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RESUMEN

Actualmente la soja [Glycine max (L.) Merr.] es el principal cultivo oleaginoso producido y
consumido en el mundo. Sin embargo, diferentes limitaciones bioticas y abidticas amenazan
su produccion. El control biolégico y la promocion del crecimiento y desarrollo vegetal
estimulados por microorganismos benéficos del suelo han demostrado ser una alternativa
efectiva, y ambientalmente sostenible, para aumentar el rendimiento de diversos cultivos y
asegurar una mejora en el estado sanitario vegetal. Por lo tanto, la identificacion y
caracterizacion de los integrantes de la comunidad microbiana asociados al cultivo es un
primer paso fundamental para el desarrollo de nuevos bioinsumos. Nuestro grupo de trabajo
viene trabajando en la caracterizacion de cepas del género Streptomyces aisladas de suelo y
rizosfera de plantas de soja de la zona sojera ntcleo de Argentina. En este trabajo de Tesina,
inicialmente se analizo la incidencia de dos cepas rizosféricas de dicho género sobre etapas
tempranas del establecimiento de la planta. Luego, se estudio el efecto generado sobre el
crecimiento y desarrollo en plantas de soja pre y post inoculacién con Diaporthe aspalathi.
Por otro lado, se estudio la capacidad biocontroladora in vivo frente a los hongos
fitopatdgenos D. aspalathi y Macrophomina phaseolina analizando el progreso de las
enfermedades en el tiempo a través de la aparicion de sintomas tipicos. Nuestra perspectiva
a futuro es poder obtener un producto bioldgico de bajo impacto ambiental formulado a partir
de cepas bacterianas rizosféricas que tenga la capacidad de reducir la incidencia de diferentes
enfermedades y de promover el crecimiento y desarrollo del cultivo de soja, tendiendo a

reemplazar los productos agroquimicos utilizados actualmente.

PALABRAS CLAVES: biocontrol; cancro del tallo de la soja; podredumbre carbonosa;

promocion del crecimiento y desarrollo vegetal; Streptomyces.



ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merr.] is currently the main oilseed crop produced and consumed
in the world. However, different biotic and abiotic limitations threaten the production.
Biological control and the promotion of plant growth and development stimulated by
beneficial soil microorganisms, have proven to be an effective and environmentally
sustainable alternative to increase the crops yield and ensure an improvement in plant health.
Therefore, the identification and characterization of the members of the microbial community
where the crop is located is a fundamental first step for the development of new bio-inputs.
Our group has been working on the characterization of strains of the genus Streptomyces
isolated from the soil and rhizosphere of soybean plants from the core soybean zone of
Argentina. In this Thesis work, the incidence of two rhizospheric strains of said genus on
early stages of plant establishment was initially analyzed. Then, the effect generated on
growth and development in soybean plants before and after inoculation with Diaporthe
aspalathi was studied. On the other hand, the in vivo biocontrol capacity against the
phytopathogenic fungi D. aspalathi and Macrophomina phaseolina was studied, analyzing
the progress of the diseases over time through the appearance of typical symptoms. Our
perspective for the future is to be able to obtain a biological product with low environmental
impact formulated from rhizospheric bacterial strains that has the ability to reduce the
incidence of different diseases and promote the growth and development of soybean crops,

tending to replace agrochemical products. currently used.

KEYWORDS: biocontrol; soybean stem canker; charcoal rot; promotion of plant growth and

development; Streptomyces.



1. INTRODUCCION

1.1. Crecimiento demografico y crisis alimentaria

Una de las preocupaciones mas importante vigentes desde hace algunas décadas es la
creciente demanda de alimentos en un contexto de incremento sostenido de la poblacion
mundial. El motivo principal de esta inquietud radica en que la tasa de incremento
poblacional no es acompafiada por una tasa de produccién similar, generando un desbalance
que pone en riesgo la provision futura de alimentos (Miralles, 2013). Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2009), se estima que
para el afio 2050 sera necesario alimentar a una poblacion mundial de casi 10.000 millones
de personas, debiendo la produccion alimentaria proveniente de la agricultura aumentar un
50% a nivel mundial en los proximos 30 afios para satisfacer dicha demanda (Godfray et al.,
2010). Asimismo, este aumento en la produccion debera darse en un escenario incierto debido
al cambio climético (FAO, 2015).

Este escenario obliga a disefiar estrategias que nos permitan garantizar la seguridad
alimentaria en un contexto donde los recursos naturales son limitados, desafiandonos a
cambiar la forma en la que se producen los alimentos, por una ambientalmente sostenible
(Pérez Vazquez et al., 2018). Una estrategia muy utilizada en el pasado para incrementar la
produccién fue aumentar el area destinada a cultivos (Godfray et al., 2010). La intervencion
agricola sobre ecosistemas fragiles, como pastizales, selvas y bosques nativos, genera
profundas modificaciones en los mismos, produciéndose pérdidas de funciones
ecosistémicas, fragmentacion de habitats, extincién de especies, aumento de las emisiones
de gases de efecto invernadero, alteracion del clima, cambios en los ciclos del agua, carbono
y nitrégeno, entre otros (Barral et al., 2020), por lo que su conversidn en zonas agricolas no
parece ambientalmente sustentable. Sin embargo, siendo conscientes de las consecuencias
negativas generadas por los cambios en el uso del suelo, la FAO prevé que para el 2050 la
superficie de tierra cultivable aumente un 5%, valor correspondiente aproximadamente a 70
millones de hectareas (FAO, 2015).

Considerando este panorama, el incremento en la produccion de alimentos requerido

probablemente deba sustentarse en (i) aumentar los rendimientos de las tierras actualmente



cultivadas y (ii) reducir las pérdidas ocasionadas por distintos tipos de estrés (Godfray, 2010;
Beddington, 2010; Menendez, 2017; Newitt, 2019; Bailey-Serres, 2019).

1.2. Produccion mundial y nacional del cultivo de soja

La soja [Glycine max (L.) Merr.] es el principal cultivo oleaginoso producido y
consumido en el mundo actualmente (USDA, 2022). Si bien es una planta conocida por el
hombre desde hace unos 5000 afios, su cultivo y distribucion estuvo durante mucho tiempo
confinado en el Oriente Asiatico, regién donde la especie es nativa (McKie y Anderson,
1967), concentrandose principalmente en China, Indonesia, Japon y Corea. Posteriormente,
la especie se introdujo en Europa (1740), América del Norte (1765) y luego en América del
Sur y Central (1880) (Chang et al., 2015), convirtiéndose en el cultivo econdmico mas

importante en cada una de estas areas productivas (USDA, 2022).

La historia de la soja en la Argentina esta fuertemente condicionada por la evolucion
de la demanda externa de este producto. Hasta 1970 constituia un cultivo casi experimental,
reducido a una pequefia porcion del pais, mientras que desde esa fecha y en los primeros afos
del siglo XXI pasé a convertirse en la produccion de mayor expansion en cuanto a superficie
ocupada, volumen en toneladas producido y nivel de exportacion de sus derivados (Martinez
Dougnac, 2004). Al principio de esta década confluyeron una serie de factores que
permitieron crear condiciones favorables para el desarrollo de dicho cultivo, comenzando un
periodo de expansion extraordinario, pasando de 37.700 ha en 1970 a 2.100.000 ha en 1979
(Zarrilli, 2020). Este aumento implicé una expansion del area sembrada, y provocé el
corrimiento de la frontera agricola hacia nuevas regiones y el reemplazo de la clasica rotacion
agricultura/ganaderia. Al intensificarse las practicas agricolas y al abandonarse las practicas
anteriores (rotacion agricola/ganadera, abonos verdes, periodos de descanso), se produjo una
mayor presion sobre los recursos naturales, y hacia los 80 empezaron a caer los rendimientos
por el desgaste y la erosion que sufrian los suelos (Dominguez, 2006). La solucion a estos
problemas, que propicio el despegue del cultivo de soja en los afios 90, lleg6 de la mano de
un nuevo paquete tecnolégico, que permitié un aumento del rendimiento y una reduccion de
los costos. Este consistid en una combinacion de mejoramiento genético, semillas

transgénicas resistentes a herbicidas, siembra directa, agricultura de precision, nuevos y
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mejores productos quimicos (herbicidas, plaguicidas, fertilizantes) y el desarrollo de

maquinaria agricola acorde a las nuevas tecnologias (Cadenazzi, 2009).

En la actualidad, aproximadamente el 80 % de la soja del mundo se produce en Estados
Unidos, Brasil y Argentina, que, en conjunto con China e India, representan mas del 90% de
la produccion mundial. En comparacion con otros cultivos importantes, la soja ha
experimentado el mayor porcentaje de aumentos anuales en el &rea de produccién durante
los Gltimos afos, pasando de 29 millones de hectéareas en 1968 a 132 millones en 2022
(USDA, 2022).

1.3. Factores que afectan el rendimiento del cultivo de soja

Debido a que la Argentina se posiciona actualmente como el tercer pais productor de
soja a nivel mundial (USDA, 2022), su compromiso para satisfacer parte de la demanda de
alimentos anteriormente mencionada, debe ser fundamental. Por ello, es necesario
comprender aquellos factores que atentan sobre la sanidad y el rendimiento de los cultivos,

que ponen en peligro la seguridad alimentaria.

Existe una serie de limitaciones abiéticas y bidticas que amenazan la produccion de
los mismos, al reducir directamente el rendimiento y/o la calidad de la semilla. Las
restricciones abidticas son causadas por el ambiente fisico, y se relacionan con la
disponibilidad de agua y nutrientes del suelo, salinidad, temperaturas extremas, entre otras.
Algunas de estas limitaciones pueden manejarse a traves de practicas agricolas, mientras que
otras como las sequias, inundaciones y heladas, no pueden ser controladas, generando
considerables pérdidas (Hartman, 2011). Sin embargo, las pérdidas mas importantes son
ocasionadas por el estrés bidtico generado por virus, bacterias y hongos (Agrios, 2005). Se
considera que, a nivel mundial, las pérdidas anuales atribuibles a enfermedades son
aproximadamente del 20% (Hartman et al., 2015), siendo las de origen fungico las de mayor
impacto en la produccion de cultivos y la aptitud de las plantas (Bandara et al., 2020). Por su
parte, a nivel nacional las pérdidas anuales atribuibles a enfermedades son aproximadamente
del 11 % (Hartman et al., 2015).
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En Argentina, el aumento de la superficie sembrada, el monocultivo bajo siembra
directa y el empleo de germoplasma de escasa variabilidad ha favorecido el desarrollo
epidémico de enfermedades, especialmente de aquellas causadas por patégenos necroétrofos.
Esta situacion, modifica el panorama sanitario de la soja en Argentina, pasando de ser un
cultivo practicamente libre de enfermedades en la década del 80, a uno donde estas Gltimas
son consideradas responsables de severas reducciones en el rendimiento (Ivancovich, 2003).
Dos enfermedades cuya prevalencia e intensidad han tenido un aumento significativo en los
altimos 20 afios son el Cancro del Tallo de la Soja y la Podredumbre Carbonosa (Carmona
et al., 2015; Bandara et al., 2020).

1.3.a. Cancro del Tallo de la Soja

El Cancro del Tallo de la Soja (CTS) es una de las enfermedades mas extendidas en
las regiones productoras de soja del mundo (Hartman et al., 1999). Es producida por dos
agentes causales fungicos: Diaporthe phaseolorum var. meridionalis (Dpm) (F.A.
Fernandez) (Pioli et al., 2003; Van Rensburg et al., 2006; Udayanga et al., 2015) y D.
phaseolorum var. caulivora (Dpc) (K. L. Athow y R. M. Caldwell). Recientemente, los
nombres de estas especies se han cambiado a Diaporthe aspalathi (Da) (E. Jansen, Castl. &
Crous) y D. caulivora (Dc) (K. L. Athow & R. M. Caldwell), respectivamente (Van Rensburg
et al., 2006; Udayanga et al., 2015). Da fue reportado por primera vez en Argentina en 1992
(Pioli et al., 1997) en la provincia de Santa Fe, mientras que Dc, en 1999 (Pioli et al., 2001).
En la zona sojera nucleo de nuestro pais, coexisten ambas especies del patdgeno,
complicando el manejo de la enfermedad (Pioli et al., 2003; Van Rensburg et al., 2006;
Udayanga et al., 2015).

Diaporthe spp. pertenecen al grupo de los hongos hemibi6trofos, que pueden
sobrevivir sobre la superficie de las semillas y en los restos de las plantas enfermas. Las
semillas infectadas contribuyen a la dispersion espacial del patégeno, movilizando al mismo
de una zona a la otra. Sin embargo, el porcentaje de transmisién de la enfermedad por
semillas, es bajo, siendo la principal fuente de indculo el rastrojo (Carmona et al., 2015).
Sobre los rastrojos y durante el invierno, el patdgeno produce estructuras sexuales

denominadas peritecios, que al comienzo de la primavera seran capaces de desarrollar otras
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estructuras reproductivas denominadas picnidios, portadoras de esporas. Estas son
dispersadas a través del viento y el agua, y debido a que las temperaturas primaverales son
Optimas para el desarrollo del hongo, pueden infectar a las plantas en los primeros estadios
vegetativos, ocasionando dafios severos (Yorinori, 1996; Grau y Koval, 2006; Distéfano,
2018).

Los sintomas del CTS se suelen visualizar aproximadamente entre los 14 y 20 dias
posteriores a la infeccién. Comienza con pequefios puntos oscuros en el tallo que van
evolucionando lentamente a lesiones alargadas unilaterales de coloracion castafio-rojiza, que
se extienden en direccion al &pice (cancro) (Fig. 1-A). Al mismo tiempo comienza a
manifestarse clorosis internerval en las hojas (Fig. 1-B) (Hartman et al. 1999). En estados
avanzados de la infeccion, la clorosis deriva en necrosis internerval (Fig. 1-C), y finalmente,
las lesiones llegan hasta la médula produciendo la muerte de la planta (Fig.1-D). Sobre los
rastrojos el hongo desarrolla estructuras reproductivas denominadas picnidios, que acttan

como agentes de dispersién de esporas (Fig.1-E).

Figura 1. Sintomas tipicos del Cancro del tallo de la soja causado por Diaporthe aspalathi.
(A) Evolucion unilateral del cancro sobre el tallo, formando una lesion alargada. (B)
Clorosis internerval. (C) Necrosis internerval. (D) Plantas muertas con hojas necroticas
adheridas. (E) Picnidios visualizados como puntos negros sobre el tallo de las plantas.
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1.3.b. Podredumbre Carbonosa de raiz y tallo

La Podredumbre Carbonosa (PC) es una enfermedad potencialmente muy destructiva
y con consecuencias econdmicas graves producida por el hongo necrotréfico Macrophomina
phaseolina (Mp) (Tassi) Goid. Este habita el suelo e infecta las raices y base del tallo de las
plantas, y muestra una amplia variabilidad morfoldgica, fisiologica, patogénica y genética
(Reznikov et al., 2019). Esto le ha permitido adaptarse a diferentes condiciones ambientales
y tener una amplia distribucién geografica, afectando cerca de 500 especies vegetales
comprendidas en mas de 100 familias alrededor del mundo, incluidos cereales, legumbres,

hortalizas, frutas y cultivos de fibras (Srinivasa Reddy, 2008).

De los hongos que afectan a las raices de las plantas de soja, Mp es uno de los que
requiere mayor atencion, debido a que la PC esta incrementandose progresivamente en las
regiones sojeras del mundo, constituyéndose en una de las enfermedades de mayor amenaza
por su dificil control (Ivancovich, 2013; Bandara et al., 2020). En Argentina la PC comenz6
a cobrar importancia a partir de la campafia 2000/01 (Chiesa et al., 2016; Reznikov et al.,
2019).

En la Figura 2 se esquematiza el ciclo de la enfermedad. Este hongo produce
estructuras vegetativas de resistencia denominadas microesclerocios, que son capaces de
sobrevivir en el interior de tejidos vegetales previamente infectados o en forma libre en el
suelo (Almeida et al., 2003). Cuando estas estructuras intersectan el sistema radicular vegetal,
lo infectan, desencadenando la enfermedad. Luego de la infeccidn el hongo crece dentro de
la raiz y del tallo, afectando el sistema vascular e interrumpiendo el transporte de agua y
nutrientes a las partes superiores de la planta. Los sintomas aéreos de la PC comienzan con
la pérdida de vigor, y en etapas mas avanzadas de la enfermedad, las hojas y los peciolos
pueden ponerse clordticos y necrdticos, quedando aun conectados a la planta. Los tejidos
internos del tallo presentan una coloracién grisacea debido a la cantidad de microesclerocios
desarrollados en ellos (Ivancovich et al., 2016). Estos producen una obstruccion en el sistema
vascular del tallo, conduciendo a un marchitamiento acelerado y a la posterior muerte vegetal.
La incidencia de la PC se ve favorecida por condiciones climaticas de temperaturas elevadas

(28-35°C), humedad edafica baja y condiciones de estrés hidrico (Mengistu et al., 2007).
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad causada por Mp. (A) Microesclerocios presentes en el suelo de
forma libre o sobre rastrojos infectados, actuando como fuente de indculo. (B) Comienzo de la
infeccion luego del contacto entre las raices y los microesclerocios. (C) Desarrollo del hongo dentro
del tallo y las raices, afectando al sistema vascular. (D) Presencia de abundantes microesclerocios
en la parte inferior del tallo y en el tejido de la raiz le confiere a los mismos un aspecto grisaceo
caracteristico. Los residuos infectados se convertirdn en una fuente potencial de indculo para el
siguiente cultivo, comenzando nuevamente el ciclo. Figura extraida de Romero Luna et al. (2017).

1.4. Manejo actual de las enfermedades

A medida que la soja comenzd a establecerse como uno de los cinco cultivos
principales, muchos de los estudios cientificos comenzaron a enfocarse en estrategias de
control de enfermedades, con el objetivo de disminuir las pérdidas en el rendimiento

(Wrather et al., 2010).

Una de las formas mas tradicionales de proteger a los cultivos es a través de la
implementacion de practicas culturales que contribuyan a minimizar la incidencia de los

patdgenos. La labranza convencional permite reducir la severidad e incidencia de las
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enfermedades, debido a que, al realizarla, se entierran los indculos de los diferentes
patdgenos y se reduce la produccién y dispersion de esporas (Tyler et al. 1983). Otra
actividad cultural que disminuye la aparicion y desarrollo de enfermedades es la rotacion de
cultivos por otro no hospedante, favoreciendo la descomposicion de los rastrojos infectados
y la eliminacion del patgeno en el lote, de forma progresiva (Kandel et al. 2021). Sin
embargo, en Argentina, el aumento del monocultivo de soja bajo siembra directa, ha
favorecido la supervivencia de los patdgenos y, por ende, al aumento en la cantidad de
indculo potencialmente infectivo (Wrather et al. 2010).

Otra estrategia muy eficaz para el control de microorganismos patégenos es la
utilizacion de genotipos genéticamente resistentes a los mismos (incorporacion de resistencia
genética) (Savary et al. 2019). Sin embargo, la utilizacién de este recurso se limita a un
numero reducido de enfermedades, dado que sdlo se conocen los determinantes genéticos o
el mecanismo de accion de una pequefia cantidad de patdgenos, dificultando la obtencion de
lineas resistentes a los mismos (Wrather et al. 2010). Particularmente, para el caso de la PC,
solo existe una variedad de soja (MunasgaRR) reportada con resistencia moderada a dicha
enfermedad (Reznikov et al., 2019). Con respecto al CTS, la resistencia genética especifica
contra Da estd mediada por al menos cinco genes mayores, no alelélicos y dominantes
(Rdm1, Rdm2, Rdm3, Rdm4 y Rdmb5), localizados en diferentes cultivares (Pioli, 2003;
Chiesa, 2009), mientras que solo se ha reconocido un gen de resistencia a Dc (Rdcl) (Peruzzo
et al., 2019). A pesar de que la resistencia genética es la forma mas eficiente y sustentable
para el control de enfermedades, los patdgenos pueden superar los mecanismos de resistencia
de la planta huésped debido a la presion de seleccion ejercida sobre el agente causal (Poland,
2016).

Por lo tanto, en los ultimos afios, la estrategia mas utilizada para proteger al cultivo
de soja frente a las distintas enfermedades fungicas es el uso excesivo de productos
fitosanitarios. Actualmente, la industria agroquimica produce inoculantes formulados
principalmente con tres componentes, que se agregan durante el tratamiento de las semillas,
generalmente previo a la siembra (Distéfano, 2018). Estos componentes son: los curasemillas
(por lo general formados por una mezcla de los fungicidas metalaxil, tiram y carbendazim),

un protector bacteriano (azucares simples y complejos, glicerol y otros polimeros) vy el
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bioinoculante (Bradyrhizobium japonicum). Sin embargo, la toxicidad asociada a los
curasemillas estd restringiendo el uso de estos productos debido a los efectos nocivos
generados sobre la salud humana, animal y el medioambiente (suelo, agua, aire). Si bien es
cierto que determinados productos quimicos brindan un efecto positivo en la produccion, la
mayoria generan, al mismo tiempo, severas consecuencias negativas. Los efectos de los
agroquimicos varian debido a su composicién quimica y a los metabolitos que éste pueda
generar a partir de su degradacion (Vivas Dario, 2020). Tienden a producir elevados indices
de contaminacion en el suelo, afectando sus propiedades fisicas (estructura, porosidad,
temperatura, humedad), quimicas (fertilidad, ph, capacidad de intercambio, conductividad
eléctrica) y bioldgicas (microflora, micro/mesofauna), dafiando las funciones intrinsecas del
mismo (Prashar, 2013; Jacobsen, 2014; Cisneros Moscol, 2016). También, pueden ser
transportados por escorrentia superficial o infiltrarse, contaminando diferentes cursos de
agua (Hough, 2014). Ademas, los agroquimicos tienen la capacidad de bioacumularse y
biomagnificarse en el ecosistema, por lo que persisten por mucho tiempo en el ambiente
(terrestre o acuético) y sus efectos pueden llegar a ser letales (Vivas Dario, 2020). Por otro
lado, el uso de estos productos también se ve obstaculizado por el desarrollo de resistencia
microbiana, generando una disminucion en la efectividad de los mismos y permitiendo la
aparicion de enfermedades resistentes que para su control requieren de otros insumos
pesticidas (Lucas et al., 2015).

1.5. Microorganismos benéficos como alternativa de manejo

Considerando los efectos adversos generados por el uso indiscriminado de
antifangicos quimicos, resulta fundamental encontrar nuevos esquemas productivos social,
ambiental y econdmicamente mas sustentables. Una alternativa sostenible que ha mostrado
ser efectiva en un amplio nimero de especies vegetales es el agregado de microorganismos
del suelo (Raymaekers et al., 2020), o los compuestos producidos por ellos (Chalfoun et al.,
2018), para estimular el crecimiento y desarrollo vegetal y mejorar la salud de las plantas
(Schlatter et al., 2017; Passari et al., 2019; Suarez-Moreno et al., 2019). Esta promocidn esta
mediada por microorganismos promotores del crecimiento vegetal denominados PGPM (del

inglés: Plant Growth Promoting Microorganisms). Ademas, debido a la problematica que
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conlleva adoptar alimentos producidos por plantas genéticamente modificadas, la utilizacion
de PGPM es una herramienta util para disminuir la dependencia global de los productos
agroquimicos (Ahemad y Kibret, 2014). Los microorganismos méas estudiados y utilizados
en la formulacién de inoculantes comerciales pertenecen a los géneros Bradyrhizobium,
Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma y Streptomyces (Pieterse et al., 2014;
Agostini et al., 2018; Liu et al., 2019; Mufti, 2019; Einloft et al., 2021).

Algunos de los efectos benéficos registrados generados por los mismos son: aumento
de la velocidad de germinacion de semillas, estimulacién de formacién de raices, aumento
de biomasa, fortalecimiento de los mecanismos naturales de defensa a enfermedades e
insectos patdgenos, aumento de la tolerancia al estrés hidrico y a la salinidad, entre otros
(Vermaet al., 2016). En general, los PGPM promueven el crecimiento de las plantas a traves
de mecanismos directos e indirectos. La promocion directa ocurre cuando los
microorganismos aumentan la disponibilidad de nutrientes en el suelo (nitrégeno, hierro,
fosforo y otros microelementos) requeridos para el metabolismo vegetal, o cuando sintetizan
compuestos quimicos (fitohormonas, como acido indol acético (AlA) o metabolitos
secundarios) aprovechables por las plantas. En cambio, la promocidn indirecta se produce
cuando los microorganismos disminuyen o previenen los efectos perjudiciales generados por
distintos organismos patogenos, actuando como agentes de control biolégico (Ahemad y
Kibret, 2014). Es importante destacar que un PGPM puede promover el crecimiento y

desarrollo mediante el uso de uno o0 mas de estos mecanismos (Beneduzi et al., 2012).

Frente a la necesidad de reducir el uso de fungicidas quimicos, en los ultimos afios se
intensificd la basqueda de nuevas tecnologias orientadas al control biologico de
enfermedades (Amerio, 2020). Estas utilizan PGPM que, principalmente a través de métodos
indirectos como la produccion de sider6foros y antimicrobianos y la resistencia sistémica
inducida (ISR, del inglés Induced Systemic Resistence), contribuyen a mejorar el estado
fisioldgico y sanitario de las plantas y a favorecer el rendimiento de los cultivos (Benjumeda
Mufioz, 2017). Sin embargo, es importante corroborar que aquellos microorganismos PGPM
que se utilicen como agentes de biocontrol, no generen efectos negativos sobre las

comunidades microbianas no blanco, como las micorrizas (Correa et al., 2011), las cuales
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brindan multiples beneficios a las plantas, favoreciendo la sanidad y rendimiento de los

cultivos.

1.5.a. Produccion de sidero6foros, antibioticos y antifungicos
La sintesis de sideroforos y de sustancias antimicrobianas son dos de los mecanismos
mas efectivos conocidos que un microorganismo antagonista puede emplear para minimizar

o impedir la proliferacion de fitopatdgenos (Beneduzzi et al., 2012).

Para satisfacer los requerimientos nutricionales de hierro, los microorganismos han
desarrollado vias altamente especificas que emplean compuestos quelantes de hierro de bajo
peso molecular denominados sideréforos. En condiciones aerobicas, este elemento se
presenta en su forma oxidada (Fe*3) formando parte de compuestos insolubles, haciendo que
se encuentre inaccesible tanto para las plantas como para los microorganismos (Rajkumar et
al., 2010). Comunmente las bacterias adquieren hierro mediante la produccion de estos
compuestos, que solubilizan y extraen el hierro insoluble de los complejos minerales u
organicos (Wandersman y Delepelaire, 2004). Ademas, debido a que la mayoria de los
sideroforos son solubles en agua, las plantas pueden asimilar el hierro presente en los

sideroforos bacterianos.

La produccion de sideroforos juega un papel central en la capacidad de los diferentes
PGPM para mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las cepas microbianas capaces
de producir grandes cantidades de sideréforos con alta afinidad por el hierro, desempefian un
rol muy importante en la supresion de enfermedades, pudiendo seleccionarse para el control
biolégico de otros patdgenos que no producen sider6foros o que producen en menor cantidad,
debido a que la obtencidn de hierro en grandes cantidades les brinda una ventaja competitiva
que les permite colonizar las raices y excluir a dichos microorganismos de este nicho

ecoldgico (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Ademas de la produccion de sider6foros, la capacidad de los PGPM de ejercer control
biolégico depende en gran medida de la produccién de antimicrobianos (Haas y Keel, 2003).
Los antibi6ticos y antifingicos abarcan un grupo heterogéneo de compuestos organicos de

bajo peso molecular que interfieren en el crecimiento o en las actividades metabdlicas de
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otros microorganismos. Se han aislado numerosos tipos a partir de cepas fungicas y
bacterianas, y esta diversidad incluye, principalmente, mecanismos de accidn que inhiben la
sintesis de las paredes celulares de los patdgenos, influyen en las estructuras de membrana
de las células e inhiben la formacién de complejos de iniciacion en la subunidad pequefia del

ribosoma (Maksimov et al., 2011).

Para cuantificar el efecto inhibidor de estos metabolitos, histéricamente se han
realizado ensayos in vitro donde se enfrentan diferentes patégenos con el microorganismo
productor de compuestos antimicrobianos, midiéndose facilmente el efecto antagonista a
través de los halos de inhibicion. Si bien la antibiosis ha sido reportada como un mecanismo
de biocontrol efectivo en un amplio nimero de microorganismos (Agrobacterium, Bacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces, Trichoderma), a
menudo se utiliza para explicar los principios del control bioldgico, sobrestimando la
importancia de este modo de accion en comparacion con otros mecanismos que no pueden
detectarse a través de ensayos in vitro, como la resistencia sistémica inducida (Kohl et al,
2019). En este sentido, nuestro grupo comenzé trabajando con dos cepas de Streptomyces del
suelo productoras de antifungicos (S. filipinensis y S. eurocidicus) (Bercovich et al., 2022).
A pesar de que estas cepas no tenian una historia previa de interaccion con plantas de soja,
ejercieron un control biolégico efectivo frente a infecciones con Da y Mp (Bercovich et al.,
2022). En las plantas que fueron tratadas con estas bacterias productoras de antifungicos se
observé una disminucion significativa de los sintomas tipicos de las enfermedades (Fig. 3-A
y B) y del porcentaje de plantas muertas (% PM), en comparacion con aquellas plantas
infectadas sin tratar (Control). Sorprendentemente, cepas mutantes de S. filipinensis (SF.NP)
y S. eurocidicus (SE.NP) no productoras de antifingicos también mostraron efectos de
proteccién similares a los obtenidos por las cepas productoras de antifingicos, sugiriendo
que habria otro/s mecanismo/s de proteccién involucrados, ademas del efecto directo de los

antifangicos secretados, como podria ser la induccion de la resistencia sistémica (ISR).
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1.5.b. Resistencia sistémica inducida

Las plantas estan constantemente expuestas a situaciones de estrés debido a las
condiciones ambientales cambiantes o por su contacto con numerosas plagas y
microorganismos patdgenos que evolucionan rapidamente para evadir las defensas del
hospedante (Balmer et al, 2015). Los mecanismos de defensa fisicos y quimicos constitutivos
(cuticulas cerosas, paredes celulares, lignina, fenoles, terpenos), son mecanismos
inespecificos que contribuyen a la supervivencia vegetal. Sin embargo, las plantas también
pueden defenderse de manera especifica a través de diferentes mecanismos. Los mecanismos
de defensa inducidos son activados por inductores biologicos o quimicos que son reconocidos
por receptores vegetales especificos. Las plantas pueden desarrollar resistencia inducida
como resultado de la infeccion por un patégeno (SAR, del inglés Systemic Adquired
Resistance), en respuesta a la herbivoria de insectos (HIR, del inglés Herbivore induced
resistance) o tras la colonizacion de las raices por microbios beneficiosos especificos (ISR,
del inglés Induced systemic resistance), expresandose no solo localmente en el sitio de
induccion, sino también sistémicamente en las partes de la planta que estan separadas

espacialmente del inductor (Pieterse et al., 2014).
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Los PGPM estimulan el sistema inmune de las plantas, generando una capacidad
defensiva mejorada frente a multiples patdgenos, promoviendo en Gltima instancia, la buena
sanidad vegetal (Conrath et al., 2015). Esta preparacion de la planta para combatir mejor el
futuro ataque de patdgenos, se denomina priming o estado cebado, y comienza con el
reconocimiento de un estimulo inicial. Muchos componentes bacterianos actian como
inductores o estimulos, entre ellos encontramos a lipopolisacéridos, flagelos, sideréforos,
antibidticos, lipopéptidos ciclicos, 2,4-diacetilfloroglucinol, homoserina lactonas y
compuestos volatiles como acetoina y 2,3-butanodiol (Bonilla Buitrago et al., 2021). Durante
esta fase los niveles de varios metabolitos primarios y secundarios, enzimas, hormonas y
otras moléculas se alteran ligeramente, poniendo a la planta en un estado de prealerta que le
permitird reaccionar mas rapidamente y/o mas eficientemente frente a un fututo estrés
(Balmer et al., 2015). Posteriormente, cuando la planta se enfrenta al estrés desafiante,
despliega una respuesta defensiva mas rapida, intensa y contundente, minimizando los dafios
causados por el mismo, afectando en menor grado la salud de la planta y, teniendo, por tanto,
una menor repercusion en el rendimiento del cultivo. El priming puede ser duradero y
mantenerse durante todo el ciclo de vida de la planta e incluso puede transmitirse a
generaciones posteriores, por lo que representa un tipo de memoria inmunologica que le

permite a las plantas recordar situaciones estresantes (Mauch-Mani et al., 2017).

1.6. Antecedentes del grupo de trabajo

Desde hace unos afios nuestro grupo de trabajo se enfoco en la caracterizacion de
cepas del género Streptomyces aisladas de la rizosfera de plantas de soja pertenecientes a la
zona sojera nucleo con el fin de desarrollar nuevos agentes de promocién de crecimiento y

desarrollo vegetal y biocontrol.

Inicialmente se analizaron cepas de coleccidn (Bercovich 2022; Bercovich et al., 2022)
y luego se aislaron 78 actinobacterias provenientes de suelo rizosférico de plantas de soja de
la zona sojera nucleo, las cuales fueron caracterizadas en base a la produccion de
antifangicos, compatibilidad con B. japonicum, capacidad de producir sider6foros y acido
indolacético y de solubilizar fosfato tricalcico, in vitro. Esto permiti6 seleccionar tres (3)

cepas del género Streptomyces, que presentan muy buenas cualidades como posibles PGPR
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(Tabla 1) (Villafafie, 2020). La cepa N3, resultd ser no productora de compuestos con
actividad antifungica detectable in vitro, a diferencia de las cepas N2A y N9 que si mostraron

inhibicion de los hongos Mp y Da en las condiciones ensayadas. Estas cepas fueron las

elegidas para continuar con los estudios que aqui se detallan.

Tabla 1. Caracterizacion de las propiedades de PGPM in vitro

conn S°";g;';a2g°'°" Produccion Produccion Inhibicien | ..o o | Inhibicién B.
P YT 1AA sideroforos Mp japonicum
tricalcico
N2A ++ + ++ ++++ +++++ -
N9 ++ + ++ ++++ +++++ -
N3 + + ++ - - -

(++) >2,5 mg/ml
(+) 2-2.5 mg/ml
(-) <2 mg/ml

(+) banda TLC

(++) >50%
(+) <50%
(-) =0%

(++++) 20-25 mm halo; (+++) 15-20 mm halo;
(++) 10-15 mm halo; (+) 5-10 mm halo
(-) Sin inhibicién observable

Por lo tanto, en este contexto, planteamos las siguientes hipotesis (H) de trabajo: H1) el
tratamiento de las semillas con las cepas de Streptomyces promueve el crecimiento y
desarrollo desde estadios iniciales del ciclo de vida de las plantas de soja; H2) el tratamiento
de las semillas con las cepas de Streptomyces promueve el crecimiento y desarrollo adn en
plantas infectadas con un patdgeno fangico; H3) el tratamiento de las semillas con las cepas
de Streptomyces induce un mecanismo de defensa que mejora el desempefio de la planta en
la resistencia contra patdgenos fangicos; H4) existe compatibilidad entre las cepas de
Streptomyces de interés y las micorrizas arbusculares (HFMA) que contribuye a la nutricion

de las plantas de soja.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto consistio en analizar el impacto sobre el crecimiento
y desarrollo de plantas de soja y la respuesta de defensa contra distintos patégenos fangicos,
inducidos por tres cepas de Streptomyces. El objetivo a largo plazo es reducir el impacto
ambiental del uso actual de fungicidas quimicos y utilizar el potencial adicional que tienen
estas bacterias como promotoras del crecimiento y desarrollo vegetal que hasta la fecha no

ha sido explotado en la produccion agricola local.

Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de las cepas sobre el establecimiento de las plantas, evaluando
el impacto en etapas tempranas como germinacion y emergencia.

2. Evaluar el efecto producido por las cepas de Streptomyces sobre el crecimiento y
desarrollo vegetal en plantas sanas y en plantas inoculadas con D. aspalathi.

3. Estudiar la capacidad biocontroladora in vivo de las distintas cepas frente a los
hongos fitopatdgenos de soja: Diaporthe aspalathi y Macrophomina phaseolina.

4. Evaluar la micorrizacién de plantas de soja previamente inoculadas con las cepas

de Streptomyces.

24



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material bioldgico: microorganismos y material vegetal

En la Tabla 2 se detallan los microorganismos (hongos y bacterias) utilizados durante
el desarrollo de este trabajo de tesina. Los patdgenos flungicos M. phaseolina y D. aspalathi
se sembraron en placas con medio de cultivo sélido APG (39 mg/L) (agar papa glucosado:
extracto de papa 4 g/L; dextrosa 20 g/L; agar 15 g/L) suplementado con &cido lactico (2
mg/L). Se llevaron a estufa a 27°C durante siete dias y posteriormente se conservaron en
heladera a 4°C hasta su utilizacion. Las cepas de Streptomyces (N2A, N3, N9, SE y SE.NP)
se crecieron en medio liquido (ISP2) (International Streptomyces Project 2: extracto de
levadura 4 g/L; extracto de malta 10 g/L; glucosa 4 g/L; agar 15 g/L) (Osato et al., 1955;
Kieser et al., 2000), con agitacion constante a 180 rpm en bafios termostatizados a 30°C,

partiendo de esporas guardadas a -80°C para la obtencion de micelio (Bercovich et al., 2022).

Tabla 2. Microorganismos utilizados.

MICROORGANISMO FUENTE
Diaporthe aspalathi (CCC 123-09) Bercovich et al., 2022
Macrophomina phaseolina (Mp17) Reznikov et al., 2019

Streptomyces sp.: )
- L Bercovich et al., 2022
S. eurocidicus (SE) y S. eurocidicus mutante (SE.NP)

Streptomyces sp. rizosféricas:
N2A, N3y N9

Villafafe, 2020.

Todos los ensayos en planta se realizaron usando dos genotipos de soja diferentes:
RA702 y DM 6.2i RR, previamente caracterizados como susceptibles a D. aspalathi (Chiesa

et al., 2013) y a M. phaseolina (Reznikov et al., 2019), respectivamente.
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2.2 Tratamiento de semillas con las cepas bacterianas

Para el tratamiento de semillas se utilizaron cultivos liquidos de 48 hs de crecimiento
de cada cepa de Streptomyces en conjunto con el protector bacteriano PROTEGE TS®
(100ml/50kg-semilla de protector), en proporcion 1:1, alcanzando un volumen final de 1,5
pl/semilla, de acuerdo a protocolo publicado en Bercovich et al. (2022). En los tratamientos
control, las semillas se trataron con agua destilada y protector (1:1), mientras que en los
tratamientos con antifingico (mezcla de metalaxil, tiram y carbendazim) las semillas se

trataron con agua destilada, protector bacteriano y antifingico (AF) (6l AF/30 semillas).

Para el andlisis de efecto sobre la germinacion y el ensayo en invernadero (promocion
de crecimiento, biocontrol frente Da y micorrizacion), las semillas se colocaron en diferentes
bolsas de nylon junto con el in6culo correspondiente para cada tratamiento. Se mezclaron
por aproximadamente 1 min y se dejaron secar al menos 30 min antes de su uso. En cambio,
para el analisis de biocontrol frente Mp, el indculo correspondiente a cada tratamiento se
colocé de manera individual directamente sobre la superficie de la radicula germinada

utilizando micropipeta (Bercovich et al., 2022).

2.3 Analisis de efecto sobre la germinacion
Con el objetivo de estudiar el impacto de los tratamientos bacterianos sobre las etapas
tempranas del crecimiento y desarrollo de plantas de soja, se estudié el efecto sobre la

germinacion de las semillas.

El andlisis de germinacion de semillas se realizd siguiendo las condiciones
estandarizadas establecidas por el ISTA (ISTA, 2021). Se analizaron cinco tratamientos: (1)
Control Absoluto (sin tratar), (2) AF, (3) Streptomyces N2A, (4) Streptomyces N3, y (5)
Streptomyces N9, dispuestos en un disefio completamente al azar. Para cada tratamiento, se
tomaron 150 semillas al azar y se las distribuyeron en tres repeticiones, representadas por
tres bandejas plasticas. En cada bandeja (repeticidn) se utilizd arena estéril humedecida con
0,350 ml de agua destilada. Sobre este sustrato, se dispusieron 50 semillas en cinco filas de
diez semillas cada una, y se cubrieron con 1-2 cm de sustrato himedo sin compactar (Fig. 4-

A). Luego, las bandejas fueron cubiertas con bolsas de nylon y llevadas a camara de
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crecimiento por cinco dias bajo condiciones controladas de luz (fotoperiodo 16:8h
luz:oscuridad) y temperatura (27-30°C) (Fig. 4-B).

Para la evaluacién de semillas germinadas, se utilizaron las tres categorias
establecidas por el ISTA: plantulas normales (intactas, con defectos leves, con infeccion
secundaria), plantulas anormales (dafiadas, deformadas o desbalanceadas, podridas) y
semillas no germinadas (duras, frescas y muertas) (Fig. 4-C). El porcentaje de germinacion
(% G) de cada tratamiento se determind contabilizando la cantidad de ‘plantulas normales’

con respecto a la cantidad total de semillas sembradas inicialmente.

Posterior a la determinacion del % G, se colocaron las plantulas normales de cada
repeticion en bolsas de papel madera (1 bolsa/repeticidn; 3 bolsas/tratamiento) y se llevaron
48 hs a estufa a 70°C, para determinar el peso seco (PS) promedio por plantula (mg). Se

realizaron tres pesadas consecutivas hasta obtener un valor constante.

Figura 4. (A) Disposicion de las semillas por repeticion. (B) Repeticiones de cada tratamiento
cubiertas con bolsas de nylon, distribuidas dentro de la cAmara de crecimiento. (C) A la izquierda
plantula normal intacta, en el centro plantula anormal deformada y a la derecha semilla no
germinada, segun reglas ISTA (ISTA, 2021)

2.4 Analisis de promocion de crecimiento y desarrollo vegetal, biocontrol frente a D.
aspalathi e intensidad de micorrizacion
Para realizar este ensayo se usaron semillas del genotipo RA702, caracterizado
previamente como altamente susceptible a Da (Chiesa et al., 2013). Se plantearon siete
tratamientos: (1) Control absoluto, (2) Control de infeccion, (3) AF comercial, (4)

Streptomyces N2A, (5) Streptomyces N9, (6) Streptomyces SE y (7) Streptomyces SE.NP,
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dispuestos en un disefio completamente al azar, con nueve repeticiones cada uno (Fig. 5-A).
En cada repeticion (bandeja plastica), se colocaron seis vasos plasticos de 330 cm® con una
mezcla de tierra y perlita (3:1). Con el objetivo de analizar la nodulacién con in6culo
naturalizado y micorrizacion, se utilizé tierra no estéril. En cada vaso se sembraron dos
semillas previamente tratadas con las cepas de Streptomyces (12 semillas/repeticion; 108
semillas/tratamiento) (Fig. 5-B). Los mismos fueron regados por subirrigacion con agua. A
los siete dias post siembra (dps) se ralearon las plantulas con tijera para evitar dafios en el
sistema radicular, dejando solo una planta por vaso (Fig. 5-C), y a los 21 dps se realizé la
inoculacion con Da. El ensayo se evalud hasta los 50 dias post inoculacién (dpi) con el

patdgeno.

Las nueve bandejas de cada tratamiento se sembraron de manera simultdnea y se
clasificaron en tres categorias diferentes: GRUPO 1 o “G1” (dos repeticiones: 12 plantas
totales), GRUPO 2 o “G2” (dos repeticiones: 12 plantas totales) y GRUPO 3 o “G3” (cinco
repeticiones: 30 plantas totales) (Fig. 6). Las plantas incluidas dentro del G1 no fueron
inoculadas con Da, y se destinaron a la evaluacion de parametros asociados al crecimiento y
desarrollo vegetal en plantas no inoculadas con el patégeno. Las plantas pertenecientes al G2
se utilizaron para la medicion de los mismos parametros asociados al crecimiento y desarrollo
vegetal luego de la inoculacion con el hongo, mientras que las incluidas dentro del G3 se
utilizaron para estudiar el progreso de la enfermedad (capacidad biocontroladora de las
distintas cepas de Streptomyces frente a Da) y medir el porcentaje de micorrizacion al final

del ensayo en plantas vivas.

§ S A . "‘..‘.' "
A AR by (] L_J- el 28 )
Figura 5. (A) Repeticiones de todos los tratamientos ensayados dispuestos aleatoriamente
dentro del invernadero. (B) Siembra de dos semillas previamente tratadas por vaso. (C)
Raleo de plantulas.
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En la Figura 6 se esquematiza el desarrollo del ensayo ejemplificado con las nueve
repeticiones de un Unico tratamiento, y se detalla cronoldégicamente las mediciones realizadas
durante la extension del mismo. Este se realizd dos veces (réplicas biologicas) en épocas
diferentes del afio: marzo/mayo (réplica 1) y septiembre/noviembre (réplica 2), con una

duracion total de 70 dias cada uno (70 dps).

— E:> — {
% EMERGENCIA MEDICION PARAMETROS DE MEDICION PARAMETROS DE
(51, G2 y G3) CRECIMIENTO ¥ DESARROLLO CRECIMIENTO ¥ DESARROLLO
¥ RALED PRE INOCULACION CON Da (G1) || POST INDEULACION CON Da (G2) % MICORRIZACION

4 4 4 4
i B

| SIEMERA SEMILLAS TRATADAS | INOCULACION COM Da EVALUACION SEMANAL DE
; i (G2yG3) SINTOMAS TIPICOS CT5 [G3)

Figura 6. Esquema representativo del desarrollo experimental del ensayo, ejemplificado para un
Unico tratamiento. La escala numérica negra representa los dias post siembra (dps), mientras que
la escala roja, los dias post inoculacion (dpi) con Da. Las semillas tratadas con las cepas de
Streptomyces se dispusieron en nueve repeticiones esquematizadas en color verde (G1), celeste
(G2) y amarillo (G3). A los siete dps se midié el porcentaje de emergencia en todas las
repeticiones y posteriormente se rale6. A los 21 dps se midieron pardmetros asociados al
crecimiento y desarrollo vegetal en las plantas del G1, y posteriormente se inocularon conDa las
del G2y G3. Alos 14 dpi (0 35 dps) se midieron los mismos pardmetros asociados al crecimiento
y desarrollo vegetal en las plantas inoculadas con el patégeno del G2. A partir del dia de la
inoculacion (21 dps) y hasta el final del ensayo (70 dps o 49 dpi), se evalué semanalmente los
sintomas tipicos del Cancro del Tallo de la Soja (CTS) en las plantas del G3. Por Gltimo, a los 49
dpi se midio el porcentaje de micorrizacién en plantas vivas del G3.
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2.4.a. Estudios de promocion de crecimiento y desarrollo vegetal

Para evaluar el efecto generado por las cepas de Streptomyces sobre el fitness de las
plantas de soja se evaluaron parametros destructivos asociados al crecimiento y desarrollo
vegetal. Los mismos se midieron en dos tiempos diferentes: a los 21 dps en plantas no
inoculadas con Da, y a los 14 dpi en plantas inoculadas con el patdgeno flingico. Para la
primera situacion se utilizaron las plantas del G1 (12 plantas/tratamiento), mientras que para

la segunda, las plantas pertenecientes al G2 (12 plantas/tratamiento).
Se analizaron 13 parametros diferentes:

- Porcentaje total de emergencia (G1, G2 y G3)
- Estadio fenoldgico

- Altura (cm)

- Numero de nudos en el tallo principal

- Ndmero de ramificaciones

- Avrea foliar (cm?)

- NuUmero de nodulos en raiz principal

- Numero de nodulos en raices secundarias

- Peso seco (g) de tallos, foliolos, peciolos, raices y nodulos.

Debido a que en la primera réplica biologica algunos parametros analizados (estadio
fenoldgico, altura, N° de ramificaciones y N° de nddulos en raices secundarias) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles (datos no
mostrados), se decidié no evaluarlos en la segunda réplica. Cabe aclarar que los mismos
tampoco se vieron afectados negativamente. Por lo tanto, en la seccién Resultados solo se
desarrollan aquellos parametros medidos en ambas réplicas (N° de nudos TP, area foliar, N°

de nodulos en RP y PS de partes aéreas y radiculares).

2.4.a.1. Porcentaje total de emergencia
El porcentaje de emergencia (% E) es el Unico parametro analizado para el cual se
consideraron las nueve repeticiones de cada tratamiento (G1, G2 y G3; 108 semillas), y no

implicd mediciones destructivas.
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El % E de cada tratamiento se midio a los siete dps, previo al raleo de plantulas. Este
parametro se calculd cuantificando la cantidad de plantulas que pudieron emerger a la
superficie con respecto al total de semillas sembradas inicialmente. Se consideré como
plantula emergida a aquella cuyos cotiledones se encontraban por encima del nivel del

sustrato (Fig. 7).

Figura 7. Plantula emergida con los cotiledones
por encima del nivel del sustrato. A la derecha
se observa una semilla germinada, pero con sus
cotiledones sumergidos, no considerandose
como emergida.

2.4.a.1l. Determinacion del Estadio Fenoldgico
Para la determinacion de los diferentes estadios fenoldgicos de las plantas de soja se
utilizo la escala propuesta por Fehr y Caviness en 1971 (Fehr et al., 1971), basada en
determinaciones macroscopicas facilmente observables. La etapa vegetativa se indica con la

letra V y comprende varios estadios: Ve (Fig. 8-A), Vc (Fig.8-B) y Vn.

Cada estadio Vn se determina contando el nimero de nudos sobre el tallo principal
(TP) que tienen o han tenido hojas completamente desplegadas, comenzando por el nudo que
porta el primer par de hojas unifoliadas. Se considera que una hoja esta completamente
desplegada cuando los bordes de los foliolos de la hoja situada en el nhudo inmediatamente
superior, no se tocan. De esta manera, se identifica el estadio Vn, donde la hoja trifoliada del

nudo n esta desenrollada (Fig. 8-C).
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4° nudo (3° hoja trifoliada
con los bordes cerrados)
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Figura 8. (A) Plantula emergida con los cotiledones por encima de la superficie, con el primer
par de hojas unifoliadas sin abrir. (B) Planta en estado cotiledonar con el primer par de hojas
unifoliadas desenrolladas y la primera hoja trifoliada con los foliolos cerrados. (C) Planta en
estadio V2. La primera hoja trifoliada se encuentra totalmente expandida y los bordes de los
foliolos de la segunda hoja trifoliada ubicada en el nudo inmediato superior, no se tocan.

2.4.a.lll. Altura de la planta

Cada planta se dispuso sobre una superficie lisa, y con cinta métrica se midio la

longitud (cm) entre el nudo cotiledonar y el apice de la misma.

2.4.a.1V. Area foliar

Se utiliz6 un medidor de area foliar LI-COR LI-3.100C perteneciente al LEFIVE

(Laboratorio de EcoFisiologia Vegetal). A cada hoja se le extrajo el peciolo, y a cada foliolo

se le retird el peciolulo. Las laminas de cada planta se depositaron sobre cintas

transportadoras transparentes, evitando el solapamiento entre ellas para no subestimar la

medicion.

2.4.a.V. Biomasa de estructuras vegetales

Se separaron los tallos, ramificaciones, peciolos/peciolulos, foliolos, raices y ndédulos

totales de cada una de las 12 plantas por tratamiento (Fig. 9). Las estructuras de cada planta

se colocaron en seis bolsas individuales de papel madera y se llevaron 48 hs a estufa a 70°C.
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Luego, se realizaron pesadas consecutivas con balanza analitica hasta obtener un valor

constante de peso seco (PS) de cada estructura.

Peciolos/peciolulos | R

Foliolos

g N, |
RN [ VA ~

Figura 9. Separacion de las distintas estructuras vegetativas por planta.

2.4.b. Estudios de control bioldgico frente D. asphalathi

Para evaluar la capacidad biocontroladora de las cepas de Streptomyces frente al
hongo fitopatdgeno Da, se utilizaron las cinco repeticiones incluidas dentro del G3 de cada
tratamiento (6 plantas/repeticion; 30 plantas totales/tratamiento). La inoculacién artificial del
patdgeno y la evaluacion del progreso de la enfermedad, se realizaron siguiendo los

protocolos descritos en Chiesa et al. (2009).

2.4.b.1. Inoculacion artificial del patdégeno

Como se describio anteriormente, tanto las plantas del G2 como las del G3 de cada
tratamiento, fueron inoculadas artificialmente con Da a los 21 dps (Fig. 10-A), con un
aislamiento local de Da (CCC 123-09, Tabla II), a excepcion de las incluidas dentro del
tratamiento control absoluto. Se realizé una herida longitudinal cortando la capa epidérmica
externa del tallo con un bisturi estéril por debajo del nudo cotiledonar. El corte se realiz6
paralelo al eje del hipocétilo desde arriba hacia abajo, manteniendo la parte inferior de la
porcion cortada unida al tallo (Fig. 10-B). En la herida se insertd una porcién (1.5 x 1.5 mm

aproximadamente) de APG (15 g/L agar, extracto de papa 4 g/L y glucosa 20 g/L) colonizado
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con micelio fungico de Da, e inmediatamente se cubrié con vaselina sdlida para evitar la
deshidratacion (Fig. 10-C). Todas las plantas inoculadas se mantuvieron en invernadero hasta
los 49 dpi (70 dps).

Figura 10. (A) G2 y G3 de los diferentes tratamientos a los 21 dpi (estadio VV2). (B)
Incisién longitudinal por debajo del nudo cotiledonar. (C) Inoculacién con Da y
cobertura de la herida con vaselina.

2.4.b.11. Evaluacion del Progreso de la Enfermedad
Para estudiar la capacidad biocontroladora de las cepas de Streptomyces frente al
hongo se utilizaron las cinco repeticiones del G3. Para medir este efecto, se evalud el
progreso de la enfermedad siguiendo el avance de los sintomas tipicos del CTS de manera

semanal, desde el momento de la inoculacion con el hongo hasta el final del ensayo (0 a 49
dpi).

Se utiliz6 una escala con cuatro categorias que permitieron medir la severidad de la
enfermedad (Pioli et al., 2003). Se asignd un valor de 0 a aquellas plantas que no presentaban
sintomas (Fig. 11-A), 0,3 a las plantas que presentaban sélo sintomas de clorosis foliar
internerval (Fig. 11-B) o aparicidn de una coloracion pardo-rojiza por encima de la zona de
inoculacion (cancro) (Fig. 11-C), 0,6 a las plantas con sintomas de necrosis foliar y cancro

en el tallo (Fig. 11-D) y un valor de 1 a las plantas muertas (PM) (Fig. 11-E).
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Figura 11. (A) Planta infectada con Da sin sintomas de la enfermedad, a la cual le
corresponde un valor de 0 en la escala de severidad. (B) Sintomas foliares; valor de 0,3. (C)
Avance del cancro en el tallo; valor de 0,3. (D) Planta con sintomas avanzados; valor de 0,6.
(E) Planta muerta; valor de 1 en la escala de severidad.

2.4.c. Analisis de colonizacion micorrizica

Para evaluar la compatibilidad in vivo entre las cepas de Streptomyces y los hongos
formadores de micorrizas presentes naturalmente en el suelo se utilizaron plantas
pertenecientes al G3, que al final del ensayo (70 dps o 49 dpi) se encontraban vivas, sin
sintomas o con sintomas leves (valores 0 0 0,3 en la escala de severidad de la enfermedad).
Se analiz6 el porcentaje de micorrizacion de los tratamientos: (1) Control de infeccion, (2)

Streptomyces N2A, (3) Streptomyces N9 y (4) Streptomyces SE.

Para cada tratamiento, se cortaron los sistemas radiculares completos de tres plantas
y se enjuagaron con agua de la canilla para retirar el exceso de sustrato. Posteriormente, se
colocaron de manera individual en tres bolsas de papel madera rotuladas, y se llevaron a

estufa a 70°C durante 48 hs para su deshidratacion y posterior conservacion.

2.4.c.1) Tincién y preparacion de preparados
Las raices deshidratadas se colocaron de manera individual en tubos Falcon de 50 ml,

y se las dej6 completamente sumergidas en agua destilada durante 48 hs para su
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rehidratacion. Transcurrido el tiempo, se descart6 el agua y se agregd a cada tubo 50 ml de
KOH al 10 % (v/v) para permitir la decoloracion de las raices. Las mismas se incubaron
durante 20 min en bafio termostatizado a 80°C. Posteriormente se lavaron con abundante
agua de la canilla, desechando previamente la solucién bésica. Luego se afiadié 50 ml de HCI
al 1 %, y se dejo actuar por 20 min a temperatura ambiente. Las raices acidificadas sin lavar
se colocaron nuevamente en tubos, y se afiadid solucion de glicerina &cida con colorante azul
de metilo al 0,05 % hasta lograr una cobertura completa de las mismas. Los tubos se
incubaron durante 20 min en bafio termostatizado a 90°C. Luego, se descarté la solucion con
colorante, y sin enjuagar las raices, se le agregd a cada uno 30 ml de glicerina acida (Fig. 16-

A), y se los incub6 durante una hora a 90°C.

Finalizada la tincion, se procedi6 a montar un Unico preparado por tratamiento,
formado por 20 porciones radiculares previamente tefiidas de aproximadamente 1 ¢cm de

longitud, provenientes de los tres individuos (Fig. 16-B).

Figura 16. (A) Raices de los distintos tratamientos conservadas en glicerina acida.
(B) Porciones de raices montadas en portacbjeto para su posterior observacion en
microscopio. Cada preparado corresponde a un tratamiento.

2.4.c.11) Evaluacion del porcentaje de micorrizacion
Para determinar la intensidad de la infeccion micorrizica se utiliz6 una escala de
evaluacion cuantitativa conformada por seis categorias definidas en funcion del porcentaje
de infeccion radicular (Trouvelot et al., 1986). Se asign6 un valor de 0 a aquellas raices cuya

superficie no se encontraba colonizada por micorrizas; un valor de 1 a las que presentaban
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entre 0 a 1 % de la superficie radicular infectada; un valor de 2 a las que presentaban entre
un 1 a 10 %; un valor de 3 a las raices con un 10 a 50 % de su superficie colonizada; un valor
de 4 a las que presentaban un valor comprendido entre 50 a 90 % y un valor de 5 a las raices

cuya superficie se encontraba 100 % colonizada por micorrizas.

A cada una de las porciones radiculares montadas se las observo con microscopio
utilizando aumento 10x o 20x, y se le asign6 una categoria. Luego, utilizando los 20 valores
establecidos dentro del mismo preparado, se calculd la intensidad de micorrizacion (% I) para

cada tratamiento, a partir de la siguiente formula:

(N°5%95) + (N°4%70) + (N°3%30)+ (N°2*5) + (N°1)
N total preparado

Donde “N” representa la cantidad de porciones radiculares dentro del preparado incluidas

dentro de cada categoria.

2.5 Analisis de biocontrol frente a M. phaseolina

Para evaluar la capacidad biocontroladora de las cepas de Streptomyces frente al
hongo Mp, se realizd un ensayo de inoculacion radicular in vitro siguiendo el protocolo
descripto en Reznikov et al. (2019), utilizando semillas del genotipo DM 6.2i RR,

previamente caracterizado como susceptible a dicho fitopatdgeno (Reznikov et al., 2019).

2.5.a. Desinfeccion superficial de semillas

Las semillas se colocaron en un recipiente de vidrio y se desinfectaron
superficialmente con una solucion de NaOCI al 5% (v/v) durante 1 min con agitacién
constante. Posteriormente se lavaron con tres cambios de agua destilada y se secaron a

temperatura ambiente con papel absorbente.
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2.5.b. Germinacion de semillas

Las semillas del genotipo DM6.2i RR desinfectadas se colocaron en placas de Petri
de 14 cm de didmetro con dos capas de papel absorbente humedecido y se distribuyeron sobre
la superficie evitando el contacto entre las mismas. Las placas se llevaron a estufa a 28 °C
durante 48 hs en la oscuridad, para inducir la germinacion. Posteriormente, se seleccionaron
aquellas semillas germinadas sanas que presentaban mayor longitud radicular y se les
extrajeron cuidadosamente los tegumentos, evitando dafios sobre la superficie de las mismas
(Fig. 12-A).

2.5.c. Colonizacién de palillos con Mp

En placas con medio de cultivo APG se distribuyeron entre 20 a 25 palillos de madera
estériles de aproximadamente 2 cm de longitud. En el espacio comprendido entre palillos se
insert6 una porcion (1,5 x 1,5 mm aproximadamente) de APG colonizada con micelio fangico
del aislamiento Mp 17 (micelio previamente crecido y conservado a 4°C en heladera) (Fig.
12-B), y se llevaron a estufa a 27°C durante cinco dias (Fig. 12-C).

Figura 12. (A) Semillas germinadas sanas con la radicula expandida y sin tegumento. (B)
Distribucidn de palillos estériles y porciones de micelio de M. phaseolina sobre placa de APG.
(C) Palillos completamente colonizados por M. phaseolina.
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2.5.d. Disefio experimental

Se plantearon 6 tratamientos diferentes: (1) Control absoluto, (2) Control de
infeccion, (3) AF comercial, (4) Streptomyces N2A, (5) Streptomyces N3y (6) Streptomyces
N9, dispuestos en un disefio completamente al azar, con 4 repeticiones cada uno (Fig. 13-A).
Las mismas estaban constituidas por frascos de vidrio esteriles de 15 cm de alto y 10 cm de
didmetro. En cada frasco se pusieron ocho capas de papel absorbente estéril y 18 ml de agua
destilada estéril. A continuacion, se colocaron tres semillas germinadas con las radiculas en
contacto con el papel humedecido, y se inocularon con las cepas de Streptomyces agregando
los cultivos bacterianos directamente sobre las radiculas con micropipeta. Posteriormente se
colocd un palillo de aproximadamente 2 cm colonizado con Mp (Fig. 13-B) y se tapd con
film para evitar la deshidratacion. Los cuatro frascos de cada tratamiento se colocaron
aleatoriamente sobre un estante en camara de crecimiento en condiciones controladas de luz
(fotoperiodo 16:8h luz:oscuridad) y temperatura (30 °C) (Fig. 13-C).

El disefio del ensayo se esquematiza en la Figura 14, ejemplificado con las cuatro
repeticiones (frascos) correspondientes a un unico tratamiento. En total se realizaron tres

réplicas bioldgicas, con una duracion total de 21 dias cada uno.

Figura 13. (A) Cuatro repeticiones de un tratamiento.
(B) Semillas de soja germinadas, inoculadas con
Streptomyces y con un palillo de madera colonizado con
Mp, de manera simultanea. . (C) Repeticiones de todos
los tratamientos dispuestas completamente al azar en
camara de crecimiento.
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Figura 14. Esquema representativo del desarrollo experimental del ensayo, ejemplificado para
un Gnico tratamiento. La escala numérica negra representa tanto los dias post siembra (dps)
como los dias post inoculacién (dpi) con Mp, ya que ambas inoculaciones se realizaron en
simultaneo. Cinco dias previos al comienzo del ensayo se iniciaron cultivos de Mp en placa para
contar con inéculo infectivo, y dos dias previos, se pusieron a germinar semillas de soja
desinfectadas. Luego se seleccionaron 12 semillas germinadas sanas, se las distribuyeron de a
tres en las cuatro repeticiones, y se las inocularon con la cepa de Streptomyces. Posteriormente
se adicion6 a cada frasco un palillo de madera colonizado con Mp, se cubri6 con film y se
distribuyeron aleatoriamente en cdmara de crecimiento. Se realizaron evaluaciones del progreso
de la enfermedad a los 7, 12, 14, 19y 21 dpi.

A diferencia del ensayo anterior en el cual hubo una separacion espacio-temporal
entre el tratamiento de las semillas con las cepas de Streptomyces y la infeccion con Da, en
éste ensayo, el tratamiento de las semillas germinadas con las suspensiones bacterianas y la
inoculacion artificial con Mp se realizaron de manera simultanea. Dado que los dafos
ocasionados en los primeros estadios del cultivo generan importantes pérdidas
(implantacion), se planted evaluar la capacidad de las cepas de Streptomyces para controlar
la infeccion desde estadios tempranos. Ademas, también se decidié incluir la cepa N3 no
productora de compuestos con actividad antifungica detectable in vitro para evaluar si induce
una respuesta de defensa como se observd previamente con la cepa mutante SE.NP no
productora de AF (Bercovich et al., 2022).
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2.5.e. Evaluacion del progreso de la enfermedad

La evolucién de los sintomas tipicos de la enfermedad se evalu6 siguiendo la escala
de desarrollo de necrosis en el sistema radicular propuesta por Reznikov et al., (2019),
formada por seis categorias cualitativas que permiten medir la severidad de la misma. Se
asignd un valor de 1 a aquellas plantas cuyo sistema radicular se encontraba sano (0 %
necrosis) y sin sintomas foliares (Fig. 15-A); un valor de 2 a aquellas con menos del 25 % de
su sistema radicular necrosado; 3 a aquellas con menos del 50 % de su sistema radicular
necrosado (Fig. 15-B); 4 a las que presentaban menos de un 75 % de su sistema radicular
necrosado; 5 a aquellas con 75-100% de su sistema radicular necrosado y un valor de 6 las

plantas con crecimiento detenido o muertas (Fig. 15-C).

Figura 15. (A) Plantas con 0% de necrosis radicular. (B) Planta superior con un 25-50% de
su sistema radicular necrosado. (C) Plantas muertas por Mp.

2.6.  Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en cada ensayo, se sometieron a un analisis de la varianza
(ANOVA paramétrico), y las medias obtenidas para cada tratamiento se compararon
mediante el método de la diferencia menos significativa (LSD), con un nivel de significacion
de 0,05 (p < 0.05). Los analisis estadisticos se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo
et al., 2020) y los datos experimentales se graficaron con el programa Graphpad Prism
(Versién 6.01).

41



3. RESULTADOS

3.1. Efecto sobre el poder germinativo.

El anélisis de los pardmetros evaluados se desarrolla en la Figura 17. En la Figura 17-
A se observa que los tratamientos con cada una de las tres cepas de Streptomyces presentaron
un % G significativamente mayor respecto al del tratamiento convencional con AF vy el
control absoluto. Los tratamientos con las cepas N2A y N9 presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a ambos, aumentando un 19 y 13,7 %
respectivamente el % G en comparacién con el AF, y un 21,1y 15,8 % con respecto al control
absoluto. Estos aumentos son representados en las Figuras 17-C, D y E, donde se visualizan
repeticiones representativas de dichos tratamientos. Por su parte, el tratamiento con la cepa
N3 no mostré diferencias significativas con respecto a los tratamientos controles, pero

tampoco evidencid efectos negativos sobre el % G (Fig. 17- A).

En cuanto a la biomasa promedio por plantula (mg) (Fig. 17- B), los resultados son
semejantes para las plantulas provenientes de los tratamientos con las cepas N2A y N9,
mostrando un incremento numerico con respecto a ambos controles. Si bien para este
parametro no se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
tratamiento con AF, si presentaron diferencias significativas frente al control absoluto,
generando un aumento promedio relativo de biomasa de 17,49 y 17,43 mg, respectivamente.
En la Figura 17-F se observa que las plantulas provenientes de semillas previamente tratadas
con la cepa N2A son mas altas y mas robustas que las plantulas control, mientras que las
derivadas de las semillas pretratadas con la cepa N9 son claramente mas altas (Fig. 17-G).

Por su parte, la cepa N3 present6 una biomasa promedio similar a ambos controles.

Dado a que el tratamiento con la cepa N3 no presentd diferencias significativas con
respecto a los controles en ambos parametros, se decidié continuar los ensayos de promocion

del crecimiento y desarrollo vegetal con las cepas N2A y N9.
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Figura 17. (A) Porcentaje de germinacién a cinco dias post siembra. Los valores representan
el promedio de tres réplicas bioldgicas, y se expresan como media = SEM. Las letras diferentes
indican diferencias significativas segun test de Fisher (p < 0,05). (B) Biomasa promedio por
plantula (mg) a cinco dias post siembra. (C, D, E) Repeticiones representativas del porcentaje
de germinacidn de los tratamientos AF, Streptomyces N2A y Streptomyces N9 respectivamente.
(F, G) Comparacion de los tratamientos N2A y N9 con el tratamiento control, visualizandose
diferencias en altura y grosor de hipocétile de las plantulas.
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3.2. Analisis del efecto sobre la promocion del crecimiento y desarrollo vegetal, control

bioldgico frente a D. aspalathi e intensidad de micorrizacion

3.2.a. Efecto sobre parametros asociados al crecimiento y desarrollo vegetal

3.2.a.1. Efecto sobre el porcentaje de emergencia

En la Figura 18 se muestran los porcentajes de emergencia (% E) a 7 dps. Al analizar
los resultados, se observa que el tratamiento con AF quimico present6 el % E méas bajo de
los seis tratamientos ensayados (60,65 %). Por su parte, los tratamientos con las cepas de
Streptomyces presentaron valores promedios mayores que el control absoluto, aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, estas diferencias si fueron
significativas respecto del tratamiento convencional con AF, logrando aumentos de mas del
12 %, alcanzando porcentajes muy similares a los valores previamente publicados para los

tratamientos con cepas de referencia (Bercovich et al., 2022).
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siete dps. Los valores representan el
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indican diferencias significativas segun
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3.2.a.1l. Efecto sobre parametros asociados al crecimiento y desarrollo vegetal
en plantas no inoculadas con D. aspalathi
En la Figura 19 se muestran los resultados y el andlisis estadistico de los pardmetros
de crecimiento medidos en plantas no inoculadas con Da (resumidos en la Tabla 3). Se
observa que en estadios tempranos del crecimiento y desarrollo de la planta (21 dias), todos

los tratamientos bacterianos lograron valores similares o superiores a los alcanzados por el
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control absoluto. En esta instancia, la cepa SE.NP de referencia se destaca como el
tratamiento que mayor efecto generd en la promocion vegetal, visualizdndose diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control absoluto en tres de los cinco
parametros analizados (PS porcidn aérea, PS porcion radicular y biomasa total). Por su parte,
las dos cepas de Streptomyces rizosféricas (N2A y N9) no mostraron en este tiempo una
promocion del crecimiento estadisticamente significativa respecto del control en ninguno de
los parametros analizados. Sin embargo, si se observa un efecto positivo en el N° de nudos

en el TP y area foliar, cuando se las compara con el tratamiento convencional con AF.

La Figura 19-A muestra el promedio del N° de nudos totales en el TP por planta. En
todos los tratamientos, a excepcion del tratamiento con SE.NP, se visualizaron diferencias
significativas con respecto al tratamiento con AF. Los tratamientos con las cepas N2A y N9
lograron valores de 4,92 y 4,91, respectivamente, asemejandose al control absoluto el cual
obtuvo 4,95. Por otro lado, e intimamente relacionado con este parametro, se encuentra el
estadio fenoldgico. De esta manera, las plantas del tratamiento con AF, que poseen en
promedio cuatro nudos totales, alcanzaron un estadio V2 mientras que, las plantas del control
absoluto y las de los tratamientos con las cepas rizosféricas, un estadio V3, ya que tenian en

promedio cinco nudos totales en el TP.

Efectos similares a los observados sobre el N° de nudos en el TP también se vieron
reflejados al analizar el area foliar por planta (Fig. 19-B). El tratamiento con AF fue el que
obtuvo la menor superficie con capacidad fotosintética, logrando 85,42 cm? por planta. En
este caso, de los dos tratamientos con cepas rizosféricas, sélo las plantas tratadas con N2A
lograron diferencias estadisticamente significativas con respecto al AF, alcanzando un valor
de 102,58 cm?, aumentando un 20,09 % la superficie fotosintética. Sin embargo, si bien el
tratamiento con N9 no alcanzé diferencias significativas con respecto al tratamiento
convencional con AF, logré6 aumentar un 16,65 % el valor promedio a 99,64 cm?

asemejandose al control absoluto.

Por otro lado, con el objetivo de evaluar si existe una particién diferencial de
fotoasimilados en la planta, se midio6 el PS individual de cada estructura de la porcidn aérea
(tallos, foliolos y peciolos) y de la porcion radicular (raices y nddulos). El anlisis del PS de

cada estructura por separado, no mostrd diferencias significativas entre los distintos
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tratamientos, sugiriendo que no hay una particién diferencial de los fotoasimilados. Es por
esto que se decidié, sumar el PS de los tallos, foliolos y peciolos para obtener el PS de la

porcién aérea, y el PS de las raices y nddulos para obtener el PS de la porcion radicular.
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La Figura 19-C,D muestran el PS promedio de la porcién aérea y radicular por planta,
respectivamente. En ambas graficas se observa que las plantas pretratadas con las cepas
rizosféricas alcanzaron un valor superior al de las plantas provenientes de semillas tratadas

con AF, siendo mas notorio este aumento en el tratamiento con la cepa N2A. Sin embargo,
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estos incrementos no representan diferencias significativas desde el punto de vista
estadistico. En cuanto a las cepas de referencia, ambas lograron diferencias significativas en
el PS de la porcion aérea en comparacion con el AF, mientras que, sélo la cepa SE.NP mostro
diferencias en el PS de la porcion radicular. El efecto de los tratamientos sobre la biomasa
promedio por planta (Fig. 19-E), sigue el mismo patrén que el PS aéreo y radicular, debido
a que este parametro surge de sumar ambos pesos. Las plantas tratadas con AF son las que
obtuvieron menores valores de biomasa, alcanzando 0,3284 g. Los tratamientos con N2A 'y
N9 superan dicho valor (0,3844 y 0,3588 g), pero no logran diferencias significativas con

respecto al mismo.

Tabla 3. Parametros de crecimiento y desarrollo obtenidos en plantas a los 21 dias post siembra

N° nudos Area PS PS Biomasa

TP foliar (cm?) aéreo (g) radicular (g) total (g)

Ctrl 4,95° 95,06 2P 0,27 3P 0,112 0,38 2P
AF 4,422 85,422 0,242 0,092 0,332
N2A 4,92° 102,58° 0,27 3P 0,102 0,38 2P
N9 4,91° 99,642P 0,252 0,092 0,36 2P
SE 4,83° 103,75° 0,30 P°¢ 0,11 2P 0,41°¢
SE.NP 4,78 ° 98,10 2P 0,32°¢ 0,13° 0,45°¢

Las letras en cada columna indican diferencias significativas segin la prueba LSD de Fisher (p < 0,05).

3.2.a.lll. Efecto sobre parametros asociados al crecimiento y desarrollo
vegetal en plantas inoculadas con Da
En este caso, ademas de evaluar el N° nudos en el TP, area foliar, PS de partes aéreas
(tallo, foliolos, peciolos), PS del sistema radicular (raiz y nédulos) y biomasa total, se evalud

un parametro adicional: N° de nddulos en la raiz principal (RP).
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En la Figura 20 se muestran los resultados y el analisis estadistico de los mismos
parametros asociados al crecimiento y desarrollo vegetal medidos luego de la inoculacion
con Da (resumidos en la Tabla 4). En esta instancia se observa que ambas cepas de
Streptomyces rizosféricas generaron un efecto positivo y superior al alcanzado por las cepas
del suelo, logrando diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en dos
de los seis parametros medidos. Ademas, es importante destacar que todos los tratamientos
bacterianos lograron diferenciarse de manera significativa con respecto al tratamiento
convencional con AF, siendo este Ultimo el tratamiento que obtuvo los valores méas bajos en

todos los parametros.

El N° de nudos en el TP fue uno de los parametros analizados donde se visualiz6 una
promocion del crecimiento y desarrollo generado por el tratamiento con las cepas
rizosféricas, con respecto al control. En la Figura 20-A se observa que el tratamiento control
logré en promedio 6,33 nudos por planta, mientras que aquellas plantas derivadas de semillas
pretratadas con las cepas rizosféricas alcanzaron en promedio 7 y 7,08 nudos por planta.
Estos aumentos significativos generados por el tratamiento con las cepas N2A y N9
representan incrementos del 10,58 y 11,85 %, respectivamente. Estos aumentos son aun mas
notorios cuando se los compara con el tratamiento convencional con AF, el cual obtuvo en

promedio 6,14 nudos por planta.

El otro parametro donde se visualizaron diferencias significativas con respecto al
control fue la superficie foliar por planta (Fig. 20-B). La misma alcanzo valores promedio de
225,05y 212,31 cm? en los tratamientos con N2A y N9, aumentando un 20,26 y 13,45 % los
valores de area foliar respecto del tratamiento control. Ademas, lograron aumentar en
promedio un 43,08 y 34,98 % la superficie fotosintética en comparacion con el tratamiento
con AF. Al analizar ambos parametros en conjunto, se observa que aquellas plantas
pretratadas con las bacterias rizosféricas presentan en promedio un nudo mas enel TP, lo que
implica una hoja trifoliada adicional por planta, aumentando significativamente la superficie

fotosintéticamente activa total.

En relacion al PS de la porcion aérea (Fig. 20-D), PS de la porcién radicular (Fig. 20-
E) y la biomasa total (Fig. 20-F), no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

con respecto al control en ninguno de los tratamientos bacterianos, pero todos lograron
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diferenciarse del tratamiento con AF. EI PS de la porcion aérea present6 aumentos del 45,88
% para N2A 'y del 42,53 % para N9, mientras que, para el PS de la porcion radicular, los
valores promedios aumentaron 35,09 y 19,62 % respectivamente. En concordancia con estos
dos ultimos parametros, se encuentran los incrementos en la biomasa total. El tratamiento
con AF fue el Gnico tratamiento que obtuvo valores promedio de biomasa por debajo de un
gramo (0,921 g/planta). Las plantas pretratadas con la cepa N2A presentaron valores
promedio de 1,315 g por planta, generando aumentos del 42,78 %. Por su parte, las plantas
provenientes del tratamiento con N9 aumentaron un 34,09 % el valor obtenido con el AF,
alcanzando 1,235 g/planta.
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Figura 20. Parametros de crecimiento y desarrollo a 14 dias post inoculacion con Da. (A) Nudos
totales en el tallo principal, (B) &rea foliar, (C) nimero de nddulos en la raiz principal, (D) peso
seco de la porcion aérea, (E) peso seco de la porcion radicular y (F) biomasa total a 14 dpi (35
dps). Los valores representan el promedio de dos réplicas, y se expresan como media + SEM.
Las diferentes letras indican diferencias significativas segtn Fisher (p<0,05).
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Por otro lado, y dada la compatibilidad de las cepas rizosféricas con B. japonicum
(Villafafie, 2020), se analizé el pardmetro N° de nddulos en la RP con el objetivo de evaluar
la nodulacién natural en tierra no estéril (B. japonicum nativo). Este pardametro se midio luego
de la infeccion con Da (35 dps), y no de manera previa (21 dps), brindando tiempo para
garantizar el establecimiento de una simbiosis efectiva entre las plantas de soja y los rizobios.
En la Figura 20-C se observa claramente el efecto negativo generado por los AF quimicos
ensayados sobre este parametro. Las plantas previamente tratadas con la mezcla de
antifungicos, obtuvieron en promedio 3,68 nddulos en la RP por planta, un 51,45y 47,13 %
menos que los valores promedios alcanzados con los tratamientos con N2A y N9, cuyas

plantas obtuvieron en promedio 7,58 y 6,96 nddulos/RP.

Tabla 4. Parametros de crecimiento y desarrollo en plantas a los 14 dias post inoculacién con D.

aspalathi
N° nudos Area PS N° PS Biomasa
TP foliar (cm?)  aéreo (g)  nodulos radicular total (g)
RP )
Ctrl 6,33 2P 187,14 ° 0,90° 7,25° 0,33 P°¢ 1,24
AF 6,142 157,292 0,66 2 3,682 0,272 0,922
N2A 7,004 225,05 ¢ 0,97° 7,58 0,36 ¢ 1,32°
N9 7,084 212,310 ¢ 0,94° 6,96 ° 0,32 P°¢ 1,24
SE 6,63 °°¢ 211,53 P¢ 0,91° 7P 0,312 °¢ 1,21°
SE.NP  6,96°¢ 195,42 ° 0,85° 6,17° 0,29 2P 1,15°

Las letras en cada columna indican diferencias significativas segin la prueba LSD de Fisher (p < 0,05).
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3.2.b. Efecto sobre el control bioldgico del CTS
En la Figura 22 se muestran los resultados y el andlisis estadistico de las variables
utilizadas para evaluar el efecto producido por las cepas de Streptomyces sobre el control

bioldgico de Da.

En la Figura 22-A se muestra el progreso de la severidad de la enfermedad por semana
para cada tratamiento. Se observa que las curvas de progreso de todos los tratamientos
bacterianos permanecieron por debajo de las curvas de progreso de los tratamientos Ctrl y
AF durante toda la extension del ensayo, logrando al final del mismo (49 dpi) diferencias
estadisticamente significativas con respecto a ambos. Este resultado demuestra la capacidad
que tienen estas cepas de disminuir en el tiempo la severidad de la infeccién por Da. La cepa
que pudo controlar la severidad del CTS con mayor efectividad fue N2A, disminuyendo a
los 49 dpi un 38,38 % la severidad de la misma en comparacion con el tratamiento con AF.
Le siguen las cepas SE.NP, SE y N9, reduciendo un 37,52, 35,94y 29,34 %, respectivamente,
la severidad de la infeccion. Ademas, se observa que los tratamientos N2A, N9 y SE
presentaron un retraso de una semana en la aparicion de sintomas tipicos de la enfermedad
en comparacion con los tratamientos Ctrl, AF y SE.NP, surgiendo a los 21 y 14 dpi,
respectivamente. También se destaca que la proteccion ejercida por la mezcla de AF fue
significativa y similar a la brindada por las distintas cepas hasta los 35 dpi. A partir de ese
momento, la proteccion quimica disminuye considerablemente y alcanza valores muy
similares a los obtenidos en el tratamiento control, no visualizdndose diferencias
significativas entre ellos al final del ensayo. Este comportamiento puede observarse con
mayor claridad en la Figura 22-B, donde se muestra la distribucion de frecuencias de
sintomas en el tiempo para cada tratamiento. A los 35 dpi, el tratamiento control presentd un
71 % de plantas sanas o con sintomatologia leve (estadios 0 y 0,3) y un 29 % de plantas
muertas o con sintomas avanzados (estadios 1 y 0,6). En cambio, el tratamiento con AF
obtuvo un 85 % de plantas en estadios 0 y 0,3 y un 15% en 0,6 y 1, logrando porcentajes
semejantes a los obtenidos por las cepas SE.NP y N9 (80 y 89% de plantas sanas o con
sintomas leves, respectivamente). A los 42 dpi, se produce un incremento considerable del
% PM o con sintomatologia avanzada en el tratamiento con AF, logrando un 57 % de plantas

en dichos estadios. Este porcentaje se asemeja al obtenido por el tratamiento control (58 %)
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en el mismo momento, y se diferencia de los valores alcanzados por todas las cepas, que

oscilan entre 22 a 33%.

La Figura 22-C muestra el porcentaje de plantas que a los 49 dpi alcanzaron un estadio
de 1 o 0,6. Se observa que los tratamientos control y AF se distinguen del resto de los
tratamientos debido al elevado % PM al final del ensayo (83,33 y 81,39 % respectivamente),
no visualizandose diferencias estadisticamente significativas entre ellos. En contraposicion,
las plantas cuyas semillas fueron tratadas con las cepas de Streptomyces mostraron una
reduccion considerable y significativa en dicho porcentaje, alcanzando valores de 45,83,
46,66, 47,61y 47,78 % PM para N2A, SE.NP, SE y N9, logrando disminuir dicho pardmetro
un 35,56, 34,73, 33,78 y 33,61% respectivamente, en comparacion con el tratamiento
quimico. Esto demuestra el efecto positivo generado por los tratamientos bacterianos para
proteger a las plantas frente a la infeccion ocasionada por el patdgeno inoculado, logrando
disminuir significativamente la incidencia de la enfermedad. En la Figura 21 se puede
visualizar dicha reduccion al analizar el estado sanitario de las plantas a los 49 dpi. En cada
imagen se compara una bandeja representativa de cada tratamiento con una del tratamiento
control. Se observa que las bandejas del tratamiento control y del AF presentan en promedio

4-5 plantas en estadio 0,6 o 1, mientras que las de los tratamientos bacterianos, entre 2-3.

Para comparar las diferencias que generan los distintos tratamientos a partir de los
valores de severidad, se realizé el calculo del ABCPE de cada repeticion de cada tratamiento
(5 valores de ABCPE/tratamiento; 10 valores ABCPE totales/tratamiento), y posteriormente
se las promedi6 para obtener el grafico de barra de la Figura 22-D Se observa que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el control y AF, siendo estos los tratamientos
con mayores valores de ABCPE. Tampoco se observan diferencias significativas entre el
tratamiento con AF y con la cepa SE.NP, a pesar de que en la severidad de la enfermedad a
49 dpi (Fig. 22-A) y en el % PM a 49 dpi (Fig. 22-C) haya habido diferencias en las plantas
que recibieron dichos tratamientos. Esto puede deberse a la similitud que hubo en la severidad
de la enfermedad desde el comienzo de la infeccidn hasta los 35 dpi en ambos tratamientos.
Luego, en el caso de las plantas provenientes de semillas pretratadas con AF se ve un aumento
considerable, que a tiempos tardios se separa de la curva SE.NP, produciendo una diferencia

en la pendiente de las curvas en los tramos 35/42 dpi y 42/49 dpi. Esta diferencia se refleja
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en la longitud de las barras del ABCPE de ambos tratamientos, siendo mas grande la
correspondiente al AF. Cabe destacar que la disminucion de la pendiente de la curva entre
los 35/49 dpi lograda por SE.NP, permitié asemejarse estadisticamente al resto de las cepas
de Streptomyces, no evidenciandose diferencias significativas con respecto a los demas
tratamientos bacterianos. Sin embargo, si se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las plantas que recibieron el tratamiento con AF y las plantas tratadas con
las cepas N2A, N9 y SE, confirmando el efecto positivo ejercido por las mismas en el control
del CTS.

Figura 21. Repeticiones representativas del
estado sanitario vegetal a 49 dpi para cada
tratamiento. En la fila superior se comparan las
plantas pertenecientes al tratamiento control
con las del AF (izquierda) y con las del
tratamiento con N2A (derecha); en la fila
intermedia se comparan las plantas del control
con N9 (izquierda) y con SE (derecha); abajo
se comparan los tratamientos control y SE.NP
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Figura 22. (A) Curva de progreso de la severidad de la enfermedad (CTS) hasta los 49 dpi.
(B) Distribucion de frecuencias de sintomas tipicos en el tiempo. (C) Porcentaje de planta
muerta a 49 dpi. (D) Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). Los valores
representan el promedio de dos réplicas, y se expresan como media + SEM. Las diferentes
letras indican diferencias significativas segun test de Fisher (p < 0,05).
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3.2.c. Efecto sobre el porcentaje de micorrizacion

En los cuatro tratamientos evaluados se observaron estructuras fungicas compatibles
con un establecimiento micorrizico efectivo, como vesiculas en el interior de las células
radiculares (Fig. 23-A) y micelio externo recubriendo la epidermis de las raices (Fig. 23-B).
Sin embargo, la intensidad de micorrizacion de todos los tratamientos fue baja (%l = 1),
correspondiéndole a las porciones radiculares de cada preparado valores de 2, 1 y 0. No
obstante, la utilizacion de las cepas de Streptomyces no produjo efectos negativos sobre este
pardmetro, no observandose diferencias significativas entre los tratamientos bacterianos

evaluados y el control.

Figura 23. (A) Vesiculas alimenticias en el interior de las células corticales radiculares,
observadas con aumento 20x. (B) Micelio fangico externo recubriendo la porcion radicular,
observado con aumento 10x.

3.3. Efecto sobre el control bioldgico de la PC
En la Figura 24 se muestra el andlisis estadistico de las variables utilizadas para

evaluar el efecto producido por las cepas de Streptomyces sobre el control biolégico de Mp.

En la Figura 24-A se muestra el analisis del avance de los sintomas tipicos de la PC,
expresado como progreso de la severidad de la enfermedad. En este caso, la curva de progreso

de las plantas que recibieron el tratamiento convencional con AF se mantuvo por debajo de
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las curvas de progreso de las plantas de los restantes tratamientos, durante toda la extension
del ensayo, mostrando ser el tratamiento que mejor logrd controlar la severidad de la
infeccion. Entre las plantas que recibieron los tratamientos bacterianos no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, alcanzando valores de severidad promedio a los
21 dpi de 4,33 para N2A, 4,14 para N3 y 4,05 para N9. Sin embargo, si se observaron
diferencias significativas al comparar las mismas con respecto a las del tratamiento con AF
y control de infeccidn, logrando valores promedio de severidad de 3,04 y 6 respectivamente.
Estas pueden observarse en la Figura 25, donde se visualizan repeticiones representativas y
el estado sanitario a 21 dpi de las plantas pertenecientes a los tratamientos control de
infeccion, AF y N9. A pesar de estas diferencias en la severidad de la enfermedad al final del
ensayo, cuando se analiza el % PM a 21 dpi (Fig 23-B), no se observan diferencias
significativas entre las plantas tratadas con las cepas de Streptomyces y las del tratamiento
con AF, pero si entre éstas y las pertenecientes al tratamiento control de infeccion, el cual
obtuvo un 100 % PM. Esto pone en evidencia el efecto de las cepas ensayadas para disminuir
la incidencia de la enfermedad, reduciendo el nimero de planta muerta o con sintomatologia

avanzada.

En cuanto al ABCPE (Fig. 24-C), las plantas de los tratamientos control y AF
obtuvieron el mayor y el menor valor acumulado, observando valores de 66,92 y 34,19
respectivamente, mientras que las de los tratamientos bacterianos alcanzaron valores
intermedios. De las plantas tratadas con las cepas rizosfericas, solo las inoculadas con las
cepas N9 y N2A no presentaron diferencias significativas con respecto al AF, alcanzando
valores de 44,68 y 48,33 respectivamente, mientras que las del tratamiento con la N3 lograron
diferenciarse estadisticamente del mismo. Esta result6 ser la cepa que obtuvo el mayor valor
acumulado de ABCPE, no presentando diferencias significativas con respecto al control de
infeccidn. Sin embargo, tampoco present6 diferencias con respecto a los demas tratamientos

bacterianos.
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Figura 24. (A) Curva de progreso de la
enfermedad (PC) en términos de severidad hasta
los 21 dpi. (B) Porcentaje de planta muerta (%
PM) a los 21 dpi. (D) Area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE). Los valores
representan el promedio de tres réplicas, y se
expresan como media + SEM. Las diferentes
letras indican diferencias significativas segun test
de Fisher (p < 0,05).

Figura 25. Repeticiones representativas del estado sanitario a 21 dpi para los tratamientos
Control de infeccion, AF y Streptomyces N9.
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4. DISCUSION

En las ultimas décadas la produccién agricola mundial se ha visto perjudicada en gran
medida por enfermedades causadas por numerosos fitopatégenos, las cuales son controladas
principalmente a través de la utilizacién de insumos quimicos (Distéfano, 2018). Si bien el
uso de productos agroquimicos ha contribuido a mejorar la produccién de alimentos
suministrando nutrientes o controlando numerosas plagas, su uso excesivo o indebido ha
provocado severas consecuencias negativas sobre el ambiente y la salud humana, y la
generacion de resistencia en los mismos patégenos que deberia controlar (Aguirre, 2017). La
posibilidad de utilizar tecnologias basadas en el uso de microorganismos que habitualmente
viven asociados a las plantas, son herramientas alternativas al uso de pesticidas y fertilizantes
que debemos potenciar. Por lo tanto, el aislamiento y estudio de la composicion microbiana
de la rizésfera vegetal y su interaccion con las plantas, proporcionara microorganismos
candidatos que pueden ser utilizados como inoculantes, adaptandose al medio ambiente sin
perjudicar al mismo (Palaniyandi et al., 2013). En este contexto, nuestro grupo comenzé el
aislamiento de bacterias provenientes del suelo rizosférico de plantas de soja de la zona
productora nucleo, pertenecientes en su mayoria al género Streptomyces. ElI género
Streptomyces ha sido descrito como colonizador de la rizosfera, y sus especies integrantes
son consideradas promotoras del crecimiento vegetal a través de mecanismos directos e
indirectos. Varios estudios sefialan que los actinomicetos del género Streptomyces son
considerados principalmente promotores del crecimiento vegetal indirecto, debido a la
capacidad de producir sideroforos, antibidticos/antifingicos y metabolitos secundarios que
potencialmente pueden inducir una respuesta de defensa vegetal (Tokala et al., 2002; Persello
et al., 2003; Franco, 2008). Nuestro grupo observO en estudios previos con cepas de
Streptomyces productoras y no productoras de compuestos antifingicos, y sin previa historia
de interaccion con plantas de soja, una disminucién de la incidencia de diferentes
enfermedades fungicas y una promocion de ciertos pardmetros asociados al crecimiento y

desarrollo vegetal (Bercovich et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesina se enfocaron al estudio de cepas de
Streptomyces que fueron aisladas de la rizdsfera de plantas de soja. Como se observa en los

resultados anteriormente presentados, se obtuvo una reduccion en la severidad del CTS y de

58



la PCy en la cantidad de plantas muertas al final de los ensayos, ademas de una mejora en el
estado fitosanitario de aquellas plantas derivadas de semillas pretratadas con las cepas de
Streptomyces en comparacion con las plantas pertenecientes a los tratamientos control. En la
interaccién Soja — D. aspalathi, el tratamiento con las cepas redujo la intensidad de la
infeccion al reducir la severidad del CTS, haciendo que un genotipo altamente susceptible a
Da, como el RA702, logre comportarse como uno moderadamente resistente a una infeccion
con dicho hongo debido a que el % PM alcanzado al final del ensayo fue menor al 50%
(Yorinori et al., 1996). Este resultado confirma la hipétesis de que el tratamiento de las
semillas con las cepas de Streptomyces induce un mecanismo de defensa que mejora el
desempefio de la planta en la resistencia contra patégenos fungicos. Por otro lado, la
proteccion brindada por la mezcla de AF fue significativa y similar a la lograda con las cepas
bacterianas hasta los 35 dpi, pero luego disminuye considerablemente asemejandose al
control de infeccion. Al final del ensayo, no hubo diferencias significativas entre las plantas
tratadas con AF y las plantas no tratadas del control de infeccion, comportandose dicho
genotipo (RA702) en ambos tratamientos como altamente susceptibles a Da (% PM > 80).
Esto deja en evidencia que los productos quimicos ensayados (metalaxil, carbendazim y
thiram), ademas de generar graves consecuencias ambientales, solo resultan efectivos para el
fin por el cual se los aplica en una ventana corta de tiempo, no pudiendo reducir la severidad
de la infeccion del patdgeno en todo el ciclo de vida de la planta. Es importante destacar que
las cepas rizosféricas N2A y N9 tienen la capacidad de controlar de manera in vitro a Da
(Villafarie, 2020) a través de la produccion de sustancias con actividad antifingica. Sin
embargo, la cepa SE.NP no productora de polieno, que no habia mostrado inhibicion fungica
in vitro (Bercovich et al., 2022), también result6 efectiva para controlar a dicho patégeno,
por lo que no consideramos que la antibiosis sea el mecanismo principal por medio del cual
se generan estas mejoras en la sanidad vegetal, sino que se podria estar induciendo un

mecanismo de defensa (ISR) de tipo “priming” (Pieterse et al., 2014; Abbasi et al., 2019).

Una forma de demostrar la induccion de este mecanismo de resistencia es evaluar si
existe una mejora en el fitness de las plantas luego de ser inoculadas con el patdgeno
(Martinez-Medina et al., 2016). Al analizar los pardmetros medidos asociados al crecimiento
y desarrollo vegetal en plantas no inoculadas con Da (G1), ninguno de los tratamientos con

las cepas rizoféricas presentd diferencias estadisticamente significativas con respecto al
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tratamiento control, aungque tampoco evidenciaron efectos negativos sobre los mismos. Sin
embargo, si se observaron diferencias significativas en el N° de nudos en el TP y area foliar
en plantas inoculadas con Da. Estos resultados podrian contribuir a demostrar que las cepas
de Streptomyces ensayadas inducen una respuesta de defensa en las plantas, que le permite
seguir creciendo y desarrollandose. Sin embargo, esta mejora en el fitness también podria
estar promovida o potenciada por los mecanismos PGPR directos caracterizados para estas
cepas (solubilizacion de fosfato tricélcico y produccion de IAA), ya que la promocién del
crecimiento y desarrollo de las plantas mediada por microorganismos benéficos puede ser
deberse a uno o mas mecanismos actuando en simultdneo (Beneduzi et al., 2012).
Independientemente del o los mecanismos a través del cual se produce la promocién, los
resultados obtenidos apoyan la hipétesis de que el tratamiento de las semillas con las cepas
de Streptomyces promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas de soja, y que éste se
mantiene aln si existe una infeccion con un patégeno. Es importante observar que los
parametros promovidos (N° de nudos en el TP y area foliar) se relacionan directamente con
el rendimiento del cultivo, generando potencialmente incrementos en el mismo. Dado que en
las plantas de soja, las estructuras reproductivas crecen en racimos axilares ubicados en los
nudos, un aumento en este pardmetro durante la etapa vegetativa podria tener un impacto
positivo en el namero de vainas y, por ende, en el rendimiento final. Esta situacion fue
observada por Bercovich et al. (2022) en plantas tratadas con S. eurocidicus, en las cuales se
evidencio un incremento significativo del nimero de vaina por planta en comparacion con el
tratamiento control y antifungico. Al mismo tiempo, un incremento en el area foliar
implicaria una mayor captura de radiacion fotosintética que se traduciria en aumentos de
fotoasimilados destinados al llenado de granos. También es importante destacar el efecto
negativo generado por la mezcla de AF quimicos sobre el fitness vegetal. Esta situacion es
particularmente evidente en las plantas inoculadas con Da (G2), donde se observa que
aquellas tratadas con las cepas de Streptomyces presentaron diferencias significativas y
positivas con respecto al AF, en todos los pardmetros analizados. Estos resultados nos
permiten cuestionar el tratamiento convencional que se usa para el control de patégenos
fungicos, ya que, ademas de generar graves consecuencias ambientales y de resultar efectivos
en una ventana corta de tiempo, también produce un deterioro general en el fitness de las

mismas. A su vez, al analizar el pardmetro N° de nddulos en la RP, queda en evidencia el
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efecto antagonista generado por estos productos sobre los microorganismos fijadores de
nitrégeno presentes en el suelo. Esta situacion avala los resultados previamente obtenidos
por el grupo de trabajo de incompatibilidad en placa entre B. japonicum y la mezcla de AF
ensayada, y expone mas evidencias negativas asociadas a la utilizacion AF de origen

quimicos (Bercovich et al. 2022).

Dentro del mismo ensayo, y en relacion a la compatibilidad entre las cepas
rizosféricas del género Streptomyces de interés y los hongos micorrizicos presentes
naturalmente en el suelo, no se observaron efectos inhibitorios sobre los mismos por parte de
los tratamientos bacterianos, dado que no se visualizaron diferencias significativas entre los
distintos tratamientos ensayados. La baja intensidad de micorrizacion observada pudo
haberse debido a una escasa cantidad de hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA) en el sustrato utilizado, ya que el mismo fue obtenido de parcelas del campo
experimental Villarino con aplicaciones previas de productos fungicidas, los cuales suelen
resultar toxicos para los mismos (Faggioli et al., 2011). A su vez, como las plantas utilizadas
para evaluar este parametro fueron cultivadas en vasos plasticos de 330 cm?, y su sustrato
fue previamente labrado y preparado, el laboreo del mismo pudo haber afectado
negativamente la red de hifas de HFMA e inducir una mayor produccion de esporas (Bucking
et al., 2012), las cuales necesitan condiciones Optimas para germinar y colonizar las raices.
Segun el INVAM (2022), la esporulacion ocurre abundantemente en cultivos en maceta, y
requieren de dos a tres meses como minimo para que se establezca una interaccion efectiva
entre ambos simbiontes. En nuestro caso la evaluacion se realiz6 en plantas de 70 dias (mas
de 2 meses), por lo que, la baja intensidad de micorrizacion observada puede deberse al
tiempo. Independientemente del motivo por el cual hubo una baja intensidad de
micorrizacion, en este ensayo preliminar no se observo una incompatibilidad entre las cepas
de Streptomyces y las micorrizas arbusculares, apoyando de manera parcial nuestra hipétesis

planteada.

En la otra interaccién ensayada (Soja — M. phaseolina) la inoculacion de las semillas
con las cepas rizosféricas también redujo la intensidad de la infeccion al reducir la severidad
de la PC, en comparacion con el tratamiento control. Sin embargo, en este ensayo, el

tratamiento con AF quimico obtuvo mejores resultados, logrando reducir la severidad de la
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enfermedad aln mas que las cepas de interés. En este caso, un genotipo altamente susceptible
a M. phaseolina, como el DM 6.2i RR, logré comportarse como un genotipo moderadamente
resistente a una infeccion con Mp en el caso de los tratamientos bacterianos (% PM < 50%),
y como altamente resistente (% PM < 25%) para el tratamiento con AF (Yorinoriet al., 1996).
A diferencia del patosistema anterior, donde hubo una separacion espacio - temporal entre el
tratamiento de las semillas con las cepas de Streptomyces y la posterior inoculacién con el
patdgeno, en este patosistema ambos procesos se realizaron en simultaneo. Por este motivo
consideramos que en ésta interaccion la produccion de metabolitos con accién antifungica es
un mecanismo importante a través del cual las cepas bacterianas inhiben o retardan el
crecimiento de Mp. Sin embargo, al igual que lo ocurrido con la cepa SE.NP en el patosistema
Da - soja, la cepa N3 que no es capaz de producir dichos metabolitos (Villafafie, 2020),
alcanzé un nivel de proteccion similar al de las otras dos cepas que si son productoras. Estos
resultados permiten inferir que la proteccion de las plantulas de soja mediada por estas cepas
podria deberse también a una respuesta de defensa inducida (ISR) de tipo priming (Pieterse
et al., 2014; Abbasi et al., 2019). Tambien es importante resaltar que el efecto de biocontrol
mediado por las distintas cepas rizosfericas fue similar en los dos cultivares de soja
argentinos distintos, DM6.2i RR y RA702, lo que sugiere un mecanismo comun,

independientemente del genotipo de la especie.

Finalmente, poder descubrir el o los mecanismos implicados a través de los cuales
estas bacterias proporcionan su efecto biocontrolador y estimulan el crecimiento y desarrollo
vegetal, es fundamental para tratar de dilucidar cuales son las moléculas elicitoras que
inducen dichas mejoras. Asi, la identificacion de los elicitores involucrados, aportara el
conocimiento necesario para el desarrollo a futuro de bioinsumos a base de estas
biomoléculas y permitird su potencial transferencia tecnologica para suplir la actual
necesidad de reemplazar los antifungicos quimicos, por una herramienta de control biolégico

mas sustentable y con beneficios reales para los cultivos.
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4.1.  Perspectivas de trabajo

Si bien resultan evidentes los efectos positivos visualizados sobre la promocién del
crecimiento y desarrollo vegetal y el control biolégico de los patégenos estudiados, aun
deben realizarse numerosos ensayos para tratar de dilucidar algunas incognitas importantes

y necesarias para el desarrollo de un producto efectivo:

e Los resultados obtenidos en condiciones controladas en camara de crecimiento y
semicontroladas en invernadero, se deberan validar realizando ensayos a campo,
evaluando que los efectos deseados de biocontrol y promocion persistan en los
agroecosistemas. Con respecto a este punto en la campafia 2021/22 se realiz6 el primer
ensayo a campo, obteniéndose resultados preliminares positivos (resultados no

mostrados).

e Para corroborar la existencia de un mecanismo de defensa (ISR) en plantas de soja de
tipo “priming” inducido por las cepas de Streptomyces, se deberan analizar diferentes
marcadores tipicos de la respuesta de defensa como acumulacién de especies reactivas
del oxigeno (ROS), compuestos fenolicos, fortalecimiento de la pared celular por
depdsitos de calosa, acumulacion de hormonas tipicas como acido salicilico (AS), acido
jasmonico (AJ) y acido abscisico (ABA), y perfiles de expresion de genes marcadores de
la respuesta de defensa (Abassi et al., 2019; Balmer et al., 2015; Martinez-Medina et al.,

2016), a partir de muestras foliares (Da) y radiculares (Mp).

e Para los futuros ensayos de micorrizacion, se debera preparar un sustrato 6ptimo a partir
de muestras de suelo tomadas de diversos puntos para aumentar las probabilidades de
contar con la presencia de hongos formadores de micorrizas arbusculares, y extender el
ensayo en el tiempo para garantizar una mayor colonizacion. Otra alternativa es la
incorporacion de los mismos al sustrato a través de la aplicacion de productos comerciales

formulados a base de micorrizas.

e Se deberan disefiar ensayos con posibles formulaciones donde se combinen dos 0 mas

cepas (consorcios bacterianos) para evaluar si existe un sinergismo entre ellas y se logra
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una mayor proteccion y promocion, cuidando la compatibilidad con B. japonicum y los

hongos micorrizicos.

También se debera evaluar si los efectos observados en la promocién de crecimiento y
desarrollo vegetal en estado vegetativo, podrian generar un impacto significativo y
positivo en el rendimiento de plantas de soja en condiciones de invernadero y

posteriormente a campo.

Ademas, para complementar estos resultados, se deberan realizar ensayos utilizando otros
patosistemas para evaluar la capacidad de controlar un espectro mas amplio de patégenos,
no sélo fangicos sino bacterianos y virales, e incluso, utilizar otros cultivos de interés

agrondmico para evaluar su efectividad en ellos.
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5. CONCLUSIONES

El tratamiento de semillas de soja con las cepas rizosféricas N2A y N9 generd
incrementos significativos en el porcentaje de germinacion en comparacion con el
tratamiento control y AF.

Se observé también un incremento significativo de la emergencia de las plantulas en
suelo, contribuyendo positivamente en el establecimiento de la planta.

Al evaluar el nimero de nudos en el tallo principal, area foliar, peso seco de la
porcién aérea, peso seco de la porcion radicular y la biomasa total en plantas no
inoculadas con Da, se comprobd que ninguna de las dos cepas rizosféricas generaron
efectos negativos sobre dichos parametros.

La evaluacion de los mismos parametros luego de la inoculacion con Da demostro
un incremento significativo en el nimero de nudos en el tallo principal y en el area
foliar en plantas de 35 dias y bajo condiciones de invernadero.

La utilizacion de productos fungicidas quimicos produjo efectos negativos en todos
los pardmetros medidos asociados al crecimiento y desarrollo de plantas de soja en
estadios vegetativos.

Utilizando el patosistema Da-Soja se demostrd que ambas cepas rizosféricas
protegieron significativamente a las plantas de soja en comparacion con el
tratamiento con AF, logrando retrasar la aparicion temporal de sintomas, disminuir
su velocidad de avance y la severidad (ABCPE) y reducir el porcentaje de planta
muerta al final del ensayo.

En el patosistema Mp-Soja las cepas rizosféricas lograron reducir la severidad de la
enfermedad en comparacion con el tratamiento control, alcanzando valores similares
al tratamiento con AF en el porcentaje de planta muertay ABCPE.

Las cepas de Streptomyces inducirian una respuesta de defensa sistemica en las
plantas de soja contra los patégenos fungicos evaluados.

El tratamiento con las cepas de Streptomyces seria compatible con la formacion de

micorrizas en el sistema radicular de las plantas de soja.
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