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f§ RESUMEN

El cultivo de la cafia de azucar (Saccharum spp.) se encuentra afectado por
numerosas plagas y enfermedades, incluido el barrenador de la cafia de azucar Diatraeca
saccharalis. A pesar de la disponibilidad global de métodos de control cultural, biolégico
y quimico, la eficacia del manejo en el noroeste de Argentina ha sido limitada. Howler ®
(PSP1), un bioestimulante desarrollado en ITANOA cuyo principio activo es una proteasa
fungica Acremonium strictum Elicitor Subtilisin (ASES), activa las respuestas de defensa
de las plantas y reduce el dafio de las plagas. Este estudio evalué el efecto protector
de Howler® en plantas de cafia de azucar con entrenudos bajo condiciones controladas
de infestacién con D. saccharalis y se investigd su papel en la activacion de genes
relacionados con la defensa. Las plantas tratadas con Howler® exhibieron una disminucion
significativa (P < 0,05) en el niumero de entrenudos y vainas dafiadas, y en el dafo del
tallo en comparacién con los controles tratados con agua. El andlisis de expresién génica
reveld la activacion de la via del acido salicilico (SA), con una sobreexpresion significativa
del gen PR1 a las 96 horas posteriores al tratamiento. Ademas, las proteinas de defensa
SWIN2 y BBI4 mostraron una sobreexpresién temprana a las 6 horas, lo que sugiere una
respuesta inducida contra la herbivoria. Estos hallazgos indican que Howler® mejora la
resistencia de la cafia de azucar a D. saccharalis mediante la activacion de los mecanismos
de defensa de la planta. Dada su eficacia, facilidad de aplicacion y potencial uso para el
manejo sostenible de plagas, Howler® se presenta como un bioestimulante prometedor en
la proteccion de la cafia de azucar.

Palabras clave: barrenador de la cafia de azUcar, resistencia inducida, bioestimulante,
expresion génica.

@ ABSTRACT

PSP1 biostimulant enhances sugarcane resistance to Diatraea
saccharalis under controlled conditions and activates defense signaling
pathways

Sugarcane (Saccharum hybrids) is a major crop threatened by numerous pests
and diseases, including the sugarcane borer Diatraea saccharalis. Despite the global
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availability of cultural, biological, and chemical control methods, management efficacy in
northwestern Argentina has been limited. Howler® (PSP1), a biostimulant developed at
ITANOA and containing the fungal protease Acremonium strictum Elicitor Subtilisin (AsES),
activates plant defense responses and reduces pest damage. This study evaluated the
protective effects of Howler® on sugarcane plants with formed internodes under controlled
D. saccharalis infestation conditions and investigated its role in activating defense-related
genes. Plants treated with Howler® exhibited a significant reduction (P < 0.05) in the
number of damaged internodes and sheaths, and in overall stem damage compared to
untreated controls. Gene-expression analysis revealed the activation of the salicylic acid
(SA) pathway, with significant overexpression of the PR1 gene at 96 hours post-treatment.
Additionally, the defense-related proteins SWIN2 and BBI4 showed early overexpression
at 6 hours, suggesting an induced response against herbivory. These findings indicate
that Howler® enhances sugarcane resistance to D. saccharalis through the activation of
plant-defense mechanisms. Given its effectiveness, ease of application and potential for
sustainable pest management, Howler® represents a promising biostimulant for integrated

sugarcane protection strategies.

Key words: Sugarcane borer, induced resistance, biostimulant, gene expression.

8 INTRODUCCION

Un bioestimulante destinado al control de en-
fermedades bacterianas y fungicas en especies mono-
cotiledéneas y dicotiledéneas, PSP1 (acronimo de Plant
Stimulation and Protection) (Chalfoun et al., 2018a,b), fue
desarrollado por ITANOA y posteriormente comercializado
por SUMMIT Agro bajo el nombre Howler®. En cana de
azUcar, Howler® ha sido evaluado previamente bajo con-
diciones controladas para la proteccion frente a la bacteria
Acidovorax avenae, logrando una disminucion significativa
en la severidad de la enfermedad (Chalfoun et al., 2018a).
PSP1 corresponde a una proteasa de origen fungico de-
nominada Acremonium strictum Elicitor Subtilisin (AsES).
Este elicitor confiere proteccién contra Botrytis cinerea en
Arabidopsis thaliana mediante la activacion de las vias de
sefalizacion asociadas al acido salicilico (SA), al acido jas-
monico (JA) y al etileno (ET) (Hael-Conrad et al., 2015). La
activacion de la via del JA por PSP1 sugiere, ademas, un
posible efecto protector frente al ataque de insectos her-
bivoros. Estudios previos demostraron que la aplicacién
de Howler® al 20%, realizada 4 y 2 dias antes de la in-
festacion por el barrenador de la cafia de azucar Diatraea
saccharalis, protege eficazmente plantas jovenes de cafa
de azlUcar —previas a la formacion de entrenudos—, redu-
ciendo en un 37% la mortalidad asociada a la aparicion de
“corazén muerto” (dead hearts) (Budeguer et al., 2023). La
eficacia a bajas concentraciones, junto con su bajo cos-
to de produccion, prolongada vida util, tolerancia a altas
temperaturas, inocuidad para organismos no objetivo y
facilidad de aplicacion, posicionan a Howler® como una
herramienta promisoria para el desarrollo de estrategias
sostenibles de manejo de D. saccharalis en el cultivo de
cafa de azucar.

En este contexto, el presente trabajo tuvo como
objetivos: (i) evaluar la eficacia de Howler® en la protec-
cién de plantas de cafa de azlcar con entrenudos de-
sarrollados frente a la infestacion por D. saccharalis bajo
condiciones controladas, y (ii) analizar la activacion de ge-
nes marcadores asociados a la sefializacion de defensa.

8 MATERIALES Y METODOS

_J Infestaciones bajo condiciones controladas

Para evaluar el efecto protector de Howler®
en plantas de cafia de azucar con dos o mas entrenu-
dos desarrollados, se utilizaron 60 plantas de la variedad
TUC 95-10. Treinta plantas fueron tratadas con Howler®,
mientras que las 30 restantes recibieron agua y se utili-
zaron como control. Los tratamientos se aplicaron 4 y 2
dias antes de la infestacion con Diatraea saccharalis. El
dia de la infestacion se colocaron diez larvas por planta,
correspondientes mayoritariamente al primer estadio lar-
val, aunque se incluyeron algunos individuos de segundo
estadio temprano debido a la variacion natural en el de-
sarrollo. Las plantas se mantuvieron en una camara de
infestacion bajo condiciones controladas de temperatura
(25 + 2 °C) y humedad relativa (60 = 10 %). Treinta dias
después de la infestacion, las plantas fueron evaluadas
registrandose el nimero de vainas foliares dafiadas, el
numero de entrenudos dafados y el dafio en el tallo, ex-
presado como el porcentaje de la longitud de galerias en
relacion con la longitud total del tallo (Figura 1). Los ensa-
yos se realizaron en dos oportunidades en el invernadero
de la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Co-
lombres (EEAOC), ubicado en Las Talitas, Tucuman, Ar-
gentina. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
un modelo lineal generalizado (GLM) con distribucién bi-
nomial y funcién de enlace logit. Cuando se detectaron
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0,05), se
aplico la prueba de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher para la comparacion de medias. Todos los ana-
lisis estadisticos se realizaron utilizando el software Navu-
re version 1.2.0 (Navure, 2023).

Expresiéon genética

El experimento se realizé por triplicado utilizando
plantulas de cafa de azucar de la variedad TUC 95-10.
Cada unidad experimental estuvo conformada por tres
plantas, con un total de nueve plantas por tratamiento.
Las plantas fueron tratadas con Howler® al 20% (tiempo
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Figura 1. Cronograma experimental para la evaluacion de Howler® en plantas de cafia de azlcar bajo in-
festacion controlada de D. saccharalis. Las plantas se trataron con Howler® al 20% 4 y 2 dias antes de la
infestacion. El dia 0, se infestaron con 10 larvas de D. saccharalis por planta.

0) y se recolectaron muestras foliares a las 6, 24, 48 y 96
horas posteriores a la aplicacion. Adicionalmente, se in-
cluyé un tratamiento con doble aplicacion de Howler® (a
las 0 y 48 horas), recolectdndose muestras foliares a las
96 horas desde la primera aplicacién. En cada momento,
se muestrearon tres réplicas bioldgicas (cada una de tres
plantas). Las plantas no se infestaron con D. saccharalis
durante este experimento. Las plantas tratadas con agua
se utilizaron como control (Figura 2). EI ARN total se ex-
trajo a partir del tejido foliar, y se verificaron su cantidad,

calidad e integridad. Posteriormente, se sintetiz6 ADN
complementario (CADN) y se realizaron analisis de RT-
gPCR para evaluar la expresion génica. Para estudiar la
activacion de la via del &acido salicilico (SA), se analizé la
expresion del gen PR1. Asimismo, se evalud la expresion
del gen aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO),
involucrado en la biosintesis de etileno (ET), y de otro gen
inducido en respuesta al etileno (ER). Ademas, se estudié
el gen LOX2, que codifica una lipoxigenasa involucrada
en etapas tempranas de la via del acido jasmonico (JA)
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Dosis N
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A A A A
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//7 // /// /// Repeticién biologica 2
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Figura 2. Disefo experimental para el andlisis de expresion génica. Plantulas de cafa de azucar (TUC 95-10) se
trataron con Howler® al 20% o agua (control) en aplicaciones simples (0 h) o dobles (O y 48 h).
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(Souza et al., 2017). Por otra parte, se evalud la activacion
de los genes que codifican dos proteinas relacionadas con
los mecanismos de defensa de las plantas frente a la her-
bivoria, SWIN2 y BBI4 (Medeiros et al., 2012; Falco y Silva-
Filho, 2003). La expresion relativa de los transcriptos se
calcul6 a partir de los valores de Ct obtenidos para cada
muestra, utilizando el método 2-2¢t, donde AACt = ACt
muestra — ACt muestra de referencia (actina) (Livak y Sch-
mittgen, 2001). Los valores promedio se calcularon a partir
de muestras analizadas por triplicado. Los resultados se
representaron graficamente con los valores de 222 en el
eje Y y los tiempos de muestreo en el eje X. Para compa-
rar la expresion relativa (2-22Y) de los genes blancos entre
plantas tratadas con Howler® y plantas control en cada
tiempo de muestreo, se aplicaron pruebas t de Student
para muestras independientes. El andlisis estadistico se
realizo utilizando el programa Navure version 1.2.0 (Navu-
re, 2023).

8 RESULTADOS

Infestaciones en condiciones controladas

Se observo una reduccion significativa (P-valor <
0,05) en el nimero de vainas dafadas (0,42 + 0,04) y entre-
nudos (0,26 + 0,03) en las plantas tratadas con Howler®,
en comparaciéon con las plantas control (0,53 + 0,04 y 0,36
+ 0,04, respectivamente). Lo mismo se observé en el dafio
al tallo, con una disminucion en las plantas tratadas con
Howler® (5,00 + 0,98) en comparacion con las plantas
control (9,05 + 1,88) (Figura 3).

) Expresion genética

En relacion con el gen PR1, se detecté una so-
breexpresion significativa Unicamente en el tratamiento
con doble aplicacion de Howler® a las 96 horas. No se
observaron diferencias significativas en la expresién de los
genes asociados a la via del etileno en los distintos tiem-
pos evaluados. La Unica comparacién que mostré diferen-
cias significativas entre las plantas tratadas con Howler®
y el control correspondié al gen ER en el tratamiento con
doble aplicacion a las 96 horas. De manera similar, las di-
ferencias observadas en los distintos tiempos analizados
para la expresiéon del gen LOX no resultaron significativas
entre los tratamientos. En cuanto a la expresion de genes
que codifican proteinas de defensa, se observé que tanto
BBI como SWIN2 presentaron una sobreexpresion signifi-
cativa a las 6 horas posteriores a la aplicacion de Howler®
(Figura 4).

@ DISCUSION

La evaluacion fenotipica bajo condiciones con-
troladas de infestacién demostré que Howler® redujo
significativamente el nimero de entrenudos dafiados,
vainas afectadas y el dafo total del tallo en plantas de
cafa de azucar infestadas con Diatraea saccharalis. Estos
resultados evidencian un efecto protector efectivo, pro-
bablemente mediado por la induccién de mecanismos de
defensa de la planta, en concordancia con lo reportado
previamente (Budeguer et al., 2023).

El andlisis de expresion génica respalda esta hi-
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Figura 3. Efecto de Howler® (media + DE) sobre la proteccion
contra el dafho de D. saccharalis en caha de azUcar variedad
TUC 95-10.

potesis. Se observé una sobreexpresion significativa del
gen PR1, marcador de la via del &cido salicilico (SA), a las
96 horas posteriores al tratamiento con doble aplicacion
de Howler®. Este resultado sugiere que Howler® activa
respuestas defensivas mediadas por SA, comuUnmente
asociadas a la resistencia frente a patégenos biétrofos y
a ciertos insectos herbivoros (Durrant y Dong, 2004). Asi-
mismo, los genes BBI4 y SWIN2, que codifican inhibidores
de proteasas involucrados en la defensa contra la herbi-
voria, mostraron una induccién temprana, detectable a las
6 horas posteriores a la aplicacion. Esta rapida respuesta
sugiere que Howler® podria incrementar el estado de aler-
ta defensiva de la planta, preparandola para responder de
manera mas eficiente ante el ataque de insectos. Estos
resultados coinciden con estudios previos que describen
el papel de proteinas PR e inhibidores de proteasas en
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Figura 4. Respuesta de defensa desencadenada por el tratamiento con Howler® en plantas de cana de azlcar. Evolucion temporal
del valor de 2-AACt para el gen PR1 (via SA), los genes ACO 'y ER (via ET), el gen LOX (via JA) y las proteinas de defensa BBy SW2.

los mecanismos de defensa vegetal (Falco y Silva-Filho,
2003; Medeiros et al., 2012; Souza et al., 2017). Por el con-
trario, no se detectaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la expresién de genes asociados a las vias
del etileno (ET) y del acido jasménico (JA) bajo las condi-
ciones evaluadas. Esto podria indicar que Howler® activa
predominantemente la via del SA en cafia de azucar, po-
siblemente en funcion de la naturaleza de su compuesto
activo, Acremonium strictum Elicitor Subtilisin (AsES), tal
como fue descripto previamente en Arabidopsis thaliana
(Hael-Conrad et al., 2015).

Observaciones a campo han mostrado que plan-

tas de cafa de azucar tratadas con Howler® presentan
menores niveles de infestacion por D. saccharalis en
comparacion con los controles, lo que refuerza su efecto
protector también bajo condiciones productivas (Padilla
et al., 2024). En conjunto, la evidencia fenotipica y mole-
cular posiciona a Howler® como un bioestimulante pro-
misorio para la proteccion del cultivo de cafia de azucar.
Su capacidad para activar vias de sefalizacién defensiva
sin recurrir a modificaciones genéticas, sumada a su fa-
cilidad de aplicacién y bajo impacto ambiental, respalda
su integracién en estrategias de manejo sustentable de
plagas.
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@ CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que Howler®
es capaz de proteger eficazmente a las plantas de cafa
de azucar frente a infestaciones de Diatraea saccharalis,
reduciendo significativamente el dafio bajo condiciones
controladas. El andlisis de expresion génica sugiere que
este efecto esta mediado principalmente por la activacion
de la via del acido salicilico y por la inducciéon de protei-
nas asociadas a la defensa contra insectos herbivoros.
En conclusién, el uso de Howler® se presenta como una
estrategia prometedora para la proteccion de la cafia de
azUcar frente a D. saccharalis, una de las principales pla-
gas del cultivo, contribuyendo al desarrollo de sistemas de
produccion mas sostenibles.
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