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Resumen del proyecto

Piezodorus guildinii es uno de los insectos mds daiinos que afectan a la soja en el sur de Estados Unidos, Argentina y Uruguay. Su control se basa en insecticidas quimicos, a los que presenta
resistencia. Beauveria bassiana es una especie de hongos entomopatégenos con un rango de hospedadores de mds de 700 especies. Sin embargo, P. guildinii es altamente resistente a este
biocontrolador natural y no se han reportado eventos epizoéticos. Debido a esto, se buscé mejorar cepas de Beauveria bassiana disponibles para mejorar su actividad como agentes microbianos de
control bioldgico. Para ello, fue necesario inicialmente identificar los genes implicados en la virulencia, con un foco principal en genes que pdiesen explicar la diferencia de virulencia entre dos
cepas con virulencia contrastante. Con base en los genomas ensamblados y anotados de ILB205 e ILB308, realizamos un estudio comparativo de genomas entre las dos cepas. Ademds, analizamos
las diferentes respuestas de expresion de estos aislados durante la interaccion con la cuticula del insecto, o sus componentes, y durante la infeccién de P. guildinii. Esto se utilizé con el fin de
encontrar genes de virulencia candidatos que pudiesen emplearse en procedimientos de mejora de cepas. En base a un set de aproximadamente 600 candidatos, se generaron cepas mutantes
knock-out para verificar la accién de los genes candidatos que surgieron de la genémica comparativa y el andlisis transcriptémico. Después de esto, la sobreexpresion de genes considerados
importantes para la patogenicidad se llevé a cabo como prueba de concepto, buscando potenciar la virulencia de las cepas. A futuro, se continuard con la estrategia de hibridacién mediante fusion
de protoplastos para generar una progenie que lleve los genes de

interés sin transgénesis. La presencia de estos genes se rastreard mediante PCR y la expresion mediante RT-gPCR y su efecto se probard en bioensayos en condiciones de laboratorio. También, se
sentaron las bases para explorar la utilizaciéon de metabolitos secundarios y proteinas secretadas vinculadas a virulencia diferencial de las cepas como mejoradores de la virulencia mediante su
aplicacién combinada. Finalmente, se establecié la linea base de la efectividad de un formulado de la cepa original ILB308 en condiciones de campo controladas (semi-campo).
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Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

El gran problema es el de la sustentabilidad de los cultivos extensivos, en particular la soja y el requerimiento de aplicacién de insecticidas para el control de la chinche P. guildinii. Esta chinche es
el principal y mds daiiino insecto en el cultivo de soja en Uruguay, Argentina, Brasil y EEUU ya que se alimenta de los granos durante la etapa de llenado (Zerbino et al 2015). En Uruguay, el cultivo
ocupa aproximadamente 1 millén de hectdreas y requiere de repetidas aplicaciones de insecticidas, alguno de los cuales han sido asociadas a la aparicién de insectos con mayor resistencia a los
principios activos en uso (Sessa et al. 2021). En particular, no se dispone de controladores bioldgicos eficientes que puedan ser usados para sustituir al menos parcialmente, algunos de los
principios activos actualmente en uso. Este proyecto buscé obtener una cepa mejorada del controlador B. bassiana, a partir de dos cepas que han demostrado previamente que tienen un cierto nivel
de efectividad sobre la misma en ensayos in vitro (Sessa et al . 2022) Al desafio productivo-ambiental causado por la chinche de la soja, subyace entonces el problema del dificil control biolégico de
esta chinche, que ha conducido a proyectos anteriores de nuestro grupo buscando la seleccion de cepas de hongos entomopatdgenos y posteriormente el mejoramiento de la fisiologia de dichas
cepas. En esta tercera etapa, buscamos realizar un mejoramiento de las cepas previamente seleccionadas, de manera de aumentar su virulencia hacia P. guildinii. Las cepas de B. bassiana ILB205
e ILB308 y la informacién sobre ellas obtenida en los proyectos anteriores ( virulencia y expresion de genes) (Sessa et al 2021) fueron el recurso sobre el cual se trabajé en este proyecto buscando
combinar caracteristicas de estas cepas para disponer de agentes de control bioldgico con actividad mejorada sobre P. guildinii. En paralelo, se realizaron ensayos de campo en condiciones
controladas (semi-campo) para evaluar la efectividad de diferentes tecnologias de aplicacién de la cepa original de mayor virulencia que sirviera como antecedente aplicado de la actividad en un
entorno relevante de la tecnologia en desarrollo.

Metodologfa/Disefio del estudio

La estrategia implicé combinar datos de secuenciacion masiva (genémica y ARN-seq interaccién hongo-insecto), prediccion in silico de factores de patogenicidad y métodos de transformacién
genéticas como prueba de concepto de la posibilidad de obtener una cepa con virulencia mejorada. En base a las diferencias de virulencia y otras caracteristicas fenotipicas de estas cepas, se
buscé identificar genes vinculados a las mismas, que puedan ser combinados en una nueva cepa, con virulencia aumentada. Inicialmente, se obtuvieron datos de expresiéon mediante ARN-seq
durante la infeccién a P. guildinii de la cepa ILB308 y en medios axénicos de las cepas ILB308 y ILB205. Los genes de mayor expresion en la cepa ILB308 fueron seleccionados para knock-out y su
posterior sobre-expresion mediante técnicas de ingenieria genética. Luego, las cepas mutantes y sin transformar fueron sujetas a bioensayos verificadores de la pérdida o aumento de virulencia en
condiciones de laboratorio. Los bioensayos fueron realizados siguiendo la metodologia de Sessa et al (2022).

En paralelo, se realizaron bioensayos con las cepa mas virulenta ILB308 original en condiciones de semi-campo, colocando 10 chinches por planta y 5 plantas por tratamiento. Esto se realizo con el
fin de evaluar el efecto de un formulado obtenidos segin Abreo et al (2019), y aplicado en un entorno relevante, es decir, en condiciones de produccién, sujeto a las condiciones ambientales variables
y sin aplicacién de insecticida, para establecer una linea base de virulencia de un formulado de la cepa con mayor actividad.

Resultados, andlisis y discusién

El genoma de la cepa ILB308 mostré el mayor nimero de caracteristicas relacionadas con la virulencia, como proteinas candidatas, efectores, pequefias proteinas secretadas y grupos de genes
biosintéticos. Ademads, ILB308 present6 un alto porcentaje de secuencias de ADN unicas, incluyendo seis regiones genémicas accesorias. El andlisis de la expresion génica a los 4 dias post-
inoculacidn revel6 una sobre-expresion de factores de virulencia secretados conocidos, como proteinas con dominio Tudor, proteinas que contienen motivos LysM, proteasas similares a subtilisinas y
genes novedosos que codifican efectores secretados y enterotoxinas sensibles al calor. El crecimiento en medio suplementado con n-pentadecano (HC15) condujo a la sobre-expresion de genes
asociados con la actividad oxidoreductasa relacionada con la degradacién de alcanos cuticulares y respuestas de fermentacién/metabolismo antioxidante en el hemolinfa. El bajo nimero de genes
de virulencia conocidos expresdndose durante la infeccion de P. guildini en B. bassiana ILB308 sugiere la existencia de mecanismos novedosos o desconocidos en esta cepa. Ademds, la presencia
de regiones genémicas accesorias y genes de virulencia Gnicos en ILB308 puede contribuir a su mayor virulencia. Estos genes podrian considerarse como posibles objetivos para potenciar la
virulencia fungica mediante manipulacién genética. El andlisis transcriptémico entre la cepa de mayor virulencia ILB308 y la cepa de menor virulencia ILB205 revelé genes expresados
diferencialmente vinculados a vias de procesos de informacion genética y evasion del sistema inmune. Entre estos genes, se identificé el gen BbCBM9_1, que codifica una proteina secretada, como
un posible factor de virulencia. La sobreexpresién de BbCBM9_1 en la cepa ILB205 condujo a una mayor virulencia contra P. guildinii y Tenebrio molitor, ademds de mejorar la germinacién de
conidios, la tolerancia al estrés oxidativo y al estrés en la pared celular, asi como un aumento en el crecimiento en medios ricos en nutrientes y suplementados con glicerol. Esto demuestra que la
mayor virulencia observada en ILB308 cultivada en HC15 puede ser replicada mediante la sobreexpresién de un gen asociado en una cepa de baja virulencia. Nuestro estudio destaca el potencial
de integrar la gendmica, transcriptémica y modificaciones genéticas dirigidas para optimizar agentes fungicos de control bioldgico y mejorar la gestién de plagas. La inclusion de la cepa original
1LB308 en un formulado seco y su evaluacién en condiciones de campo permitieron establecer una linea de base de su efectividad en condiciones relevantes, alcanzando una mortalidad que oscild
entre el 20% y el 60% -dependiendo de la concentracidn- con respecto al control tratado con agua. Si bien el ensayo debe ser repetido para confirmar la efectividad y ajustar aun mds la tecnologia
de aplicacién en una extension mayor del cultivo, los datos obtenidos favorecerdn una correcta evaluacién de las cepas mejoradas cuando estas se encuentren disponibles. La cepa original ILB308
se encuentra en fase de evaluacidon no-comercial por una empresa productora de insumos biolégicos para la agricultura, por lo cual los conocimientos generados en este proyecto sumardny
potenciardn futuros desarrollos e innovaciones basados en las cepas incluidas en este estudio.

o lusi yr

Las herramientas omicas utilizadas sobre el sistema bioldgico estudiado, definido en funcién de investigaciones previas, permitié conocer las bases moleculares de la virulencia de cepas locales
del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana y mediante manipulacién genética se pudo demostrar que es posible aumentar la virulencia de las cepas en bioensayos in vitro. En paralelo, se
demostré que la cepa original ILB308 en condiciones relevantes (semi-campo) tiene una efectividad aceptable y que ésta podrd verse aumentada cuando se disponga de una cepa mejorada que
pueda ser comercializada, es decir, una cuando se disponga de una cepa mejorada no transgénica. Para ello, podrd recurrirse a técnicas de mejoramiento basadas en crisper-cas o fusion de
protoplastos sobre las cuales este proyecto ha avanzado. Se prevé continuar con estudios de mejoramiento basados en estas dos ultimas técnicas y en el futuro realizar evaluaciones en semi-
campo con cepas mejoradas de acuerdo a las reglamentaciones vigentes.
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