M. frigidum ILB182 e ILB185, mostraron diferencias significativas entre ambos en los
tres parametros de crecimiento. Lo que indica que a pesar de pertenecer a la misma

especie son fenotipicamente muy distintos en su capacidad de adaptacion al ER.

Por su parte, los cuatro aislamientos no descartados de M. lepidiotae (ILB173, ILB179,
ILB222 e ILB225), no presentaron diferencias significativas con respecto a la tasa de
crecimiento, mientras que se encontraron diferencias significativas en los valores de DO

max y fase Lag.
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Finalmente, M. robertsii 1LB167 e 1LB440, se comportaron de forma similar y no
presentaron diferencias significativas ni en la tasa maxima de crecimiento, ni en DOmax
(p = 0,05). Sin embargo, si fue diferente el tiempo de adaptacion al medio en donde
presentaron diferencias significativas en la duracion de la fase Lag (p < 0,05). Estas
diferencias en la fase Lag posicionan a M. robertsii ILB167 con con mayor capacidad de

adaptarse al medio ER que M. robertsii ILB440.

3.3.1.6 Correlacion entre los parametros de crecimiento

Se realiz6 un estudio de correlacion de variables de Pearson, a partir del cual se
determinaron los coeficientes de correlacion. El coeficiente de correlacion permite
identificar el grado de asociacion de las variables para cada medio, es una medida de
dependencia lineal entre dos variables aleatorias cuantitativas. El coeficiente va de -1 a
1. Cuanto mas cerca del valor absoluto de uno “I1I” es el coeficiente, mas alta es la
dependencia lineal entre las variables. Si es cercano a cero, las variables son

independientes una de otra.

Cuando dos parametros son independientes, pueden contribuir de manera independiente
y positiva a la caracterizaciéon de una cepa, lo que significa que cada parametro
proporciona informacion unica y valiosa sobre la cepa sin verse influenciado por el otro
parametro. Esto permite una evaluacion mas completa y precisa de las caracteristicas de
la cepa, ya que ambos parametros pueden ser evaluados individualmente sin
interferencias o sesgos debido a su relacion entre si. Dicho esto, se presentan los

resultados de las correlaciones entre los pardmetros de crecimiento segin cada medio.

En PDB, la variable pumax de los aislamientos de Metahizium tiene una correlacion media
positiva con DOméx y una correlacién media negativa con la fase Lag (p < 0,05). Fase
Lag y DO max no se correlacionan en los aislamientos de Metarhizium crecidos en el

medio PDB.

En el medio ER se determiné que la umax y la fase Lag de los aislamientos de Metarhizium,
no estan correlacionadas (p > 0.05). En cambio, las variables DO max y la fase Lag
presentan una correlacion negativa media (p < 0.05). Por su parte, DO méx y pmax tienen

una correlacion positiva media (p < 0.05), ver tabla 3.3.
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Considerando la independencia de las variables, umax y de fase Lag en ER, se utilizaron
los valores obtenidos de estos pardmetros en cada aislamiento de Metarhizium como un
par de coordenadas, que permita identificar graficamente el desempefio de los
aislamientos en este medio (Figura 3.8). El grafico se separ6 en cuadrantes de acuerdo
con el andlisis estadistico, el cual permitié agrupar a los aislamientos de Metarhizium en
tres categorias, alto, medio y bajo desempefio. El cuadrante superior izquierdo (Figura
3.8 - cuadrante I) corresponde a aquellos aislamientos de Metarhizium que

estadisticamente obtuvieron los valores mas altos en ambas variables (Figura 3.8.).

Tabla 3. 3. Valores de correlacion entre las variables seleccionadas del crecimiento fliingico en

exudados de raiz y caldo papa dextrosa.

Medio: PDB
Mmax DO max. 58 0,37 0,0038*
Wmax Fase Lag 58 -0,44 0,0005%*
DO max. Fase Lag 58 -0,01 0,9522
Medio: ER
Mmax DO max. 58 0,49 0,0001*
Mmax Fase Lag 58 -0,15 0,2703
DO max. Fase Lag 58 -0,47 0,0002*

Coeficientes de correlacion de Pearson para los tres pardmetros seleccionados que caracterizan el
crecimiento fungico, obtenidos a partir de las curvas de crecimiento de Metarhizium spp. en exudados de
raiz (ER) y caldo papa dextrosa (PDB). Tasa de crecimiento maxima (pmax). Fase de retardo (Fase Lag).

Densidad optica maxima (DO max). * indica que hay correlacion entre la variable (1) y la variable (2).

En resumen: Los aislamientos M. robertsii ILB167 y M. flavoviride 1LB184 presentaron
una rapida adaptacion al medio ER, con valores de fase Lag menores a 17,1 h, y un uso
eficiente de los nutrientes proporcionado por los exudados y reflejado en pmax > 8,7 x
102 AA/h (estos se muestran en celeste en la Figura 3.8.). Ademas, presentaron valores

maximos de biomasa a las 96 horas de crecimiento en ER comparables con la biomasa
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producida en el medio sintético PDB (Figura 3.7). Estos aislamientos se muestran en
verde en el cuadrante superior izquierdo de la Figura 3.8. Luego con un tiempo de
adaptacion al medio mas lento, fase Lag > 17.1 h, pero con alta velocidad de crecimiento
(Umax > 8,7 x 10 AA/h) y altos valores de produccion de biomasa se hallan los
aislamientos: M. frigidum 1LB182, M. flavoviride ILB189 y M. robertsii 1LB440 en
color azul. Los cuatro aislamientos pertenecientes a la especie M. lepidiotae (ILB173,
ILB179, ILB222 e ILB225) presentaron valores de fase Lag superiores a 17.1 h'y pmax
> 8,7 x 102 AA/h. Salvo M. lepidiotae ILB173, el resto obtuvieron baja produccion de
biomasa al final del experimento, con valores menores a 0,88 DOmax. Los aislamientos
de M. lepidiotae se encuentran en color rojo en el cuadrante inferior derecho de la Figura

3.8 junto con M. frigidum ILB185.

0,14
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Figura 3. 8. Capacidad de Metarhizium de crecimiento en ER segun la fase Lag y la tasa de
crecimiento maxima. Los aislamientos se graficaron segun los valores obtenidos de la fase Lag y de la
tasa de crecimiento maxima (umax). En color verde se indican aquellos aislamientos que obtuvieron los
mejores valores en los dos parametros de crecimiento en azul aquellos que tienen un solo parametro en
la primera categoria, y finalmente en rojo aquellos aislamientos que no cumplen con ninguna de las
condiciones anteriores. Las barras indican error estandar para cada parametro. La linea punteada
horizontal indica el limite de la primera categoria para la tasa de crecimiento maxima (Umax > 8,7 X 10

2 AA/h) y la linea punteada vertical el limite de la primera categoria de fase Lag (tiempo < 17,1 h).
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3.3.2 CAPACIDAD DE Metarhizium sp. DE COLONIZAR LA
RIZOSFERA

El suelo rizosférico de Glycine max N5909 y Glycine max G5602 tratadas con M. robertsii
ILB167 e ILB440 mostr6 un gran nimero de colonias con caracteristicas macroscopicas
similares a M. robertsii (Figura 3.9), las cuales no se encontraron en el suelo rizosférico
del control sin tratar. En medio sélido MSM, las colonias de M. robertsii presentan
inicialmente una forma radial filamentosa, color blanco y un pigmento amarillo
circundante como se ve en la Figura 3.9 (flechas azules). Algunas placas con colonias
aisladas se dejaron crecer 7 dias mas, observandose un cambio de color del blanco al
amarillo y finalmente al verde oscuro-amarronado, caracteristico de los conidios
maduros. La forma elipsoidal de los conidios y la presencia de conidioforos fueron

confirmadas mediante microscopia optica.

Figura 3. 9. Presencia de M. robertsii ILB167 en suelo

rizosférico a 39 dias de su inoculacion en las semillas
de G. max G5602. Placa de Petri con medio semi-
selectivo de Metarhizium, con suspension de suelo
rizosférico de plantas de 39 dias (G. max G5602) tratadas
con conidios de M. robertsii ILB167. Cultivo de 7 dias a
25°C. Las flechas azules indican colonias radiales
filamentosas blancas, rodeadas de pigmento amarillo,

similares a M. robertsii.
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El recuento de ufc de M. robertsii ILB167 por gramo de suelo rizosférico de la variedad
de G. max N5909, fue mas de cuatro veces el recuento del suelo rizosférico de G. max
G5206. En cambio, el recuento de ufc de M. robertsii ILB440 por gramo de suelo
rizosférico de la variedad de G. max N5909, fue 20 veces menor que el recuento del suelo
rizosférico de G. max G5206. Por lo cual, M. robertsii ILB167 parece tener mayor
capacidad de colonizar el suelo rizosférico de la variedad G. max N5909 y M. robertsii

ILB440 el de la variedad G. max G5602 (Tabla 3.4).

Tabla 3. 4. Capacidad de M. robertsii ILB167 e 11.LB440 de colonizar la rizosfera de dos variedades
de soja (N5909 y G5602).

M. robertsii ILB167 1900 &+ 700 490+ 110
M. robertsii 1LB440 190+ 17 3800 £ 1700
Control 0 0

El suelo rizosférico de plantas cosechadas a los 39 dias de la siembra. E.E. Error estandar (n = 3).

3.3.3 CAPACIDAD ENDOFITICA EN RAICES DE SOJA DE

Metarhizium sp.

La capacidad de M. robertsii ILB167 e ILB440 para establecerse como endoéfitos en las
raices de las variedades Glycine max N5909 y G5602 no pudo ser confirmada mediante
ninguna de las dos metodologias empleadas. En primer lugar, la siembra directa de
fragmentos de raices en medio selectivo no resultd en la aparicion de colonias
caracteristicas de Metarhizium en ningun fragmento de las raices de las plantas inoculadas
cosechadas a los 39 dias de la siembra. En segundo lugar, la metodologia de
homogenizado de raices y posterior cultivo en medio selectivo tampoco permitio la
deteccion de M. robertsii 1LB167 o 1L.B440, debido a la ausencia de colonias
caracteristicas de Metarhizium en todos los homogenizados de las raices de las plantas

inoculadas.
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3.3.4 COLONIZACION DE RAICES DE SOJA POR M. robertsii,
MEDIANTE MICROSCOPIA LASER CONFOCAL DE
FLUORESCENCIA

Mediante microscopia laser confocal de fluorescencia fue posible observar las hifas de
M. robertsii (ILB167 e ILB440) en nodulos (Figura 3.10) y en fragmentos de raiz (Figura
3.11) de Glycine max N5909 y G5602. Esta técnica confirma la capacidad de M. robertsii
(ILB167 e ILB440) de asociarse con la raiz y por tanto de aprovechar los recursos

nutritivos que esta le brinda lo que posibilita la supervivencia en el sistema radicular.

Figura 3. 10. Colonizacion de nédulos y raiz en plantas de soja G5602 a partir de semillas tratadas
con M. robertsii ILB167 e 1LB440 observadas por MLCF. En verde - estructuras hifales marcadas
con WGA-AF488. En azul - Tejidos vegetales marcados con Ioduro de Propidio. A — Nédulo control
sin tratamiento de Metarhizium (10x). B—Nodulo de soja N5909 tratada con M. robertsii ILB167 (10x).
C — Corte superficial de nodulo de soja N5909 tratada con M. robertsii ILB440 (20x). D — Corte de
nédulo de soja G5602 tratada con M. robertsii ILB440 (20x).
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Por otra parte, en las raices y nddulos tratados con M. robertsii (ILB167 e ILB440), no
se observaron zonas de penetracion del tejido vegetal por parte de las hifas del hongo.
Esto se evidencid por la ausencia en todas las muestras del marcador de penetracion
tisular, el fluor6foro ConA-AF633, el cual, de haber estado presente, se habria

observado en las imagenes como puntos rojos definidos.

Figura 3. 11. Colonizacién de raiz en plantas de soja N5909 a partir de semillas tratadas con
M. robertsii ILB167 e 1LB440 por MLCF. En verde - estructuras hifales marcadas con WGA-

AF488. En azul - Tejidos vegetales marcados con loduro de Propidio. A — Raiz control sin
tratamiento de Metarhizium. B — Raiz de soja N5909 tratada con M. robertsii ILB167. C — Raiz
de soja G. max G5602 tratada con M. robertsii ILB440 (10x). D — Raiz de soja G. max N5909
tratada con M. robertsii ILB440 (20x).
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3.3.4.1 Efectividad de la adherencia de los conidios a las semillas de soja

Cabe destacar que la adherencia de los conidios a la cuticula de las semillas de soja
utilizadas en los experimentos de las secciones anteriores resultd en un rango de entre
1,17 x 10*a 2,83 x 10* ufc/ semilla (ver tabla 3.5). Las semillas de la variedad G. max
G5602 exhibieron una cantidad mas alta de ufc/semilla en comparacion con la variedad
G. max N5909. Esta disparidad podria atribuirse al mayor tamafio de las semillas de la
primera variedad, lo que resultaria en una superficie de semilla mayor en comparacion

con la segunda.

Tabla 3. 5. Control del recubrimiento de semillas de soja con M. robertsii ILB167 e 1.LB440

M. robertsii ILB167 N5909 9,68 E+07 1,17 E+04
M. robertsii ILB167- G5602 1,04 E+08 2,83 E+04
M. robertsii 1LB440 N5909 7,50 E+07 1,35 E+04
M. robertsii 1LB440 G5602 7,50 E+07 1,76 E+04

3.4 ANTAGONISMO Y CONTROL DE FITOPATOGENOS

3.4.1 Metarhizium spp. COMO ANTAGONISTA DE CUATRO
FITOPATOGENOS DE SOJA

Se determinaron los efectos antagonistas de varias especies de Metarhizium contra los
fitopatdgenos, revelando diferencias significativas tanto en los porcentajes de inhibicion
del fitopatdgeno, como en la distancia de los espacios de interaccion para ejercer el efecto
antifingico entre las especies (valor de p < 0,01). Los dos aislamientos de la especie M.
robertsii exhibieron el mayor porcentaje de inhibicion, con un valor promedio del 40,2%,
lo que sefiala una destacada actividad antifungica contra los fitopatégenos ensayados. Los
aislamientos de M. robertsii fueron seguidos por los aislamientos de M. frigidum y M.
lepidiotae, que mostraron un porcentaje de inhibicion antifingica moderado de
aproximadamente el 20%. Finalmente, los dos aislamientos de M. flavoviride exhibieron
los porcentajes de inhibicion mas bajos con un promedio de 14,5% (Figura 3.12). En

cuanto a la distancia del espacio de interaccidn, los dos aislamientos de M. robertsii
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mostraron distancias mayores con un promedio de 1,2 cm, sugiriendo una actividad
antifungica efectiva sobre un area mas grande (Figura 3.13). Por el contrario, los
aislamientos de las especies M. flavoviride y M. frigidum mostraron distancias mas cortas
de 0,7 cm y 0,8 cm, respectivamente, mientras que los aislamientos de la especie M.
lepidiotae exhibieron las distancias mas cortas de 0,2 cm. El andlisis estadistico reveld
diferencias significativas entre las especies de Metarhizium tanto en los porcentajes de

inhibicién como en las distancias para ejercer el efecto antagonista.
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Aislamientos de Metarhizium spp.

Figura 3. 12. Espacio de interaccion entre Metarhizium y cuatro fitopatogenos fungicos en cultivos
duales. Las Barras corresponden al error estindar (n=9). Letras distintas en cada patdgeno
(correspondiente a un color distinto) son significativamente diferentes con test de Fisher (p-valor<0.05). .
Los ntimeros en el eje horizontal corresponden a los 13 aislamientos de Metarhizium de la coleccion:
ILB167 e ILB 440 (M. robertsii); 1LB173, ILB179, ILB221, 1LB222, 1LB223, ILB225 e ILB232 (M.
lepidiotae); 1ILB182 e ILB185 (M. frigidum);y 1LB184 e ILB189 (M. flavoviride)

El porcentaje de inhibicion indica la efectividad de Metarhizium en suprimir el
crecimiento del fitopatdogeno ensayado. Ademas, la medicion de la distancia del espacio
de interaccion revela la relacion espacial entre Metarhizium sp. y el fitopatdgeno
correspondiente, indicando la proximidad o distancia requerida para que ocurra la
inhibicion. Esta informacion permitié evaluar no solo el potencial inhibitorio de las
especies o aislamientos de Metarhizium, sino también la dindmica espacial de su
interaccion con el fitopatdgeno especifico, proporcionando conocimientos sobre su
eficacia de control biologico. A continuacion, se presentan los resultados de estos dos

parametros, en funcion de cada uno de los fitopatdégenos evaluados por separado.
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Figura 3. 13. Porcentaje de inhibicion de fitopatégenos filingicos en cultivos duales. Barras
corresponden al error estandar (n=9). Letras distintas en cada patdégeno (correspondiente a un color
distinto) son significativamente diferentes con test de Fisher (p-valor<0.05). Los niimeros en el eje
horizontal corresponden a los 13 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e ILB 440 (M.
robertsii); ILB173, ILB179, 1LB221, ILB222, ILB223, ILB225 ¢ ILB232 (M. lepidiotae); 1LB182 ¢
ILB185 (M. frigidum); y ILB184 e ILB189 (M. flavoviride)

3.4.1.1 Antagonismo de Metarhizium contra Fusarium graminearum

ILB332

En cuanto al espacio de interaccion entre Metarhizium y F. graminearum 1LB332, todos
los aislamientos con excepcion de los pertenecientes a la especie M. lepidiotae, tuvieron
valores distintos de cero entre 0,30 a 0,90 cm (figura 3.12). Se considero un valor de 0,45
cm que corresponde a un 50% del espacio de interaccion méaxima y que sitia a los
aislamientos M. robertsii ILB167, M. flavoviride 1LB184, M. frigidum 1LB185 y M.
robertsii ILB440 por encima de dicho valor. El resto de los aislamientos se ubicaron por

debajo de los 0,45 cm y con rangos de espacios de interaccion de 0 a 0,39 cm.

Con respecto al indice de inhibicion, la mayoria de los aislamientos fueron capaces de
inhibir entre un 8 y 37 % a F. graminearum 1LB332 (Figura 3.13). Se considerd un valor
de 18 % correspondiente a un 50% de la inhibicibn maxima, que situa a todos los
aislamientos pertenecientes a las especies de M. robertsii y M. lepidiotae por encima de

dicho valor. El resto de los aislamientos pertenecientes a las especies M. firgidum y M.
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flavoviride se ubicaron por debajo de 18% de inhibicion de F. graminearum 1LB332, con

rangos de inhibicion del 0 a 15%.

En lo particular, se destacan los aislamientos correspondientes a M. robertsii ILB167 e
ILB440, los cuales exhibieron un espacio de interaccion de aproximadamente 1,0 cm,
significativamente mayor al resto de los 11 aislamientos de Metarhizium spp. (p < 0,05)
(Figura 3.12). Este valor de espacio de interaccion de M. robertsii es casi 1,5 veces
superior al registrado para M. firgidum ILB185, que les sigue en la secuencia de valores
de espacio de interaccion (Figura 3.11), y es casi el doble de M. flavoviride 1LB184 e
ILB189, asi como de M. frigidum 1LB182. Ademas, M. robertsii ILB167 ¢ 1LB440
presentaron el porcentaje de inhibicion mads alto, con 36 = 2 %, 1,3 veces mayor al
siguiente valor correspondiente a M. lepidiotae 1LB232,y 1,6 veces mayor que el resto
de los a M. lepidiotae (Figura 3.13). No obstante, todos los aislamientos de M. lepidiotae
presentaron un espacio de interaccion practicamente nulo con F. graminearum 1LB332

(Figura 3.12)

3.4.1.2 Antagonismo de Metarhizium contra Rhizoctonia oryzae 11.LB428

En general, los espacios de interaccion de la mitad de los aislamientos de Metarhizium y
R. oryzae 1LB428 estuvieron entre 0,7 a 1,0 cm. La otra mitad de los aislamientos, todos
ellos pertenecientes a la especie de M. lepidiotae, presentaron un espacio de interaccion

practicamente nulo.

Con respecto al porcentaje de inhibicion de R. oryzae ILB428, los aislamientos de

Metarhizium lograron inhibir entre el 14 y 29 %.

En particular, en cuanto al espacio de interaccion, se destacan M. frigidum 1LB185 con
valores de 1,0 = 0,1 cm, seguido por M. robertsii ILB167, M. frigidum 1LB182, M.
Sflavoviride 1LB184, M. flavoviride ILB189 y M. robertsii ILB440, con valores promedio
entre 0,7 y 0,9 cm (Figura 3.12). Por ultimo, los aislamientos correspondientes a M.
lepidiotae presentaron un espacio de interaccion practicamente nulo, con valores que no

superaron los 0,1 cm.

Los aislamientos que se destacaron en lo referente al indice de inhibicion de Rhizoctonia
oryzae 1LB428, fueron en primer lugar M. robertsii ILB167 luego le siguen en valores

M. robertsii 1LB440, M. frigidum ILB182 e ILB185, con valores de inhibicidon que oscilan
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entre 26 y 29 % (Figura 3.13), estadisticamente sin diferencias significativas (p>0,05),
con un promedio de 27 £ 1 %. Cercanos a estos se encuentran M. flavoviride 1LB184 ¢
ILB189 con valores de 23 + 2%. Todos los aislamientos correspondientes a M. lepidiotae
exhibieron porcentajes de inhibicion inferiores, con valores entre 14 y 20 %, en algunos

casos la mitad de los valores alcanzados por el grupo destacado.

3.4.1.3 Antagonismo de Metarhizium contra Pythium ultimum 1LB317

Los espacios de interaccion entre Metarhizium spp. y P. ultimum ILB317, estuvieron
entre 0,4 y 1,6 cm. Se considerd un valor de 0,8 cm que corresponde a un 50% del espacio
de interaccion maxima y que sitia a los aislamientos M. robertsii ILB167, M. frigidum
ILB182, M. flavoviride ILB184, M. frigidum 1LB185 y M. robertsii ILB440 por encima
de dicho valor. El resto de los aislamientos se ubicaron por debajo de los 0,8 cm y con

rangos de espacios de interaccion de 0,4 a 0,7 cm.

En cuanto al indice de inhibicidon de P. ultimum 1LB317, se obtuvieron valores entre el
17y 53 % de inhibicién. Todos los aislamientos de Metarhizium fueron capaces de inhibir
el crecimiento de P. ultimum ILB317 in vitro. Tomando en cuenta que 26,5 % es la mitad
del valor maximo, los aislamientos con porcentaje de inhibicion mayores fueron M.
robertsii ILB167 e ILB440 con un promedio de 53 £ 1 % y tres aislamientos de la especie
M. lepidiotae 1LB173, ILB223 e ILB232 promedio de 28 + 1%. El resto de los

aislamientos alcanzaron una inhibicion del 17 al 23 %.

Nuevamente los valores de inhibicidon significativamente mas altos (p < 0,05)
correspondieron a M. robertsii ILB167 e ILB440 (ver Figura 3.12), donde el espacio de
interaccion fue de 1,6 = 0,2 cm, y el porcentaje de inhibicién 53 + 3 % superando casi el
doble los valores de M. firgidum (ILB182 e ILB185), M. flavoviride (ILB184 ¢ ILB89) y
M. lepidiotae (ILB173, ILB179, ILB221, ILB222, ILB223, ILB225 ¢ ILB232).

3.4.1.4 Antagonismo de Metarhizium contra Pythium sylvaticum 1LB323

El patron de inhibicion de Metarhizium spp. sobre P. sylvaticum 1LB323, fue similar al
observado en P. ultimum 1LB317 en donde se observd que los espacios de interaccion
estuvieron entre 0,3 y 1,5 cm. Se considerd un valor de 0,7 cm que corresponde a un 50%

del espacio de interaccion maxima y que situa a los aislamientos M. robertsii ILB167, M.
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frigidum 1LB182, M. flavoviride ILB184, M. frigidum 1LB185, M. flavoviride ILB189 y
M. robertsii 1LB440 por encima de dicho valor. El resto de los aislamientos, todos
pertenecientes a la especie de M. lepidiotae, se ubicaron por debajo de los 0,7 cm y con

rangos de espacios de interaccion de 0,3 a 0,6 cm (Figura 3.12).

En cuanto al indice de inhibicion de P. sylvaticum, se obtuvieron valores entre el 12 y 49
% de inhibicion. Tomando en cuenta que 25 % es la mitad del valor maximo, los
aislamientos con porcentaje de inhibicion mayores fueron M. robertsii ILB167 e ILB440
con un promedio de 45 + 1 %. El resto de los aislamientos alcanzaron una inhibicion de

12 a 19%.

En lo particular, nuevamente los aislamientos que se destacaron y presentaron diferencias
significativas al resto (p < 0,05) fueron en primer lugar M. robertsii ILB167 con valores
espacios de interaccion casi el doble del valor promedio de los aislamientos
correspondientes a las especies M. frigidum y M. flavoviride. En segundo lugar M.
robertsii 1LB440 con valores de 1,3 = 0,1 cm, 1,4 veces el valor promedio de los
aislamientos de crecimiento lento que le siguen en valores de espacio de interaccion. M.
robertsii ILB167 también obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion, siendo 1,2 veces el
valor de M. robertsii ILB440, mas del doble del valor de M. lepidiotae 1LB232, tres veces
mayor que los aislamientos M. frigidum 1LB182 e ILB185, M. flavoviride 1LB184, M.
lepidiotae 1LB173, ILB179, ILB221, ILB222 e ILB223 y cuatro veces mayor que M.
lepdiotae 1LB225 y M. flavoviride 1LB189 (Figura 3.13).

Adicionalmente se observé que las colonias de los distintos aislamientos de Metarhizium
alcanzaron diferentes diametros al final del experimento, por lo que se hizo un estudio

comparativo de las mismas (Tabla 3.6).

El analisis comparativo del didmetro de Metarhizium spp. registrado al final del estudio
de antagonismo determin6 que no habia diferencias significativas con los controles (p >
0.05). Esto indicaria que en el tiempo que durd el experimento los patdgenos no
inhibieron el crecimiento de ninguno de los aislamientos de Metarhizium evaluados. En
cambio, si se encontraron diferencias significativas entre los aislamientos (p < 0.05), lo
que estaria sugiriendo que los aislamientos tienen velocidades de crecimiento en PDA

diferentes.
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Utilizando los valores de didmetros de las colonias fungicas, se calcularon las velocidades
de crecimiento de Metarhizium al cabo de 10 dias (Tabla 3.6). Las velocidades de

crecimiento se encontraron en un rango de 0,17 a 0,35 cm/dia.

Tabla 3. 6. Crecimiento de las colonias de Metarhizium en PDA a los 10 dias de la

siembra.

M. robertsii ILB167 2,10£0,03 e 0,210+ 0,003 e
M. lepidiotae ILB173 3,06 0,08 ¢ 0,306 +0,008 ¢
M. lepidiotae 1ILB179 2,89+0,1d 0,29+0,01d
M. firgidum 1LB182 1,76+ 0,04 £ 0,176+ 0,004 £
M. flavoviride 11.LB184 1,73+ 0,05 f 0,173 £ 0,005 f
M. frigidum 1LB185 1,69 + 0,04 f 0,169 + 0,004 f
M. flavoviride 1LB189 1,65+0,03 f 0,165+ 0,003 f
M. lepidiotae 1LB221 3,02+0,05cd 0,302 £ 0,005 cd
M. lepidiotae 11.LB222 3,12+ 0,04 ¢ 0,312+ 0,004 ¢
M. lepidiotae 11.B223 3,47+0,04 a 0,347 + 0,004 a
M. lepidiotae 11.B225 3,14+0,04 ¢ 0,314+ 0,004 ¢
M. lepidiotae 11.B232 3,32+0,03b 0,332+0,003 b
M. robertsii ILB440 2,21+ 0,04 e 0,221+ 0,004 e

E.E. error estandar (n=9). Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los resultados revelaron que los aislamientos de la especie M. lepidiotae (ILB173,
ILB179, ILB221, 1ILB222, ILB223, 1LB225, ILB232) exhibieron las velocidades de
crecimiento mas elevadas, con valores que oscilaron entre 0,29 y 0,35 cm/dia (Tabla 3.6).
Dentro de estos se destacan con diferencias significativas (p < 0,05), en primer lugar M.
lepidiotae ILB223 con una velocidad de 0,35 cm/dia, luego M. lepidiotae ILB232 con un
crecimiento de 0,33 cm/dia, y en tercer y cuarto lugar M. lepidiotae 1LB173, ILB221 e
ILB179 con un rango de 0,29 a 0,31 cm/dia. En quinto lugar, se encontraron los
aislamientos correspondientes a M. robertsii (ILB167 e ILB440) con tasas de crecimiento
de 0,22 cm/dia estadisticamente distintas al resto (p < 0,05). Por ultimo, M. frigidum
ILB182, M. flavoviride 1LB184, M. frigidum ILB185 y M. flavoviride 1LB189 mostraron
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tasas de crecimiento mas bajas, en el rango de 0,17 y 0,18 cm/dia. La heterogeneidad en
la velocidad de crecimiento de Metarhizium, se tuvo en cuenta para el analisis de los

resultados del estudio de antagonismo.

Figura 3. 14. Capacidad antagonista de trece aislamientos de Metarhizium spp. frente a P.

ultimum TLB317. Placas de cultivos duales dos dias después de la lectura de los parametros de
inhibicion. La colonia ubicada a la izquierda dentro de cada placa corresponde a Metarhizium y la
colonia mas grande a la derecha corresponde a P. ultimum ILB317. Los nimeros corresponden a los
13 aislamientos de Metarhizium de la coleccion: ILB167 e ILB 440 (M. robertsii); ILB173, ILB179,
ILB221, ILB222, 1LB223, ILB225 ¢ ILB232 (M. lepidiotae); 1LB182 e ILB185 (M. frigidum); y
ILB184 e ILB189 (M. flavoviride)

Finalmente cabe resaltar que M. robertsii ILB167 e ILB440 inhibieron eficazmente a los
cuatro patdogenos en ambos parametros evaluados (Figura 3.11 y 3.12), y ademads
obtuvieron los valores mas altos. Asimismo, se observo una persistencia de la inhibicion
incluso un tiempo después de las mediciones, cuando la colonia del patdogeno ocupaba
toda la placa. Esta capacidad de mantener la inhibicion constante en el tiempo puede
apreciarse en las Figuras 3.14 y 3.15. La figura 3.14 representa cultivos duales de los trece
aislamientos de Metarhizium spp. (ILB167, ILB173, ILB179, ILB182, ILB184, ILB185,
ILB189, ILB221, ILB222, ILB223, ILB225, ILB232 e ILB440) enfrentados a P. ultimum
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ILB317. En la figura 3.13 se muestra como los aislamientos de M. robertsii ILB167 e
ILB440 presentan la mayor inhibicion de P. ultimum, pese a que su tamaio es intermedio
en comparacion con el resto de los aislamientos. La figura 3.15 representa cinco cultivos
duales de Metarhizium spp. (ILB167, ILB184, ILB222, ILB232 e ILLB440) enfrentados a
F. graminearum 1LB332 y el control de este ultimo. En esta figura se puede apreciar
nuevamente la mantencion del espacio de inhibicion por parte de M. robertsii ILB167 e
ILB440 a pesar de que el tamafio de la colonia de M. robertsii es intermedio en

comparacion al resto.

Figura 3. 15. Capacidad antagonista de cinco aislamientos de Metarhizium spp. frente a

Fusarium graminearum. 1LB332. Placas de cultivos duales dos dias después de la lectura
de los parametros de inhibicion. La placa arriba a la derecha presenta una colonia de F.
graminearum 1LB332, control del patégeno. El resto son cinco placas de cultivos duales
donde la colonia de Metarhizium es la mas pequefia ubicada a la izquierda y la colonia mas
grande corresponde a F. graminearum 1LB332 ubicada a la derecha dentro de cada placa.
Los numeros encima de las placas de cultivos duales corresponden a los aislamientos de
Metarhizium: M. robertsii ILB167, M. flavoviride 1LB184, M. lepidiotae TLB222, M.
lepidiotae 1LB232 y M. robertsii ILB440.
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3.4.2. GERMINACION Y EMERGENCIA EN SOJA INOCULADA CON
Metarhizium spp., EN PRESENCIA DE SUELO CON ALTO iNDICE DE
PATOGENICIDAD

3.4.2.1 GERMINACION DE SEMILLAS POR LA TECNICA EN
PAPEL EN PRESENCIA DE SUELO PATOGENICO

Las semillas tratadas con M. robertsii ILB167 y M. frigidum ILB182, obtuvieron los
valores mas altos de germinacion, significativamente distintos al control de semillas sin

tratar en presencia de suelo patogénico (p < 0,05).
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Figura 3. 16. Efecto de Metarhizium sobre la germinacion de soja N5909 en presencia de suelo
patogénico. En negro - semillas inoculadas con una “alta concentracion de conidios” (10® conidios/mL).
En gris - semillas inoculadas con “baja concentracion” (10° conidios/mL). Unicamente el aislamiento
ILB225 presenta 10° conidios/ml como “alta concentracion de conidios” y de 10* conidios/ml como “baja
concentracion de conidios”. Las barras indican el error estandar (n = 4). Suelo-irradiado: Semillas sin
indculo sembradas en suelo irradiado con microondas. Control: Semillas sin in6culo sembradas en suelo
patogénico. Letras diferentes indican diferencia significativa segin test de Fisher (p < 0,05) Técnica de
germinacion en papel. Los ntimeros en el eje horizontal corresponden a 10 aislamientos de Metarhizium de
la coleccion: ILB167 e ILB 440 (M. robertsii); ILB173, ILB179, ILB221, ILB222, ILB225 e ILB232 (M.
lepidiotae); ILB182 (M. frigidum); y ILB184 (M. flavoviride)

El suelo patogénico disminuyd en un 28 + 2 % la germinacion de la soja sin tratar (Figura
3.16), con respecto a la germinacion en suelo irradiado con aproximadamente un 97% de

germinacion (Figura 3.16). Las semillas inoculadas con M. robertsii ILB167 en las dos
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concentraciones de conidios probadas (10° y 108 conidios/mL) presentaron una mejora en
la germinacion del 17 + 3 % con respecto al control (p < 0,05) (ver Figura 3.16). Por su
parte, las semillas inoculadas con M. firigidum ILB182 con la concentracion mas alta (108
conidios/mL) presentaron un incremento del 18 + 6 % con respecto al control. El resto
de los aislamientos de Metarhizium aplicados a las semillas en concentracion baja o alta
de conidios no incrementaron significativamente la germinacion de las semillas de soja

con respecto al control sin tratar y en suelo patogénico (p > 0,05)

o 14 S . yeal ? il S -
A- Semillas sin inoculo sembradas en B- Semillas sin inéculo sembradas en
suelo irradiado. suelo patogénico (control)
- 2

C - Semillas inoculadas con 108 D - Semillas inoculadas con 108
conidios/ml de M. robertsii ILB167 conidios/ml de M. frigidum ILB182

sembradas en suelo patogénico sembradas en suelo patogénico
Figura 3. 17. Efecto protector de M. robertsii ILB167 y M. frigidum 1LB182 sobre las semillas
sembradas en suelo patogénico. Las fotos muestran el desarrollo de las radiculas de las semillas
germinadas de cuatro tratamientos distintos, a los 7 dias de la siembra a 24°C. A- Semillas no inoculadas
sembradas en suelo irradiado B- Control: Semillas no inoculadas sembradas en suelo patogénico. C-
Semillas inoculadas con M. robertsii ILB167 sembradas en suelo patogénico. D- Semillas inoculadas con

M. frigidum 1LB182 sembradas en suelo patogénico.
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Ademas de registrar el numero de semillas germinadas, se observo en algunos
tratamientos un aspecto sanitario saludable y un tamafio adecuado de las radiculas en
comparacion con el control sin tratar. Las radiculas de las semillas inoculadas con M.
robertsii ILB167 y M. frigidum ILB182 mostraron tamafio, apariencia y color similares
al control sin inoculacion en suelo irradiado, como se ilustra en la Figura 3.17. En
contraste, se notd una marcada diferencia con las semillas sin inocular sembradas en suelo

patogénico (Figura 3.17B).

3.4.2.2 EMERGENCIA EN MACETAS CON SUELO CON ALTO
INDICE DE PATOGENICIDAD

Las semillas inoculadas con M. robertsii 1LB440 sembradas en suelo patogénico,
presentaron un incremento en la emergencia del 41 % + 14 % en comparacion con el
grupo de control sembradas en suelo patogénico (p > 0,05). Este tratamiento fue el inico
que mostrd una diferencia significativa en la emergencia de la soja en comparacion con

el grupo de plantas control (Tabla 3.7.).

Tabla 3. 7. Emergencia en suelo patogénico

Control 49+5c¢

M. robertsii ILB167 66 + 6 be
M. frigidum 1LB182 61 £ 8bce
M. robertsii 1LLB440 69+7Db
Suelo-irradiado 94+4a

Emergencia de semillas inoculadas con diferentes aislamientos de Metarhizium sembradas en suelo
patogénico en macetas incubadas en invernaculo a 25,6 £ 5,5 °C. Control: Semillas sin inocular
sembradas en suelo patogénico. Suelo-irradiado: Semillas sin inocular sembradas en suelo irradiado
con microondas. E.E. error estandar (n=8). Letras diferentes indican diferencia significativa segiin

test de Fisher (p< 0,05) dentro de cada columna.
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3.4.2.2.1 Efecto del tratamiento con Metarhizium en la nodulacion y peso

seco de plantas de soja en suelo patogénico

Al cabo de 31 dias de sembradas las semillas, la cantidad de nddulos por planta (NN),
entre el grupo control y el grupo de plantas provenientes de semillas inoculadas con M.
robertsii (ILB167 e 1LB440) y M. frigidum ILB182, no presentaron diferencias
significativas (p>0.05). Los valores promedio de NN por planta de soja se ubicaron en el
rango de 58 £ 4 y 84 + 13 nodulos/planta. Los registros de peso seco de las raices (PSR)
y peso seco de la parte aérea (PSA) tampoco mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (Tabla 3.8)

En cuanto a las plantas de suelo irradiado, tuvieron como se esperaba un aumento en el
PSR y el PSA con respecto al control de suelo patogénico (Tabla 3.8). Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas en el NN por planta entre ninguno de los
tratamientos evaluados. En lo referente al peso seco de los nodulos (PSN), no se
observaron diferencias significativas entre el grupo de control y los tratamientos con
Metarhizium, con promedios oscilando entre 68 + 6 y 73 + 7 mg/planta. En cambio, las
plantas crecidas en suelo irradiado presentaron la mitad del PSN del resto de los
tratamientos (ver tabla 3.8). Una posible explicacion a esto es el aumento de
disponibilidad de nitrégeno en el suelo irradiado, donde hay menos competencia por este

nutriente, ya que no cuenta con los microorganismos del suelo natural.

Estos resultados indican que el nimero de nodulos no se ve afectado ni por la presencia
de Metarhizium ni por el suelo patogénico. Con respecto al desarrollo de la biomasa de la
planta, el suelo patogénico afecta tanto el peso seco de la parte aérea y de la raiz,
independientemente si las semillas fueron tratadas o no con Metarhizium. Esto indica que
la presencia de cualquiera de los tres aislamientos evaluados no promueve el crecimiento

en condiciones de patogenicidad.
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Tabla 3. 8. Nimero de nédulos y peso seco de nédulos, parte aérea y raiz, a los 31 dias de la siembra

en suelo patogénico como sustrato tinico.

Control 1,07+£0,05 b 58+4 a 6,93+0,57 a 3,6940,11 b
M. robertsii ILB167 0,874£0,10 b 7713 a 6,88+0,69 a 3,144£0,34 b
M. frigidum 1LB182 0,974£0,10 b 59+8 a 6,80+0,63 a 3,3540,28 b
M. robertsii 1LB440 0,94+0,08 b 7344 a 7,28+0,73 a 3,7940,33 b
Suelo-irradiado 1,45+0,10 a 84+15 a 3,55+0,53 b 6,32+0,18 a

Control: Semillas sin inocular sembradas en suelo patogénico. Suelo-irradiado: Semillas sin inocular
sembradas en suelo irradiado con microondas. NN: numero de nédulos. PSN: peso seco nodular. PSR:
peso seco de raiz. PSA: peso seco parte aérea. E.E. error estandar (n=4). Letras diferentes indican

diferencia significativa segun test de Fisher (p< 0,05) dentro de cada columna

3.4.3 CAPACIDAD BIOCONTROLADORA DE Metarhizium spp. DE
FITOPATOGENOS QUE AFECTAN LA EMERGENCIA DE LA SOJA

3.4.3.1. CONTROL DE FITOPATOGENOS MEDIANTE
INOCULACION CON SUSPENSION DE CONIDIOS DE Metarhizium
EN INVERNACULO

3.4.3.1.1 Capacidad para controlar a F. graminearum, experimento de

invernaculo

Las semillas inoculadas con los diferentes aislamientos Metarhizium y sembradas en
sustrato con F. graminearum al 10% (p/p), tuvieron emergencias alrededor del 38 £ 8 %
y no fueron significativamente distintas al control (p > 0,05) cuya emergencia fue de 44
+ 6 % (Tabla 3.9). Las semillas inoculadas con aislamientos de Metarhizium en presencia
de F. graminearum 1LB332 al 20 % tuvieron emergencias alrededor del 14 + 5 % fueron
menores que el control con una emergencia de 23 + 5 %, pero no presentaron diferencias

significativas con este (p > 0,05).

101



Tabla 3. 9. Emergencia en plantas de soja sembradas en sustrato con diferentes concentraciones de

Fusarium graminearum 1LB332 y Rhizoctonia oryzae 1LB428 en ambiente semi-controlado de

invernaculo.
M. robertsii ILB167 |40+8Db l4+4c 38¢5b 4=£3e Oe
M. frigidum ILB182 |36+7Db 13+4c 286b 6+3e 10+7de
M. lepidiotae ILB232 |41+ 7D 16+5¢ 20£8bc S5+2e 3+£3e
M. robertsii ILB440 |34+8D 12+4c¢ 33+49b 5=£3e 5+3e
Control 44+6Db 23+5¢ 33+5b 3*2e Oe
Control sin patégeno 69+5a 73+4a

Valores promedio de emergencia de semillas tratadas con una suspension de conidios de Metarhizium,
sembradas en cinco condiciones diferentes: sustrato con F. graminearum al 10y al 20 % (p/p) a 20°C en
invernaculo y sustrato con R.oryzar 5, 7.5 y 10% (p/p) a 20 °C en invernaculo. Control- semillas sin tratar
sembradas en sustrato con fitopatogeno. Control sin patéogeno-semillas sin tratar sembradas en sustrato
sin fitopatégeno. E.E. — Error estandar. Letras distintas dentro de cada columna son significativamente
diferentes segun test de Fisher (p < 0,05). (*) - Experimento repetido cuatro veces en el afio (n = 16). (**)

- Experimento repetido dos veces (n = 8). (***) - Experimento realizado una vez (n = 4).

En las condiciones de este experimento ninguno de los aislamientos de Metarhizium fue

capaz de controlar a F. graminearum 1LB332.

3.4.3.1.2 Capacidad para controlar a R. oryzae experimento de invernaculo

El fitopatdgeno R. oryzae agregado en una concentracion del 10y 7,5 % (p/p) trajo como
consecuencia una reduccion de la emergencia mayor al 90% con respecto al control sin
patdgeno, aun cuando las semillas de soja habian sido tratadas con los aislamientos de
Metarhizium spp.(Tabla 3.9.). Mientras que a un menor porcentaje de R. oryzae (5% p/p),
la emergencia se redujo al 55 %, independientemente de si las semillas fueron o no

tratadas con Metarhizium (Tabla 3.9).
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Los resultados obtenidos indicaron que los tratamientos con Metarhizium, mediante la
inoculacion de semillas en el momento de la siembra, no lograron aumentar la emergencia

en presencia de R. oryzae en las tres concentraciones probadas 5, 7,5y 10 % (p/p).

3.4.3.1.3 Capacidad para controlar a P. ultimum 1LB317 y a P. sylvaticum

ILB323 en invernaculo

Es importante recordar que tanto la puesta a punto de este experimento como de los
anteriores, implico elegir una concentracion de fitopatdogeno que redujera la emergencia
al 50 %, y que el control sin patdogeno tuviera una emergencia cercana al 100%. Sin
embargo, cuando se realizaron los experimentos definitivos, se encontrd que los controles

con patdgeno obtuvieron resultados completamente distintos.

La disminucién de la temperatura en el experimento de control de Pythium realizado en
julio, pudo ser la responsable de la disminucion de la emergencia a cero de todos los
tratamientos salvo del control sin patégeno. Las temperaturas en julio aun teniendo
control de temperatura fueron de 11 °C minima y 30 °C maxima. El estudio de la
fluctuacion de la temperatura di6 como promedio 17 + 5 °C (DE). Agosto tuvo dias de
calor, lo que modifico la temperatura a 13 °C la minima y 33,5 °C la méxima, con un
promedio de 20 + 4 °C (DE). Es por este motivo que los resultados de los experimentos
de control de P. sylvaticum 1LB323 se expresan a dos temperaturas promedio diferentes
17+ 5°Cy 20+ 4°C . No se pudo realizar el experimento de P. ultimum 1LB317 a la
temperatura de 20 + 4 °C.

Los experimentos de control de P. ultimum ILB317 y P. sylvaticum 1LB323 ambos al 10
% (p/p), realizados a una temperatura promedio del inverndculo de 17 + 5 °C (julio muy
frio), presentaron niveles de emergencia de 0 % frente a la emergencia del control sin
patogeno que presentd un 60 = 7 % (Tabla 3.10.) Sin embargo, la emergencia de los
controles de P. sylvaticum al 10 % a 20 °C fue cercana al 50 %, aunque no se diferencio
del control sin patdégeno. Este mismo resultado se obtuvo en el caso del control con P.

sylvaticum al 5%.
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Tabla 3. 10. Emergencia de plantas de soja sembradas en sustrato con diferentes concentraciones

de Pythium sylvaticum 11.LB323 y Pythium ultimum 11LB317 en ambiente semi-controlado de

invernaculo
M. robertsii ILB167 0 0 25+ 6bc 50+ 7ab
M. frigidum 1LB182 0 0 30 £ 9 abc 55+6a
M. lepidiotae 1LB232 0 0 40+ 12abc 45+ 10 abc
M. robertsii 1LB440 0 0 23+ 11¢c 40 + 7 abc
Control 0 0 53+9a 53+6a
Control sin patégeno 607 607 55+13 a

Valores promedio de emergencia de semillas tratadas con una suspension de conidios de Metarhizium, sembradas en
cuatro condiciones: sustrato con P. ultimum al 10% (p/p) a 17 °C en invernaculo, sustrato con P. sylvaticum 1LB323
al 10% a 17 °C en invernaculo, sustrato con P. sylvaticum 1LB323 al 10% a 20 °C en invernaculo y sustrato con P.
sylvaticum ILB323 al 5% a 20 °C en invernaculo. Control- semillas sin tratar sembradas en sustrato con fitopatogeno.
Control sin patégeno-semillas sin tratar sembradas en sustrato sin fitopatogeno. E.E.— Error estandar (n =4). Letras

distintas dentro de cada columna son significativamente diferentes segtn test de Fisher (p< 0,05).

En las condiciones de temperatura 20 + 4 °C, no se pudo apreciar la reduccion de la
emergencia debido a la presencia de P. sylvaticum en comparacion con el control sin
patogeno, ambos con emergencias cercanas al 50%. No se encontraron diferencias de los
tratamientos con los controles (p > 0.05). No se encontrd el motivo de tan baja emergencia
del grupo control sin patdgeno. Por lo que en principio P. sylvaticum 1LB323 a la
temperatura de 20 £ 4 °C, no parece ser responsable del 47% de reduccion de la
emergencia, por lo que no se puede analizar control de este patégeno por parte de

Metarhizium spp.

El método de cultivo de patogenos en arroz influyd negativamente en los resultados de
emergencia en el estudio de control de patdogenos en invernaculo. La presencia del arroz
(sin patdgeno) en proporciones iguales o mayores a 7,5 % (p/p) en sustrato turba-

vermiculita-arena, tuvo un efecto significativamente negativo en la emergencia. Cuando
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las concentraciones de arroz fueron de 7,5y 10 % (p/p) de arroz, la emergencia disminuy6
de un 22 a un 26 % con respecto al control, y cuando el arroz estuvo en una proporcion
del 20 % (p/p) la disminucion de la emergencia fue casi del 50 %. Esto sugiere que la
presencia del arroz pudo enmascarar algin posible efecto de control de alguno o todos

los aislamientos de Metarhizium sobre los patogenos estudiados.

3.4.3.2 CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS MEDIANTE
COBERTURA DE SEMILLAS CON Metarhizium EN CAMARA DE
CRECIMIENTO

En este experimento, se evalud el efecto biocontrolador de tres cepas de Metarhizium,
aplicadas en forma de cobertura de semilla, contra los fitopatdégenos F. graminearum
ILB332 al 1,0% (p/p), R. oryzae ILB428 al 12 % (p/p), P. ultimum 1ILB317 0,5 % (p/p) y
P. sylvaticum 1LB323 al 1,0 % (p/p), en ambiente controlado. Se observaron diferencias
significativas (p < 0.01) en la emergencia dependiendo de la cepa de Metarhizium
empleada. El porcentaje de emergencia promedio de plantas tratadas con respecto a los
patdgenos vario entre el 33% y el 40%. Dentro de estos tratamientos, M. robertsii
(ILB167 e ILB440) mostr6 el mayor porcentaje de emergencia, con un valor promedio
del 38%, el cual fue significativamente diferente del promedio de emergencia de las
plantas no tratadas, que fue del 27%. No obstante, al analizar individualmente el efecto
de las tres cepas sobre cada uno de los patogenos, se observa que Metarhizium no ejerce
un control equitativo sobre todos ellos. Se destaca que M. robertsii exhibe una notable
tendencia a duplicar la emergencia de las semillas sometidas a los patogenos F.
graminearum y R. oryzae, sin embargo, no se registra un efecto significativo en la
emergencia de semillas expuestas a P. ultimum ni P. sylvaticum. Por otra parte, M.
lepidiotae, no presentd diferencias significativas con los controles con patdgeno. Estos
hallazgos subrayan la diversidad en la respuesta de las plantas ante diferentes patdgenos
y cepas de Metarhizium. A continuacidn, se exponen los resultados discriminados por

patogeno.
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3.4.3.2.1 Control de Fusarium graminearum 1LB332: Experimento en

Camara de Crecimiento

Las semillas tratadas con cepas de Metarhizium, sembradas en un sustrato con Fusarium
graminearum 1LB332 al 1.0% (p/p) (patégeno), mostraron un aumento significativo en
la emergencia en comparacion con las semillas del control con patdégeno (control c/Pat.)
no tratadas con Metarhizium (ver Figura 3.18). En particular, las semillas inoculadas con
M. robertsii 1LB440 presentaron mas del doble de emergencia con relacion al control
c/patogeno. Asimismo, las semillas tratadas con las cepas M. robertsii ILB167 y M.
lepidiotae 1LB232 superaron en 1,6 veces la emergencia observada en el control

c/patdgeno.

Desde un analisis estadistico, inicamente la cepa M. robertsii ILB440 mostr6é un control
eficaz sobre F. graminearum 1LB332, alcanzando una tasa de emergencia del 53 + 8 %,
lo cual es significativamente diferente (p < 0,05) en comparacion con el control ¢/Pat.,
cuya emergencia fue del 21 + 4 % (ver Figura 3.18). Los otros dos aislamientos ensayados
no presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control c/patdgeno,

con un valor de p > 0,05.

A pesar de que la inoculacion con Metarhizium promovio un incremento en la emergencia
de las semillas expuestas al patdgeno, no logré erradicar completamente la infeccion. La
tasa de emergencia promedio de las semillas tratadas con M. robertsii ILB440 fue un 67

% de la observada en el control sin patogeno (ver Figura 3.18).
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Figura 3. 18. Control de Fusarium graminearum ILB332 al 1,0 % en soja tratada con
tres aislamientos de Metarhizium. La variable representada es la emergencia, expresada
como porcentaje, a los 10 dias de la siembra bajo condiciones de 24 °C. Control- control
sin patégeno. Control c/Patégeno — Control con patégeno sin tratamiento con
Metarhizium. Las barras corresponden al error estdndar (n = 12) Letras diferentes indican

diferencia significativa seglin test de Fisher (p< 0,05).

3.4.3.2.2 Control de Rhizoctonia oryzae 11LB428, experimento de camara de

crecimiento

Las semillas inoculadas con M. robertsii (cepas ILB167 e ILB440) mostraron una clara
tendencia al aumento en la emergencia en comparacion con el control c¢/Pat y sin tratar
con Metarhizium (Figura 3.19). Por el contrario, el tratamiento con M. lepidiotae 1LB232
no mostro una mejora en la emergencia. Es destacable que el tratamiento con M. robertsii
ILB440 duplico la emergencia en comparacion con el control c/Pat. Este tratamiento
mostré6 una emergencia del 55 £ 8 %, mientras que el control c/Pat presentd una
emergencia del 28 + 4 %. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los demads tratamientos y el control c/Pat; las emergencias promedio variaron entre
el 38 £ 10 % y el 46 =9 % (Figura 3.19).

Los valores de emergencia de las semillas tratadas con M. robertsii ILB440 en presencia
de R. oryzae 1LB428 no tuvieron diferencias significativas con la situacion ideal

correspondiente al control sin patogeno (Figura 3.19).
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Figura 3. 19. Control de Rhizoctonia oryzae 1LB428 al 12 % (p/p) en soja tratada con
tres aislamientos de Metarhizium. La variable representada es la emergencia, expresada
como porcentaje, a los 10 dias de la siembra bajo condiciones de 24 °C. Control- control sin
patogeno. Control ¢/Patégeno — Control con patdgeno sin tratamiento con Metarhizium. Las
barras corresponden al error estandar (n = 8). Letras diferentes indican diferencia

significativa segun test de Fisher (p< 0,05).

2.4.3.2.3 Control de Pythium ultimum 1LB317, experimento en camara de

crecimiento

Los tratamientos de las semillas con M. robertsii (ILB167 e ILB440) asi como con M.
lepidiotae 1L.B232, no lograron revertir el efecto del patogeno P. ultimum al 0,5 % (p/p).
Los valores de emergencia promedio oscilaron entre el 19 + 5% y el 23 + 6%, y no
mostraron diferencias estadisticas significativas en comparacion con el control c¢/Pat p >

0,05 (figura 3.20).

108



Emergencia (%)

100 -

A
80 - T

L
60 -
40 -

B B B B
N % - - -
0
Control Control cfPat ILB167 ILB232 ILB440

Tratamiento

Figura 3. 20. Control de Pythium ultimum 1LB317 al 0,5 % (p/p) en soja tratada con
cuatro aislamientos de Metarhizium. La variable representada es la emergencia, expresada
como porcentaje, a los 10 dias de la siembra bajo condiciones de 24 °C. Control- control sin
patogeno. Control ¢/Patégeno — Control con patdgeno sin tratamiento con Metarhizium. Las
barras corresponden al error estandar (n = 12). Letras diferentes indican diferencia

significativa segun test de Fisher (p< 0,05).

2.4.3.2.4 Control de Pythium sylvaticum 1LB323, experimento en cimara de

crecimiento

Las semillas tratadas con M. robertsii (ILB167 e ILB440), asi como con M. lepidiotae
ILB232, no mostraron una diferencia significativa en la emergencia (p > 0.05) en
comparacion con el control c¢/Pat, (sustrato con P. sylvaticum 1LB323 al 1,0 % (p/p))
(Figura 3.21). Los niveles de emergencia observados en todos los tratamientos no
superaron el 43 £ 7 %. Obviamente ninguno de los tratamientos alcanzé los niveles de

emergencia del control sin patdgeno.
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Figura 3. 21. Control de Pythium sylvaticum 11LLB323 al 1,0 % (p/p) en soja tratada con
cuatro aislamientos de Metarhizium. La variable representada es la emergencia,
expresada como porcentaje, a los 10 dias de la siembra bajo condiciones de 24 °C Control-
control sin patégeno. Control c¢/Patégeno — Control con patdgeno sin tratamiento con
Metarhizium. Las barras corresponden al error estandar (n = 12). Letras diferentes indican

diferencia significativa segun test de Fisher (p< 0,05).
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CAPITULO 4. DISCUSION Y CONCLUSIONES
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4.1 Discusion

El presente trabajo se enfoco en la "etapa de evaluacion y seleccion de cepas”, una fase
esencial dentro del conjunto de etapas necesarias para desarrollar un biocontrolador eficaz
contra enfermedades en el cultivo de soja. El objetivo principal fue identificar, entre 13
cepas de Metarhizium spp. evaluadas, al menos una con potencial para actuar como
biocontrolador de enfermedades de implantacion en soja. Estas cepas pertenecian a cuatro
especies: M. flavoviride, M. frigidum, M. lepidiotae y M. robertsii. Para ello, la cepa
seleccionada debia cumplir varias condiciones clave: controlar eficazmente los
fitopatogenos responsables del damping-off en soja, ser compatible con la planta de soja
y su simbionte Bradyrhizobium elkanii sin interferir en el proceso de nodulacion,
colonizar la rizosfera utilizando los nutrientes aportados por los exudados radiculares vy,
adicionalmente, asociarse con las raices de la planta tanto de forma superficial como
endofitica. Estas caracteristicas asegurarian la persistencia del microorganismo en el
entorno radicular, permitiendo ejercer la funcién antagonista frente a los fitopatogenos de
manera mas eficiente y prolongada, en linea con la hipétesis de Liao (2014), que plantea
que la colonizacion de la raiz es un requisito previo para la mayoria de los efectos

beneficiosos de Metarhizium

En este estudio, primero se evalu6 la compatibilidad de las 13 cepas de Metarhizium con
Bradyrhizobium elkanii en placa, donde se encontr6 que la especie Metarhizium
lepidiotae inhibia el crecimiento de los rizobios. Sin embargo, cuando se evalud in vivo,
aplicando las cepas a las semillas en una concentracion de aproximadamente 10° conidios
por semilla, ninguna de ellas afect6 la nodulacion en las raices de soja. Este resultado
sugiere que las cepas probadas in vivo no interfieren con el rendimiento del cultivo de
soja dependiente de la fijacion bioldgica de nitrégeno. Aunque los rizobios suelen
coexistir con otros microorganismos en el suelo y nodular eficientemente las raices
(Mataranyika et al., 2022), la confirmacion experimental in vivo fue esencial para validar
la compatibilidad entre Metarhizium y Bradyrhizobium elkanii, especialmente ante los
resultados iniciales en placa. Estas diferencias subrayan la importancia de realizar pruebas

in vivo para validar resultados preliminares.

La capacidad de las cepas de Metarhizium spp. para crecer sin dificultad en medios
basados en exudados radiculares (ER) de soja resalta su potencial para establecerse de

manera efectiva en la rizosfera de este cultivo. Este hallazgo coincide con estudios
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previos, como el de Behie (2017), quien demostré que M. robertsii metaboliza
carbohidratos de los ER de Phaseolus vulgaris, generando un intercambio mutualista que
incluye la provision de nitrogeno a la planta. Ademads, investigaciones de Behie y
Bidochka (2014) evidenciaron que especies como M. robertsii y M. flavoviride (entre
otras) transfieren nitrogeno a diversas plantas, aumentando su productividad. Estas
observaciones no solo subrayan la capacidad de Metarhizium spp. para adaptarse a los
diversos metabolitos liberados por las raices, sino que también sugieren un papel
potencialmente crucial de Metarhizium spp. en el establecimiento de interacciones

mutualistas que podrian mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos.

Dentro de las cepas analizadas en este estudio, se destacaron M. flavoviride ILB184 y M.
robertsii ILB167, que mostraron periodos de adaptacion (fase lag) mas cortos y tasas de
crecimiento mas altas que el resto. Esto sugiere que estas cepas tienen una mayor
eficiencia en el uso de los nutrientes presentes en los ER, lo que podria conferirles
ventajas competitivas en la colonizacion de la rizosfera. Ademas, ambas cepas produjeron
mas biomasa en ER de soja que en medios artificiales, lo que posiciona a M. robertsii
como un colonizador natural del rizoplano (Vega, 2018) y sugiere que M. flavoviride tiene
potencialidades por explorar. Este comportamiento refleja su capacidad para aprovechar
compuestos como azdcares simples, aminoacidos y acidos orgédnicos presentes en los
exudados radiculares (Oliveros-Bastidas, 2009). La variabilidad atipica en las curvas de
crecimiento observada en algunas cepas tampoco es un comportamiento desconocido en
el estudio de los hongos ya que coincide con lo reportado anteriormente por Vrabl et al.
(2019), quienes describen que la composicion del medio puede influir en las fases de

crecimiento de hongos filamentosos.

En este trabajo, al evaluar el endofitismo de M. robertsii en plantas de soja de 39 dias de
edad mediante tres metodologias distintas, no se detect6 la presencia del hongo en forma
endofitica en las raices tratadas. Este resultado es consistente con los hallazgos de
Moonjely y Bidochka (2019), quienes no observaron colonizacion endofitica en plantas
dicotiledéneas tratadas con cepas de Metarhizium spp., incluido M. robertsii. En su
estudio, emplearon siembra en PDA de fragmentos homogenizados de raices de plantas
tratadas con diferentes cepas de Metarhizium a los 10 y 20 dias post-inoculacion,
obteniendo resultados similares a los del presente trabajo. Sin embargo, Barelli et al.

(2018) reportaron colonizacion endofitica de M. robertsii en plantas de judia (Phaseolus
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vulgaris) a los 60 dias de la inoculacion, utilizando siembra en PDA y qPCR como
metodologias. Estos autores sugirieron que el tiempo necesario para que ocurra la
colonizacion endofitica podria variar segun la planta hospedera y las condiciones
experimentales, lo que podria explicar la ausencia de endofitismo en las raices de soja a
los 39 dias post-inoculaciéon observada en este estudio. Estos resultados resaltan la
importancia de considerar tiempos de muestreo mds prolongados y variables
experimentales especificas al estudiar la interaccion endofitica entre Metarhizium spp. y

diferentes plantas hospedero.

Los cultivos duales realizados en este trabajo demostraron que las cepas M. robertsii
ILB167 e ILB440 presentaron un antagonismo significativo frente a los fitopatégenos F.
graminearum, P. ultimum, P. sylvaticum y R. oryzae. En particular, los porcentajes de
inhibicion obtenidos para F. graminearum de 37 + 3 %, fueron comparables a los
reportados por He et al. (2020), quienes encontraron una inhibicion del 39,8 % para
Fusarium solani en cultivos duales en PDA al quinto dia de interaccion. Esto refuerza la
hipdtesis de que M. robertsii actia como un antagonista natural frente a hongos del género
Fusarium. Asimismo, Tomilova et al. (2020) describieron que M. robertsii degradd
significativamente el micelio superficial de Rhizoctonia solani en zonas de contacto
directo, lo que concuerda con el antagonismo observado en este trabajo frente a R. oryzae.
Estos resultados destacan el potencial de M. robertsii como agente de biocontrol in vitro,
y su actividad contra Pythium spp. aporta nueva evidencia sobre interacciones poco

estudiadas entre Metarhizium spp. y este género.

En este trabajo, se observo que el efecto antagonista de Metarhizium spp. persistio incluso
cuando la colonia del patdégeno habia alcanzado toda la superficie de la placa, lo que
sugiere que la interaccion inhibidora no se limita a las fases iniciales de crecimiento.
Ademas, las cepas M. frigidum ILB182 e ILBI18S5, asi como M. flavoviride 1LB184 e
ILB189, demostraron inhibir significativamente el crecimiento de R. oryzae, a pesar de
tener tasas de crecimiento mas bajas que las observadas en las cepas de M. lepidiotae
(ILB173, ILB179, ILB221, ILB222, ILB223, ILB225 e ILB232) y de M. robertsii
(ILB167 e ILB440). Sin embargo, cabe destacar que la actividad observada in vitro no
siempre se traduce directamente en biocontrol in vivo, resaltando la necesidad de pruebas

bajo condiciones mas cercanas al campo.
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Los resultados del presente trabajo destacan la capacidad de M. robertsii ILB440 para
incrementar significativamente la emergencia de plantulas de soja en presencia de F.
graminearumy R. oryzae bajo condiciones controladas, lo cual contrasta con lo reportado
por Rivas (2019) en maiz, donde el recubrimiento de semillas con M. robertsii F447 no
mostrd una capacidad biocontroladora significativa frente a F. graminearum. Esta
discrepancia podria explicarse por diferencias en las cepas utilizadas, la presion de
patogenos o las condiciones experimentales, ya que Rivas trabajé en invernaderos,
mientras que este estudio utilizd cadmaras de crecimiento con altas cargas de patogenos.
Ademas, los resultados coinciden con los de Sasan y Bidoschka (2013), quienes
observaron que plantas de frijol colonizadas por M. robertsii mostraron un crecimiento
mas saludable y menores indices de enfermedad al ser expuestas a Fusarium solani. Estas
evidencias sugieren que la efectividad de M. robertsii como biocontrolador depende de
interacciones especificas entre el hongo, el patogeno y el huésped, asi como de las
condiciones ambientales. En este caso, el uso de soja como modelo experimental aporta
informacion novedosa y relevante, subrayando la importancia de seleccionar cepas
especificas para escenarios adversos. Aunque los mecanismos detras de esta capacidad
biocontroladora no fueron abordados en profundidad, el incremento en la emergencia
podria estar asociado con la inhibicion directa de los patdgenos o la activacion de defensas
en la planta. Estos resultados son prometedores para el manejo integrado del damping-off
en soja y sugieren la necesidad de validar esta eficacia en condiciones de campo para su

implementacion practica en sistemas agricolas sostenibles.

Actualmente, no se dispone de investigaciones que evalien la emergencia y/o
germinacion de semillas tratadas con Metarhizium en suelos altamente patogénicos,
utilizando técnicas como germinacion en papel o macetas. Los experimentos realizados
permitieron simular condiciones de campo en un entorno controlado, aunque sin
determinar la composicion exacta de los patdgenos presentes en el suelo. Aun asi, los
resultados destacaron que M. robertsii ILB167 (en concentraciones de conidios alta de
10° conidios/mL y baja de 10* conidios/mL) y M. frigidum ILB182 (en la concentracion
de 10° conidios/mL) redujeron significativamente el impacto del suelo patogénico sobre
la germinacion de semillas en papel. De igual forma, en condiciones de invernadero, la
cepa M. robertsii ILB440 (concentracion de 10® conidios/mL) mejoré significativamente
la emergencia en macetas con suelo patogénico comparado con los controles. Esto

evidencia el potencial biocontrolador de estas cepas frente a fitopatogenos diversos y no
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necesariamente limitados a F. graminearum, R. oryzae, P. ultimum o P. sylvaticum.
Ademas, la técnica de germinacion en papel demostrd ser un método rapido y accesible
para evaluar inoculantes, mientras que los experimentos en maceta permitieron identificar
diferencias significativas en emergencia. Estos estudios preliminares resaltan la utilidad
de probar bioinsumos a pequefia escala para seleccionar opciones adaptadas a campos

especificos, ofreciendo alternativas prometedoras para productores.

Finalmente, sobre la evaluacion de la capacidad de produccion de conidios de las cepas
en fermentacion en sustrato solido, M. robertsii mostro una alta eficiencia, alcanzando
rendimientos en el orden de 10° conidios por gramo de arroz seco. Este nivel de
produccién no solo es competitivo frente a valores reportados en la literatura, como los
obtenidos por M. anisopliae en arroz de 9x10® conidios / g de arroz en estudios de los
estudios recientes de Alcantara-Vargas (2020). Ademas, este rendimiento destaca por su
escalabilidad, mostrando un potencial considerable para aplicaciones industriales. Este
hallazgo posiciona a M. robertsii ILB440 como un bioinsumo prometedor para el manejo

sostenible de enfermedades en el cultivo de soja.

4.2 Conclusiones

Este estudio permiti6 caracterizar el comportamiento de diferentes cepas de Metarhizium
spp. y seleccionar a M. robertsii ILB440 como la méas prometedora para su desarrollo

como bioinsumo en el manejo de enfermedades de implantacion en el cultivo de soja.

Las pruebas de compatibilidad entre Metarhizium spp. y Bradyrhizobium elkanii
confirmaron que, aunque M. lepidiotae inhibid el crecimiento del rizobio en pruebas in
vitro, ninguna de las cepas afect6 la nodulacion ni la fijacion bioldgica de nitrogeno en
soja cuando se evaluaron in vivo. Esto asegura que la coexistencia entre Metarhizium spp.
y rizobios es viable, permitiendo preservar la fijacion bioldgica de nitrégeno esencial para

sistemas agricolas sostenibles.

En las evaluaciones de antagonismo in vitro, M. robertsii 1LB440 e ILB167 mostraron
actividad significativa frente a Fusarium graminearum, Pythium ultimum, Pythium
sylvaticum y Rhizoctonia oryzae, demostrando una interaccion inhibidora persistente

incluso en las fases avanzadas de crecimiento de los patdégenos. Ademas, las pruebas
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realizadas en sustratos con concentraciones controladas de F. graminearum y R. oryzae
evidenciaron que M. robertsii 1LB440 es capaz de mejorar significativamente la
emergencia de plantulas de soja duplicando los valores de los controles sin Metarhizium,
destacandose como un agente eficaz para el biocontrol en estas condiciones. Sin embargo,
no se observaron mejoras significativas frente a Pythium spp., 1o que resalta la necesidad

de explorar estrategias complementarias para abordar patdégenos de este género.

Por otra parte, los experimentos realizados en suelo patogénico, caracterizado por una
alta carga de microorganismos no identificados, evidenciaron que M. robertsii ILB167 y
M. frigidum 1LB182 lograron reducir significativamente el impacto de los patdégenos
sobre la germinacion de semillas de soja en pruebas realizadas en papel. Asimismo, M.
robertsii 1LB440 mostr6 una capacidad destacada para mitigar la reduccion en la
emergencia de plantulas en experimentos en macetas con suelo patogénico, resaltando su

potencial como una de las cepas mas prometedoras en este contexto.

En relacion con su capacidad de crecimiento en exudados radiculares, M. flavoviride
ILB184 y M. robertsii ILB167 se posicionaron como las cepas mas eficientes en los
parametros evaluados, superando a otras cepas. Sin embargo, M. robertsii 1LB440
también demostré una adaptacion destacable, alcanzando tasas de crecimiento y
produccion de biomasa comparables a las mejores cepas, lo que respalda su potencial para

colonizar eficientemente la rizosfera de la planta de soja.

Por ultimo, la capacidad de produccion de conidios en sustrato solido posicion6 a M.
robertsii 1LB440 e ILB167 como las cepas mas eficientes, alcanzando rendimientos de
hasta 10° conidios/g de arroz seco. Este rendimiento competitivo frente a valores
reportados en la literatura subraya su viabilidad para la produccion industrial de

bioinsumos.

En conjunto, los resultados obtenidos posicionan a M. robertsii ILB440 como una cepa
con gran potencial para ser desarrollada como bioinsumo agricola. Sus caracteristicas
destacadas en este estudio, como la capacidad para biocontrolar fitopatogenos clave,
mejorar la emergencia de plantulas y producir conidios a niveles competitivos, la
convierten en una opcién prometedora para el manejo integrado de enfermedades en el
cultivo de soja. Aunque se requiere evaluar su desempefio bajo condiciones de campo y

explorar aspectos técnicos, agronémicos y ambientales en mayor detalle, estos hallazgos
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constituyen un avance importante hacia el desarrollo de soluciones biologicas sostenibles
que puedan contribuir a reducir la dependencia de fungicidas quimicos y fortalecer la

resiliencia de los sistemas agricolas.

4.3 Perspectivas y Futuras Direcciones de Investigacion

El presente trabajo proporciona un punto de partida relevante para explorar el potencial
de Metarhizium spp., particularmente de M. robertsii ILB440, como herramienta para el
manejo integrado de enfermedades en soja. Aunque se han logrado avances significativos,
aun existen aspectos clave que requieren ser investigados para consolidar el conocimiento
sobre las capacidades de estas cepas y su aplicacion en la agricultura. Las lineas de
investigacion futura abarcan tanto estudios a nivel molecular como evaluaciones practicas
en condiciones reales, con el objetivo de profundizar en los mecanismos subyacentes y
optimizar su uso en el campo. A continuacidn, se presentan las principales areas que se

proyectan como prioridades para continuar avanzando en esta linea de trabajo:

o Investigacion de metabolitos antagonistas: Profundizar en la identificacion y
caracterizacion de los metabolitos producidos por M. robertsii 1LB440 que
inhiben el crecimiento de fitopatogenos, especialmente aquellos que afectan a
Pythium spp.

e Evaluacion de beneficios adicionales: Explorar si otras cepas, como M.
Sflavoviride 1LB184, pueden aportar beneficios adicionales al cultivo de soja, como
promocion del crecimiento o induccidn de resistencia sistémica.

o Experimentos en campo: Realizar estudios a escala de campo para validar la
eficacia de M. robertsii 1LB440 en condiciones reales y evaluar su impacto a largo
plazo en la produccion y salud del cultivo.

e Optimizacién de formulaciones y métodos de aplicacion: Investigar diferentes
formulaciones y técnicas de aplicacion, como recubrimientos de semillas con
polimeros, para mejorar la adherencia y supervivencia de los conidios en

condiciones de campo.

La continuidad de esta linea de investigacion contribuird al desarrollo de soluciones
biologicas efectivas y sostenibles para el manejo de enfermedades en soja, promoviendo
précticas agricolas mas amigables con el medio ambiente y mejorando la productividad

del cultivo.
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ANEXO

Medio de cultivo Triptona y extracto de levadura (TY)

Componentes Conncentracion (g/L)
Triptona 5,0

Extracto de levadura 3,0

CaCL H:0 0,9

H:0 destilada 1,0L

(Beringer, 1976)

Medio de cultivo Extracto de Levadura Manitol y Agar (EMA) modificado

Componentes Concentracion (g/L)
K2HPO4 0,5

MgS04.7H20 0,2

NaCl 0,1

Extracto de Levadura 0,5

FeCl2.6H20 1 gota de una solucién al 10%
Manitol 10,0

SO+sMn 1 gota de una solucién al 10%
Agar 15,0

H20 1,0 L

Ajustar a pH 6,8 — 7 con 0,1N de KOH

Medio selectivo de Metarhizium MSM

Componentes g/L

Avena 30,0
CTAB 0,60
Cloramfenicol * 0,50
Cicloheximide * 0,25
Agar 20,0

Mezclar todos los componentes sin los antibioticos, completar con agua destilada hasta 1 L.
luego se esteriliza 15 mina 121°C y 1,5 atm.

* Esterilizacion por filtrado e incorporacion al medio de cultivo esterilizado

CTAB — Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
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Procedimiento de tincion con WGA-Alexa/ yoduro de propilo/ ConA-AF/rojo

Congo

Remojar las fracciones de raiz en EtOH 95% durante la noche a 4 °C

Tratar con KOH al 10% durante otra noche

Incubar en la solucion de tincidon durante aproximadamente 30 min, durante este
tiempo, infiltrar al vacio las muestras 3 veces durante aproximadamente 1-2 min
cada vez

Dejar en PBS durante 3 hs. y luego en tampon nuevo durante la noche
Almacenar las muestras en la oscuridad a 4 °C hasta su analisis para microscopia
fluorescente/confocal (filtros:

Soluciones de tincion en 1X PBS (pH 7.,4):

20 pg/mL de yoduro de propidio
10 pg/mL WGA-AF488

10 pg/mL ConA-AF633

10 pg/mL Rojo Congo

0,1% Triton X-100

Soluciones de stock:

Yoduro de propidio: 10 mg/mL en PBS, conserva a 4 °C
WGA-AF488: 1 mg/mL en H20, almacenar a 4 °C en oscuridad
ConA-AF633: 5 mg/mL en H>0O, almacenar a 4 °C en oscuridad

Solucion de Tampon de fosfato salino PBS

Componente Concentracion (g/L)
NaCl 8,0

KCl1 0,2

Na,HPOg4 1,44

KH>POq4 0,24

H>O destilada Hasta completar 1,0 L

Ajustar pH a 7,4 con HC1 o KOH
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