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Evaluacion del desarrollo de estructuras
infectivas y etecto de Beauvena bassiana
en el crecimiento de plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum) bajo condiciones de
alta temperatura

Evaluation of the development of infective structures and the effect
of Beauveria bassiana on the growth of tomato seedlings (Solanum
lycopersicum) under high-temperature conditions
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Resumen ()

[Objetivo] Se evalud el desarrollo in vitro de estructuras infectivas de cepas de Beauveria spp. y su efecto en el
crecimiento de pléntulas de tomate (Solanum lycopersicum)en condiciones de alta temperatura.[Metodologia]
Se compard el desarrollo de 5 cepas de Beauveria spp. en condiciones dptimas y de alta temperatura (hasta 35 °C)
en relacién con la produccion de conidios, crecimiento del micelio y germinacion. Posteriormente, se evalug el
efecto de la cepa con mejores resultados de desarrollo en el crecimiento de plantulas de S. lycopersicum, cultivar
'Gladiator’, bajo las mismas condiciones de temperatura. Cada cepa fue identificada por PCR con la amplificacion
de la zona intergénica nuclear Bloc y el factor de elongacion EF1-a. [Resultados] Las cepas se identificaron
como Beauveria bassiana de linaje neotropical. No se encontraron diferencias significativas en la produccién de
conidios entre tratamientos (p-value >0.05) a diferencia del crecimiento del micelio. Se observaron cambios
leves, pero significativos en las relaciones de raiz a superficie, no asi en las demas variables evaluadas y solo para
las pléntulas a las que se les aplicd la cepa H-31 [Conclusiones] Se determind el potencial entomopatégeno
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de B. bassiana en condiciones de estrés ambiental como las altas temperaturas del clima tropical. Se establece,
ademds, la base para la bioprospeccidn de microorganismos termotolerantes con potencial agrobiotecnoldgico
en escenarios de calentamiento global.

Palabras clave: termo-tolerancia; hongos entomopatdgenos; control bioldgico; promotor de crecimiento;
estrés fisioldgico.

Abstract

[Objective] The paper aimed to evaluate in vitro development of infective structures of Beauveria spp.
strains and their effect on the growth of tomato seedlings (Solanum lycopersicum) under high-temperature
conditions. [Methodology] The development of five strains was compared under both optimal and
high-temperature conditions (up to 35°C) regarding the production of conidia, mycelium growth, and
germination. Subsequently, the effect of the strain with the highest yield on the growth of seedlings of
S. lycopersicum, cultivar 'Gladiator, was assessed under the same temperature conditions. Furthermore,
each strain was identified using PCR amplification of the nuclear intergenic region Bloc and elongation
factor EF1-a. [Results] Strains were identified as Beauveria bassiana of neotropical lineage. No significant
differences were found in the conidia production between treatments (p-value > 0.05), as opposed to
mycelial growth. Minor but significant changes were observed in root-to-surface ratios but not in any other
evaluated variables, and only for seedlings treated with strain H-31.[Conclusions] The entomopathogenic
potential of B. bassiana was determined under environmental stress conditions, such as high temperatures
typical of tropical climates. This study also lays the groundwork for the bioprospecting of thermotolerant
microorganisms with agrobiotechnological potential in global warming scenarios.

Keywords: thermo-tolerance; entomopathogenic fungi; biologic control; growth promoter; physiological stress.
Resumo

[Objetivo] Foi avaliado o desenvolvimento in vitro de estruturas infecciosas de cepas de Beauveria spp. e
seu efeito no crescimento de mudas de tomate (Solanum lycopersicum) sob condi¢des de altas temperaturas.
[Metodologia] O desenvolvimento de 5 cepas de Beauveria spp. em condicdes ideais e alta temperatura (até
35 °C) em relagdo a producdo de conidios, crescimento micelial e germinacdo. Posteriormente, avaliou-se o
efeito da cepa com melhores resultados de desenvolvimento no crescimento de mudas de S. lycopersicum,
cultivar ‘Gladiator, nas mesmas condicbes de temperatura. Cada cepa foi identificada por PCR com a
amplificagdo da regido intergénica nuclear Bloc e do fator de alongamento EF1-a.. [Resultados] As cepas
foram identificadas como Beauveria bassiana de linhagem neotropical. Nao foram encontradas diferencas
significativas na produgdo de conidios entre os tratamentos (valor de p >0,05) diferentemente do crescimento
do micélio. Foram observadas pequenas, porém significativas, alteracdes nas relagdes raiz-superficie, mas nao
nas demais varidveis avaliadas e apenas para as mudas nas quais foi aplicada a cepa H-31 [Conclusdes] Foi
determinado o potencial entomopatogénico de B. bassiana em condicdes de estresse ambiental, como as altas
temperaturas do clima tropical. Estabelecem-se também as bases para a bioprospeccao de microrganismos
termotolerantes com potencial agrobiotecnolégico em cendrios de aquecimento global.

Palavras-chave: termotolerancia; fungos entomopatogénicos; controle bioldgico; promotor de
crescimento; estresse fisioldgico.
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Introduccion

El uso inadecuado de insecticidas qui-
micos ha generado plagas mas resistentes,
al tiempo que ha aumentado los efectos de
la contaminacién ambiental (Naqqash et
al., 2016). Actualmente, hay una tendencia
a utilizar insecticidas diamidas y nicotini-
cos (Umetsu y Shirai, 2020), lo cual podria
afectar de forma negativa a las especies
de abejas, invertebrados acuaticos y otros
organismos no objetivo (Borsuah et al.,
2020). Ademas, algunos insumos quimicos
han disminuido su eficacia; por ejemplo,
los lepidopteros presentan resistencia a las
diamidas (Richardson et al., 2020). Debi-
do a esto, desde hace varios afios se estd en
la busqueda de alternativas sostenibles de
control, como los hongos entomopatoge-
nos (Furuie et al., 2022; Zeina et al., 2022;
Zhang et al., 2020). Entre los productos
mas comunes a base de hongos se encuen-
tran: Beauveria bassiana
(33.9 %), Metarhizium 2
anisopliae (33.9 %), Isa-
ria fumosorosea (5.8 %),
B. brongniartii (4.1 %)
y otros (22.3 %), esto de
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comenzd a aumentar significativamente,
abarcando el 92 % de todas las referencias
bibliograficas. En este andlisis, la palabra
clave mas comun es “control bioldgico de
plagas”, lo cual demuestra el notable interés
y la gran cantidad de estudios de este género
en lo relacionado a su potencial entomopa-
togeno para fines agricolas. Sin embargo,
hay aspectos menos explorados que podrian
mejorar el uso de estos hongos, como su
supervivencia en condiciones adversas y su
potencial como biofertilizantes.

El calentamiento global en regiones
de clima tropical podria entorpecer las es-
trategias de control biologico basadas en B.
bassiana, pues factores como las altas tem-
peraturas y la baja humedad pueden limitar
su rendimiento (Vidal y Fargues, 2007). Por
ejemplo, la germinacién Optima de las co-
nidias de este hongo varia entre 25 y 30 °C
(Mwamburi ef al., 2015), sin embargo, las
cepas expuestas a temperaturas de ~30 °C
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un total de 171 produc-
tos contabilizados (Fa-
ria y Wraight, 2007). En
cuanto a investigaciones,
hay un total de 2 445 ar-
ticulos que coinciden
con el término “Beauve-
ria” en la blisqueda rea-
lizada en PubMed.gov
(figura 1). Se destacan
avances cientificos en las
décadas de 1960 a 1990,
pero no fue hasta el pe-
riodo 2000-2021 que el
nimero de documentos
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Figura 1. Numero de articulos cientificos relacionados con Beauveria spp. en
PubMed.gov, 1961-2021 (n= 2 445), con el descriptor de busqueda “Beauve-
ria”[Titulo/Resumen]. Analisis de cluster de las 50 palabras mas relevantes,
por medio de la distancia de Kullback-Leibler para comparar la distribucion
de las coocurrencias de palabras con la distribucion general de palabras. El
analisis cienciométrico se realizo con el software VOSviewer, version 1.6.16.
Fuente: propia de la investigacion.
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pueden mostrar un crecimiento reducido y
por encima de los 34 °C pueden resultar le-
tales (Abdulhai et al., 2010; Hiromori et al.,
2004). Es un hecho que estas altas tempera-
turas son facilmente alcanzables en un clima
tropical, por lo que las cepas termotoleran-
tes y aisladas de insectos muertos infectados
en climas tropicales secos podrian ser una
opcion. La mejora genética de este hongo
también podria ser una estrategia (Ortiz-Ur-
quiza et al., 2015; Xie et al., 2010), no obs-
tante, este enfoque esta limitado por los tér-
minos regulatorios relacionados con el uso
de organismos modificados genéticamente,
cuyos posibles efectos ambientales ain son
inciertos (Koenraadt y Takken, 2011).

B. bassiana es conocida por su po-
tencial en el manejo de plagas, pero su po-
tencial como promotor del crecimiento en
plantas ha sido menos explorado (Sinno et
al., 2021). Entre los posibles beneficios de
la asociacion planta-hongo se encuentran: 1)
mejoras en la respuesta de las plantas a los
cambios ambientales, al presensibilizar el
metabolismo celular de las plantas, lo cual
les permite enfrentar y sobrevivir al estrés
ambiental de manera mas eficiente (Sturz
y Nowak, 2000), ii) propiciar el intercam-
bio de compuestos que permiten el correcto
funcionamiento metabolico entre la planta
y el hongo (Mishra et al., 2018), y iii) au-
mento de la disponibilidad de nutrientes,
mejora de la calidad del suelo, produccion
de antibidticos y sustancias que aumentan
el crecimiento de las plantas (Ciccillo ef al.,
2002; Lodewyckx et al., 2002). Al estable-
cer una asociacion endofita, se ha registrado
un incremento significativo en el crecimien-
to de las plantas, ademads, estas asociacio-
nes mantienen las plagas dentro de limites
manejables (Barra-Bucarei et al., 2019). Por
ejemplo, Pachoute et al. (2021) registraron
aumentos significativos en la biomasa de las
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plantas de caupi (Vigna unguiculata), expli-
cados por un aumento en las tasas de asimi-
lacion de CO,, la conductancia estomatica y
el contenido total de clorofila. Mantzoukas
et al. (2021) demostraron no solo la colo-
nizacion exitosa del endoéfito B. bassiana,
sino también un notable efecto en el creci-
miento de las raices de la vid (Vitis vinifera)
sin dafar la planta y Russo et al. (2019) in-
formaron que las plantas de maiz inocula-
das con B. bassiana presentaron un aumen-
to en la altura, el nimero de hojas, el peso
del grano, el rendimiento y el porcentaje de
germinacion de las semillas en comparacion
con las plantas de control.

En todos estos estudios, se determind
que la reduccion significativa en las plagas
y la capacidad del hongo para colonizar
plantas contribuyen al conocimiento exis-
tente sobre su actividad entomopatdgena
y resalta su impacto beneficioso en el cre-
cimiento y rendimiento de los cultivos. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar in
vitro el desarrollo de estructuras infectivas
de cinco cepas de Beauveria spp. aisladas
de insectos parasitados recolectados en di-
ferentes regiones de clima tropical en Costa
Rica y su efecto en el crecimiento de plan-
tulas de tomate (Solanum lycopersicum,
cultivar ‘Gladiator’) en condiciones de alta
temperatura.

Metodologia

Cepas de Beauveria spp.

Se utilizaron las cepas de Beauveria
spp.: INTA-H26, INTA-H30, INTA-H31,
INTA-H49 e INTA-H50 (en lo sucesivo:
H-26, H-30, H-31, H-49 y H-50), del Ban-
co de Microorganismos del Laboratorio de
Fitoproteccion del Instituto Nacional de
Innovaciéon y Transferencia en Tecnologia
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Tabla 1. Especies hospederas y ubicacion geografica de los sitios de aislamiento de las
cepas de Beauveria spp. utilizadas en esta investigacion.

Nombre Cédigo Hospedero Latitud Longitud Lugar de colecta Afio de

cientifico (provincia) colecta
Beauveria spp. INTA-H26  Diaphorina citri 10.8368 -84.6202 Alajuela 2013
Beauveria spp. INTA-H30  Hypothenemus hampei 9.9753 -84.1399 Heredia 2013
Beauveria spp. INTA-H31  Hypothenemus hampei 9.9833 -84.1833 Heredia 2013
Beauveria spp. INTA-H49  Bemisia tabaci 11.0333 -84.7166 Alajuela 2017
Beauveria spp. INTA-H50  Aulacorthum solani 10.0939 -84.4238 Alajuela 2012

Nota: fuente propia de la investigacion.

Agropecuaria (INTA), aisladas a partir de
insectos muertos parasitados recolectados
de diferentes regiones de Costa Rica (tabla
1), con temperaturas que oscilan entre 19 °C
min. y 35 °C max. y ~70 % de humedad re-
lativa. Las cepas se almacenaron en discos
de papel filtro (0.5 cm de diametro) en acei-
te a -20 °C.

Identificacion taxonomica

La caracterizacion molecular se llevo
a cabo en el Laboratorio de Biologia Mole-
cular del INTA. La extraccion de ADN se
realiz6 con 20 mg de micelio con 15 dias de
incubacion en medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA), segin el procedimiento
descrito por Hoyos-Carvajal et al. (2008).
Se macerd el micelio en 500 pL del buffer
de extraccion (Tris-HC1 200 mM pH 7.2,
EDTA 50 mM, SDS 3 %, NaCl 1 M y Mer-
captoetanol 0.2 %), la mezcla resultante se
incub6 a 60 °C durante 30 min y se agito
cada 10 min con un agitador vortex. Poste-
riormente, se afiadié 500 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo hasta
formar una masa blanca. Luego, se centrifu-
gd a 8 154 g durante 15 min y al sobrena-
dante se le afiadio 0.54 veces el volumen de
isopropanol. Se centrifug6 a4 313 g durante
5 min, se descarto el sobrenadante, se dejo
secar el sedimento y luego se resuspendio
en 300 pL de buffer Tris-EDTA. Se afia-
di6 acetato de sodio pH 5.2 (0.3 M) y dos

veces el volumen de etanol absoluto y luego
se centrifugd a 2 426 g durante 10 min. Se
descarto el sobrenadante y se lavo el preci-
pitado con 200 pL de etanol al 70 %, se dejo
reposar por 1 h y se centrifugd a 4 313 g
durante 10 min. Finalmente, el precipitado
se dejo secar y se resuspendié en 100 pL de
buffer Tris-EDTA, el cual se incubd a 37 °C
durante 10 min. La integridad del ADN se
determind mediante un espectrofotdmetro
(Thermo Scientific®).

La identificacion molecular de las ce-
pas se realizd con la amplificacion de dos
regiones: 1) la del gen de factor de elon-
gacion-1 alfa (EF1-a) por la técnica PCR
Touchdown, los cebadores utilizados fue-
ron 983F (10 uM) 5’-GCYCCYGGHCAY-
CGTGAYTTYAT-3" y 2218R 5’-ATGA-
CACCRACRGCRACRGTYTG-3" (Rehner
y Buckley, 2005) y 2) la region intergénica
nuclear del locus B (Bloc) mediante PCR de
punto final, con los cebadores BS.1F (10 uM)
5’-CGACCCGGCCAACTACTTTGA-3’
y B3.1R 5’-GTCTTCCAGTACCACTAC-
GCC-3’ (Rehner et al., 2006). Los reactivos
para la PCR fueron: 2X DreamTaq polimera-
sa Master Mix (Thermo Scientific®, K1071)
y 10 ng uL-1 ADN de volumen final 25-50
puL. Las condiciones de amplificacién para
el gen EF1-a y la region intergénica Bloc se
detallan en la tabla 2. Los productos de PCR
obtenidos se visualizaron en gel de agarosa
al 1 %. Las secuencias se obtuvieron por el
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Tabla 2. Perfil de termociclado para la PCR del gen EF1-a y la region intergénica Bloc.

Gen EF1-a

Paso Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones
Desnaturalizacion inicial 94 4 min 1X
Desnaturalizacion 94 30s Touchdown
Hibridacion 66-58 disminucion 1 °C por ciclo 30s 8X
Extension 72 1 min
Desnaturalizacion 94 30s 36X
Hibridacion 56 30s
Extension 72 1 min
Terminacion 72 30 min 1X

Region intergénica Bloc

Paso Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones
Desnaturalizacion inicial 94 2 min 1X
Desnaturalizacion 94 30s 40 X
Hibridacion 56 30s
Extension 72 2 min
Terminacion 72 15 min 1X

Nota: fuente propia de la investigacion.

método de Sanger y las secuencias Bloc y
EF1-a se analizaron por separado. Luego se
estudi6 en el software MEGA X (version 11)
de acuerdo con los criterios de verosimilitud
bayesiana. Los arboles filogenéticos se reali-
zaron por el método estadistico de arboles de
Maxima Verosimilitud, con 1 000 réplicas.
Las secuencias de EFl-o se repor-
taron en NCBI con los numeros de acce-
so H-26: ON755274, H-30: ON755275,
H-31: ON755276, H-49: ON755277 y

H-50: ON755278; y las secuencias de Bloc
con nuameros de acceso H-26: ON734097,
H-30: ON734098, H-31: ON734099, H-49:
ON734100 y H-50: ON734101.

Produccion de conidios, crecimien-
to del micelio y germinacion

La produccion de conidios y el creci-
miento del micelio se registrd bajo dos con-
diciones con variables de temperatura y hu-
medad relativa (tabla 3). La primera simula

Tabla 3. Condiciones de temperatura y humedad relativa utilizadas para probar el
desarrollo de hongos y plantulas de tomate

Condicion: alta temperatura

Hora Temperatura (°C) Humedad relativa (%) Luz
02:00 22 70 No
04:00 21 70 No
06:00 21 50 Si
08:00 26 50 Si
10:00 31 50 Si
12:00 34 50 Si
14:00 35 50 Sii
16:00 33 50 Si
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Condicion: alta temperatura

Hora Temperatura (°C) Humedad relativa (%) Luz

18:00 29 50 No

20:00 27 50 No

22:00 25 50 No

24:00 24 70 No

Condicion: 6ptimo

Hora Temperatura (°C) Humedad relativa (%) Luz
00:00-12:00 26 90 Si
12:00-24:00 26 90 No

Nota: fuente propia de la investigacion.

la temperatura promedio del clima tropical,
especificamente de la zona de Nicoya de
Costa Rica (en adelante, alta temperatura)
y la segunda corresponde a las condiciones
Optimas para el crecimiento de B. bassiana
(en adelante, 6ptimo), ambas condiciones
fueron preestablecidas en una cdmara am-
biental MLR-352H (Panasonic®).

Para cuantificar la producciéon de co-
nidios, cada cepa se inocul6 por esparcido y
quintuplicado en agar PDA a partir de culti-
VOS monosporicos y se incubaron por 15 dias
en cada una de las condiciones de cultivo.
Luego del periodo de incubacion a cada pla-
ca se le agregd aproximadamente 9 mL de
agua destilada estéril con Tween 80 (0.1 %)
para permitir una suspension del mayor na-
mero de conidios. La suspension resultante
se homogeneizd en un mezclador vortex, se
diluy6 (10 conidios mL') y se contaron los
conidios en un hemocitdmetro. Para la me-
dicion de la tasa de crecimiento de micelio,
fragmentos del borde de colonias (5%5 mm)
de un cultivo monosporico de 8 dias de in-
cubacion, se inocularon por quintuplicado en
el centro de la placa Petri (100 x15 mm) con
PDA y se incubaron en cada una de las con-
diciones de cultivo. El diametro de la colonia
de cada réplica se registr6 en mm cada 2 dias,
hasta cubrir toda la placa, con un periodo

maximo de 25 dias de incubacion (Costa et
al., 2021; Geronimo-Torres et al., 2016). La
germinacion de conidios se evaluo inoculan-
do 3 puL de suspension de 102 conidios en
medio PDA y se incub6 por 24 h en condicio-
nes Optimas y alta temperatura, se considero
germinada cuando el tubo germinativo tenia
el doble del tamafio del conidio.

Efecto de B. bassiana en el creci-
miento de plantulas de tomate

Se utilizaron plantulas de tomate (So-
lanum lycopersicum, cultivar ‘Gladiador’)
de un mes desde la siembra. Las semillas se
germinaron a 32 °C y luego se cultivaron en
invernadero a 28 °C y 45 % de humedad re-
lativa. Para aplicar los tratamientos, las plan-
tulas se sembraron en macetas de 100 mL
en un sustrato de tierra con abono organico.
Para el tratamiento con Beauveria spp., se le
aplico a cada plantula (n= 53), por el méto-
do de drench, 10 mL de una suspension de
10° conidios mL"! en Tween 20 (0.1 %) de
la cepa que mostrd la mejor respuesta en la
produccion de conidios y en el crecimiento
del micelio y se incubaron por 21 dias en las
condiciones de alta temperatura (tabla 3) en
la camara ambiental MLR-352H (Panaso-
nic®). A la semana de incubacion se realizod
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una segunda aplicacion por aspersion foliar
de 10 mL por plantula de la suspension de
conidios para procurar una distribucién ho-
mogénea del hongo. Para el tratamiento con-
trol (n=50), se siguid el mismo procedimien-
to aplicando agua destilada estéril y Tween
20 (0.1 %). La viabilidad de los conidios se
determind inoculando 3 pL de la suspension
en PDA e incubando a 25 °C por 24 h.

Después del periodo de incubacion, se
registro el desarrollo de las plantulas bajo los
siguientes parametros: niimero de hojas (NH),
altura (A, cm), didmetro del tallo (D, mm), in-
dice de esbeltez (IE, cm mm'), masa seca de
la raiz (MSR, g), masa seca aérea (MSA, g),
masa seca total (MST, g), relacion de masa de
raiz (RMR: relacién de MSR a MST, %), rela-
cion de masa aérea (RMA: relacion de MSA a
MST, %), relacion de raiz a superficie (RRS:
MSR- relacion a MSA, g g') y tasa de creci-
miento relativa (TCR, g g' dia™). E1 TCR se
calculd con la siguiente formula:

TCR = (In(MST,) - In(MST))/(¢,~ ,) (ecuacién 1),

donde MST, y MST, fueron MST inicial y
final, respectivamente, y (¢,—¢,) fue el tiem-
po de crecimiento. El MST inicial se midid
30 dias después de la siembra, antes de apli-
car el tratamiento a la plantula. Finalmente,
se midid la masa foliar por area (MFA, kg
m?) y el contenido relativo de agua de la
hoja (CRA, %) de tres discos de hoja por
plantula (n= 10).

Analisis de datos

La produccién de conidios de las cin-
co cepas de Beauveria spp. en condiciones
optimas y de alta temperatura se evaluo
mediante Kruskal-Wallis y la prueba de
diferencia minima significativa (LSD). El
crecimiento del area de micelio (MA) en
condiciones Optimas y de alta temperatura
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se evalud mediante el analisis de covarianza
(ANCOVA), por el siguiente modelo:

;= (uta) + B+y)- x;te, (ecuacion 2),

donde 1, €s MA para una muestra j de con-
dicioén 7, X, €s el tiempo (covariable) para
una muestra j de condicion i, x4 es el inter-
cepto y S es la pendiente de la relacion entre
MA'y el tiempo para la condicién 6ptima; a.
y 7, son las diferencias en la interseccion y la
pendiente, respectivamente, entre las condi-
ciones Optimas y de alta temperatura (i = 2),
y &, es el error para la muestra j de la con-
dicion j. Se realizé una extrapolacion para
estimar el area de micelio a los 25 dias para
las cepas H-26 y H-31, pues presentaron un
crecimiento que cubri6 toda la placa, pero
no fue posible medir su crecimiento final.
Finalmente, el efecto de la cepa aplicada
en las plantulas de tomate en condiciones
de alta temperatura y control se evalué me-
diante una prueba z-student o de Wilcoxon.
Todos los analisis estadisticos se realizaron
con el lenguaje de programacion R, version
3.6.1 (Equipo RCore, 2021) con un nivel de
significacion de o = 0.05.

Analisis y resultados

Identificacion taxonomica

Todas las cepas fueron identificadas
como Beauveria bassiana de linaje neotropical,
excepto la cepa H-49 cuyo linaje es sudameri-
cano (figura 2; relaciones de linaje seglin region
intergénica Bloc en material suplementario).

Produccion de conidios, crecimien-
to del micelio y germinacion

Las cepas H-30 y H-31 presentaron
la mayor produccion de conidios en am-
bas condiciones (0ptima y alta temperatura,
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7 [— H-26 P<0.05; figura 3). Las cepas con los rendi-
- H-50 _ _ mientos mas bajos en términos de produc-
55 H-34 Linaje neotropical ., P
o cién de conidios fueron H-49 y H-50. En
H-30

cuanto al desarrollo de micelio, todas las
cepas en condiciones Optimas tuvieron la
mayor tasa de crecimiento (P<0.01 analisis
estadistico en material suplementario; figura
4), donde H-31 mostré6 la mayor tasa de cre-

B. bassiana
H-49} Linaje sudamericano
B. varroae

B. kipukae
— B. brongniartii

= 8. australis cimiento en ambas condiciones, con valores
—————— B. sungi de 78.5 y 42.5 cm? a los 25 dias de incuba-
S— B. vermiconia cion para condicidon Optima y alta tempera-
65
M 5 B. cmledonica tura, respectivamente. En cuanto a la germi-
2 Bmeiebaonna nacion, para todas las cepas fue de 100 %
50 “—B. malawiensis ’ . .y
luego de 8 h después de la inoculacion.
B. asiatica
B. amorpha

Isaria cicadae

Figura 2. Arbol filogenético de cepas de Beauveria (H-26, H-30, H-31, H-49 y H-50)
inferido mediante el método TN93+G basado en el factor de elongacion-1 alfa (EF1-a).

Los numeros en cada rama muestran los valores bootstrap para 1 000 réplicas.
Fuente: propia de la investigacion.
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Figura 3. Comparacion de la produccion de conidios de 5 cepas de Beauveria bassiana
(H-26, H-30, H-31, H-49 y H-50) bajo dos condiciones de temperatura: optima y

alta temperatura. Las letras iguales indican que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre las cepas para cada tratamiento (P>0.05, prueba de diferencia minima
significativa (LSD). El corchete indica la comparacion entre condiciones de crecimiento
para cada cepa mediante la prueba de Wilcoxon (a= 0.05). KW: Prueba de Kruskal-
Wallis; d.f.= 4, 70; *: P<0.05; ***: P<0.001, n. s.: no significativo,; S. E.: error estandar.

Fuente: propia de la investigacion.
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Figura 4. Crecimiento del area de micelio por tiempo de incubacion para cinco cepas de
Beauveria bassiana (H-26, H-30, H-31, H-49 y H-50) en dos condiciones de crecimiento:
optimo y alta temperatura. La linea negra solida muestra el ajuste del modelo de regresion
lineal del area de crecimiento del micelio (R*>0.98). La linea roja punteada presenta el
estimado para el mejor ajuste del modelo a 25 dias para H-26 y H31. S. E.: error estandar.

Fuente: propia de la investigacion.

Se ha documentado que B. bassiana
puede crecer adecuadamente en temperaturas
entre 25 y 30 °C; sin embargo, se ha reportado
que conforme aumenta la temperatura, el ren-
dimiento disminuye hasta el punto de detener
el crecimiento a 35 °C (Alali et al., 2019). En
el presente estudio las cepas probadas mostra-
ron una mayor tolerancia al sobrevivir 7 h al
dia a temperaturas entre 31 y 35 °C durante 25
dias, destacando a H-31 como la mejor cepa
en cuanto a produccion de conidios y creci-
miento de micelio. Otros estudios han demos-
trado la supervivencia de B. bassiana hasta 45
°C en una prueba de 2 h, y mortalidad a 46
°C para una prueba de 6 h (Fernandez et al.,
2008). Al momento de causar la infeccion en
insectos, las vias de propagacion de los hon-
gos son conidios, blastosporas y el micelio,
esto debido a que estas estructuras aumentan

la probabilidad de contacto (Wang et al.,
2020). Se conoce que en condiciones de cam-
po la exposicion a altas temperaturas es uno
de los factores de estrés mas determinantes
que podrian afectar negativamente la germi-
nacion y el crecimiento de estos biocontrola-
dores (Fernandez y Bittencourt, 2008), por lo
que los resultados del presente estudio sobre
el desarrollo de estas estructuras, demuestran
que es viable obtener cepas autoctonas de B.
bassiana con cualidades termo tolerantes para
ser utilizadas en el control biologico de algu-
nas plagas bajo altas temperaturas. Esto es util
para incentivar la aplicacion en cultivos de zo-
nas de clima tropical y también en escenarios
de calentamiento global. Incluso, la tempera-
tura fuera del optimo podria estimular la pro-
duccion de conidios, tal fue el comportamien-
to observado en las cepas H-26, H-30 y H-50.
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Efecto de B. bassiana en el creci-
miento de plantulas de tomate

De acuerdo con los resultados de
produccion de conidios y crecimiento de
micelio en altas temperaturas, se utilizo la
cepa H-31 para evaluar cambios en el de-
sarrollo de plantulas de S. lycopersicum. A
pesar de que no se presentaron cambios sig-
nificativos en el desarrollo foliar (nimero y
area), altura, diametro y raiz y brote+hoja
(tabla 4), se observaron cambios leves pero
significativos en la particion de la raiz y la
superficie (RMR, RMA y RRS), lo cual re-
presenta un ajuste marginal de +0.8 % entre
el tratamiento H-31 y el control. Se destaca
que el tratamiento donde se aplicé el hongo
no mostré6 cambios fisicos negativos visi-
bles en las plantulas (coloracion o deforma-
cion de hojas, brotes y raices).

Raya-Diaz et al. (2017) encontraron
que a mayor tiempo de exposicion de este
hongo (93 dias después de la siembra), se
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obtuvo un incremento en la longitud total
de las raices al hacer las aplicaciones de
hongo sobre semillas, sustrato y hojas en
comparacion con el control. Por su parte,
Mantzoukas ef al. (2021) también demos-
traron un aumento en el crecimiento de las
raices sin dafiar la planta de ninguna mane-
ra y Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et
al. (2020) reportaron una mayor tolerancia
a la sequia en el maiz con hasta un 63 % de
recuperacion del vigor 24 h después del rie-
go tras 10 dias de sequia. En el contexto de
esta investigacion, se plantea la hipotesis de
que si se extiende el tiempo de exposicion
al hongo se obtendran mayores efectos en el
crecimiento de 6rganos como las raices, con
posibles beneficios como una mayor absor-
cioén de agua (resistencia a la sequia) y nu-
trientes (Tall y Meyling, 2018). Ademas, se
podrian esperar efectos notables al conferir
a las plantas resistencia a ciertas plagas en
condiciones de campo (Russo et al., 2019).

Tabla 4. Efecto de la cepa de Beauveria bassiana H-31 en las caracteristicas morfologicas
de plantulas de Solanum lycopersicum (cultivar ‘Gladiator’; 21 dias después de la

inoculacion)
Variable Control H-31 t-student () o P
(Abreviatura, unidad) (n=50) (n=153) Wilcoxon (V)
Numero de hojas (NH) 8.1+0.22 8.6+0.12 1070 ¥ n. s.
Masa foliar por drea (MFA, kg m?)’ 27.7+0.64 26.9+0.56 093! n.s.
Contenido relativo de agua de la hoja 89.7+0.2 90.4+£0.2 -0.97! n.s.
(CRA, %)}
Altura (4, cm) 24.38 £ 0.53 2548 £ 045 -1.58'¢ n.s
Diametro del tallo (D, mm) 4.10£0.05 4.07 £0.06 1283 W n.s
Indice de esbeltez (IE, cm mm') 5.98 +0.14 6.30+0.13 -1.70¢ n.s
Masa seca de la raiz (MSR, g) 0.044 £ 0.002 0.044 £ 0.002 =277 n. s
Masa seca aérea (MSA, g) 0.525+0.016 0.564 +0.019 -1.56" n.s
Masa seca total (MST, g) 0.561 £0.017 0.607 £0.020 -1.75¢ n. s.
Relacion de masa de raiz (RMR, %) 6.4+0.2 72+0.3 882 W *
Relacion de masa aérea (RMA, %) 93.6+0.2 92.8+0.3 1418 ¥ *
Relacion raiz a superficie (RRS, g g) 0.069 + 0.003 0.078 £ 0.003 882 W *
Tasa de crecimiento relativa (TCR, g g’! 0.030 +0.001 0.033 +0.002 -1.55¢ n.s
dia’!
Medi)a + S. E.; *: P<0.05; n. s.: no significativo (P>0.05); tres discos de hoja por plantula n = 10.
Nota: fuente propia de la investigacion.
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En cuanto al efecto endéfito de este
hongo, se sabe que se ha logrado una colo-
nizacion exitosa cuando se aplica la cepa a la
semilla (43.34 % después de 60 dias en Cor-
chorus olitorius; Biswas et al. (2011)) y a la
radicula (100 % después de 60 dias en Theo-
broma cacao, Posada y Vega (2005)). Sin
embargo, en algunos casos este hongo puede
establecerse como endofito, pero sin persistir
en el tiempo; la asociacion podria ser incluso
cepa-especifica (Brownbridge et al., 2012).
Para este estudio se plantea la hipotesis de
que al inocular B. bassiana en plantulas de
tomate no se evidencié una interaccion sig-
nificativa debido a que: 1) requiere una etapa
de inoculacion mas temprana en algunos mo-
mentos de desarrollo de la planta, es decir,
radicula o semilla; ii) su establecimiento cesa
poco tiempo después, o iii) la interaccion del
enddfito es especifica de la cepa.

Conclusiones

Se reporta por primera vez en Costa
Rica un aislamiento de linaje sudamericano
de B. bassiana, (cepa H-49), lo cual apoya
la hipdtesis de Castro et al. (2021) que la
amplia diversidad y distribucion de la espe-
cie en el mundo hace probable la existencia
de estos linajes en el pais y que estudios adi-
cionales podrian incrementar estos repor-
tes. Se destaca el potencial de crecimiento
y produccion de conidias de la cepa H-31
bajo condiciones de estrés de temperatura.
Ademéds, aunque la cepa H-31 no eviden-
ci6 efectos estimulantes en el desarrollo
de plantulas de tomate, tampoco ocasiond
efectos negativos. Por lo anterior, la cepa
H-31 podria ser aplicada de forma segura
para el control de plagas a las concentracio-
nes utilizadas en este estudio; en zonas de
clima tropical y en escenarios de calenta-
miento global.
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Los métodos mas sostenibles para
el manejo de plagas y los promotores del
crecimiento a base de hongos no siempre
son facilmente aceptados por agricultores,
por lo que es necesario realizar ensayos
adicionales en invernadero y campo en se-
guimiento a este estudio. También es reco-
mendable medir la patogenicidad de la cepa
H-31 en los insectos que afectan al tomate y
evaluar el efecto de la radiacion ultravioleta
en la germinacion y produccion de conidias.
Finalmente, aunque no se encontraron ce-
pas con potencial endéfito en este estudio,
es importante promover la bioprospeccion
de microorganismos con esta y otras carac-
teristicas benéficas, ya que los efectos pro-
tectores ante enfermedades y plagas podrian
mejorar el desarrollo e impactar la producti-
vidad de la planta.
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