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Resumen

Una metodologia para la identificacion y evaluacion de hongos endofitos entomopatogenos en ecosistemas foresta-
les es presentada en este estudio, enfocandose en su potencial como agentes de control bioldgico de plagas forestales. Para
ello, se emplea el insecto modelo Tenebrio molitor para evaluar la patogenicidad de los hongos encontrados. Los hongos
endofitos fueron aislados de los tejidos de diversas especies de arboles mediterraneos, Quercus ilex, Quercus pyrenaica,
Quercus suber y Castanea sativa, y posteriormente testados en T. molitor. Se comparan los hongos entomopatogenos na-
tivos encontrados con Beauveria pseudobassiana. Al comparar con Beauveria pseudobassiana, se observa que los hongos
endofitos nativos encontrados causan una mortalidad del 100 % en 7. molitor, con un tiempo letal medio (TL50) de 15 dias,
con una eficacia algo mayor Beauveria pseudobassiana presenta un TL50 de 8 dias con la misma tasa de mortalidad.
Estos hallazgos sugieren que los hongos enddfitos nativos podria ser una alternativa para controlar plagas potenciales den-
tro del marco de la Gestion Integrada de Plagas (GIP).

Palabras claves: Control biologico, hongos autoctonos, gusano de la harina, micoinsecticidas..

Abstract

A methodology for the identification and evaluation of entomopathogenic endophytic fungi in forest ecosystems is
presented in this study, focusing on their potential as biological control agents of forest pests. For this purpose, the model
insect Tenebrio molitor is used to evaluate the pathogenicity of the fungi found. Endophytic fungi were isolated from the
tissues of several Mediterranean tree species, Quercus ilex, Quercus pyrenaica, Quercus suber and Castanea sativa, and
subsequently tested on 7. molitor. The entomopathogenic fungi found are compared with Beauveria pseudobassiana. When
compared with Beauveria pseudobassiana, native endophyte fungi found causes 100% mortality on 7. molitor, with a lit-
tle higher efficacy Beauveria pseudobassiana has a TL50 of 8 days with the same mortality rate. These findings suggest
that native endophytic fungi could be an alternative to control potential pests within the framework of Integrated Pest Ma-
nagement (IPM).

Keywords: biological control, indigenous fungi, mealworm, mycoinsecticides.
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1. Introduccion

Los hongos entomopatogenos (HE) constituyen el mayor grupo conocido de pa-
tégenos de insectos (Vega et al., 2012). Los hongos que infectan insectos estan pre-
sentes en la naturaleza y su aplicacion ha demostrado ser una estrategia valida para
reducir las poblaciones de insectos dafiinos en los ecosistemas forestales (Lacey ef
al., 2015). Estos hongos se han utilizado ampliamente para controlar varias especies
de plagas de insectos tanto en invernaderos como en campo abierto en numerosos
paises (Bamisile ef al., 2021). Por ejemplo, a nivel forestal, el hongo Entomophaga
maimaiga Humber, Shimazu & Soper (Entomophthoromycota: Entomophthorales)
se ha introducido en EE.UU. para controlar con éxito Lymantria dispar L. (Lepidop-
tera: Erebidae) (Hajek et al., 1996). El hongo Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch
se ha aplicado contra el escarabajo Melolontha melolontha L. (Lacey 2017).

Los HE nativos pueden servir como bioinsecticidas eficaces. Las cepas nativas
de HE son hongos que han coevolucionado con sus insectos hospedadores y las
condiciones ambientales locales (Picciotti ef al., 2023). Mann y Davis (2021) iden-
tificaron la temperatura, la exposicion a la luz ultravioleta, la competencia con otros
microorganismos y los metabolitos secundarios de las plantas como los principales
factores que pueden inhibir o promover la patogenicidad fungica aplicada al control
de escarabajos de la corteza por HE. Ademas, los hongos nativos pueden ser mas
adaptables a las condiciones ambientales locales. Por ejemplo, Alali et al. (2019) en-
contraron que B. bassiana (Bals. - Criv.) Vuill recolectado en las zonas méas calidas
son los mas tolerantes en términos de crecimiento, esporulacion y germinacion a
altas temperaturas. Lovett y Leger (2018) demostraron que el cultivo continuo de
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin a altas temperaturas aumenta su
tasa de crecimiento en estas condiciones.

Numerosos estudios han demostrado que el rango de hospedadores de los HE
puede extenderse mas alla de los insectos. Varios tienen la capacidad de crecer den-
tro de las plantas como endo6fitos, por ejemplo, los hongos B. bassiana, Lecanici-
llium spp, M. anisopliae y Trichoderma harzianum Rifai han sido reportados como
endofitos de plantas, no solo en cultivos herbaceos (Vega et al., 2012; Gurr et al.,
2018; Jaber y Ownley 2018) sino también en especies forestales como Pinus radia-
ta D.Don (Reay et al., 2010) y Pinus monticola Douglas ex D.Don (Ganley y New-
combe 2006). Los HE también pueden desempefiar un papel importante en la reduc-
cion de la herbivoria cuando se comportan como endofitos tras su colonizacién de
las plantas (Jaber y Ownley 2018).

El insecto Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae es un insecto suscep-
tible a los microorganismos entomopatdgenos (Lacey y Kaya 2007). Se cria facil-
mente en grandes cantidades con controles sencillos de poblacion y edad. Numero-
sos estudios lo utilizan como insecto modelo para confirmar la patogenicidad de los
hongos (Reay et al., 2010; Kim et al., 2018; Maistrou et al., 2018; Karaborklu et al.,
2019; Bamisile ef al., 2021; Eski y Murat Gezgin 2022; Shin ef al., 2022).

El objetivo de este estudio fue la busqueda de HE endéfitos nativos en especies
forestales mediterraneas (Quercus ilex, Q. suber, Q. pyrenaica y Castanea sativa
Mill.) que pudieran ser utilizados para el control de sus especies plaga. Se realiza-
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ron ensayos de patogenicidad en el insecto modelo 7 molitor y se compararon con
el efecto de Beauveria pseudobassiana (Bpseu) Rehner y Humber.

2. Materiales y métodos
Aislamiento de hongos de tejidos vegetales

Se tomaron muestras de madera, ramillos y hojas de dos especies caducifolias
y dos no caducifolias de cuatro zonas de la provincia de Salamanca (este de Espa-
fia). Las especies seleccionadas fueron Quercus suber (Valdelosa), Q. pyrenaica
(Cubo de Don Sancho), Q. ilex (La Alamedilla) y Castanea sativa (Linares de Rio-
frio). Se muestrearon 30 arboles de cada zona.

Los hongos se aislaron de los tejidos vegetales siguiendo a Inglis et al., (2012).
Los fragmentos se esterilizaron y se cultivaron en un medio general de agar papa
dextrosa (PDA) con antibioticos (estreptomicina (0,100 g/L) y ampicilina (0,050
g/L)). Las placas se incubaron a 23 °C.

A medida que los diferentes hongos emergian de los tejidos esterilizados, se
aislaron en placas individuales y se seleccionaron los que produjeron esporulacion
en PDA para utilizarlos en las pruebas de patogenicidad.

Cria en laboratorio de T. molitor

Se establecid una poblacién viable de 7. molitor en el laboratorio del Grupo de
Patologia Forestal del Campus de La Yutera, Palencia, Universidad de Valladolid.
Los ejemplares iniciales fueron adquiridos localmente y reproducidos en condicio-
nes de laboratorio. La colonia se mantuvo y propag6 en bandejas en una camara de
crecimiento a 27 = 1 °C, 70 £ 5 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas
(luz: oscuridad) con alimentacién de salvado de trigo y PDA cada dos dias como
fuente de agua (Deruytter ef al., 2021).

Prueba de supervivencia en T. molitor

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en escarabajos 7. molitor, que son
susceptibles a los microorganismos entomopatdgenos y faciles de manipular para
bioensayos con insectos (Kim et al., 2019; Shin et al., 2022). Se utilizaron 111 ais-
lados de hongos esporulantes para las pruebas.

La actividad entomopatogena se evaluod siguiendo la metodologia descrita por
Giierri-Agulld ef al. (2010) con pequetias modificaciones. Se colocaron adultos de
T. molitor (10-15 dias de edad) por parejas en placas de Petri de 5,5 cm de diame-
tro que contenian un cultivo de los hongos a probar. Se utilizaron diez insectos por
hongo. Los hongos tenian entre 12 y 20 dias, habian crecido en PDA y habian es-
porulado. El control consistid en insectos en placas Petri con s6lo PDA. Se dejé que
los insectos se movieran libremente en la placa durante 10 minutos, con dos agita-
ciones manuales de 5 segundos, y luego se colocaron en placas Petri de 11 cm de dia-
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metro con fondos de papel de filtro himedo que actuaron como camaras de hume-
dad a 23 °C durante 12 horas. A continuacion, los insectos se transfirieron a placas
individuales con salvado de trigo esterilizado como alimento y un lecho de papel de
filtro autolavado (Fig. /). Cada dos dias se proporciond un trozo de PDA autocla-
vado (0,3 cm’) como fuente de agua, tal como sugieren Deruytter et al. (2021). La
mortalidad se comprobd diariamente. Tras la muerte del insecto, los hongos ento-
mopatogenos se reaislaron en PDA.

Inoculaciéon Camara humeda
5,5 cm D11 cm
10° 12 h
;|8 2. 3. 4.

Figura 1. Inoculacion por contacto directo: 1. Hongos esporulados de 12-20 dias de edad y dos indivi-
duos de T. molitor por placa (10 por hongo). 2. 10 minutos con los insectos caminando sobre la placa (dos
sacudidas manuales). 3. Camara humeda durante 12 horas con los 10 7 molitor juntos. 4. Placas Petri in-
dividuales con salvado de trigo esterilizado como alimento y un lecho de papel de filtro autolavado.

Los hongos nativos se compararon con el efecto entomopatogeno causado por
Beauveria pseudobassiana.

Identificacion de los hongos

Los hongos que obtuvieron mejores resultados en la prueba de patogenicidad se
identificaron mediante secuenciacidon de su region del espaciador transcrito inter-
no ribosémico (ITS). Se realiz6 una extraccion de ADN y se secuencid. Las secuen-
cias se compararon mediante BLAST con la base de datos nr/nt del NCBI.

Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron en programacion R (R Core Team 2022). El
tiempo letal medio (TL50) se estimdé como el numero de dias en los que la mitad
de los insectos habian muerto. Los intervalos de confianza se estimaron mediante
transformacion logaritmica. Las diferencias se declararon significativas para p-va-
lores corregidos < 0,05
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3. Resultados
Endofitos con actividad entomopatogena

Se obtuvieron un total de 1173 aislados individuales en placas de PDA. De
ellos, 111 produjeron esporulacién en PDA. Tres de los 111 (2,7 %) hongos espo-
rulantes aislados de muestras vegetales causaron mortalidad en 7. molitor (Fig. 2).
Cada aislado pertenecia a una especie diferente de Quercus (Tabla 1). Los tres fue-
ron identificados como Lecanicillium lecanii (Zimmermann) Zare & Gama tras la
secuenciacion ITS. No se aislé ningun HE de Castanea sativa.

Figura 2. Tenebrios siendo inoculados en placa. El hongo de la izquierda se corresponde con Beauveria
pseudobassiana y el de la derecha con una de las cepas nativas entomopatdgenas aisladas.

Tabla 1. Ubicacion y tejido de origen de cada HE aislado.

Codigo Especie huésped Tejido Identidad
G-151 Quercus suber Madera Lecanicillium lecanii

CDS-El Quercus pyrenaica Hoja Lecanicillium lecanii
G-12 Quercus ilex Hoja Lecanicillium lecanii

Comparacion entre los HE aislados y Beauveria pseudobassiana (Bpseu).

Las comparaciones en la mortalidad de los 10 individuos de 7.molitor inocula-
dos con cada uno de los diferentes hongos entomopatdgenos encontrados y respec-
to a Beauveria pseudobassiana (Bpseu) se muestran en la Fig. 3. No se muri6 nin-
gun individuo del grupo control durante los 35 dias que duro el experimento.

Los tres aislados de campo de L. lecanii redujeron la supervivencia de 7. moli-
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tor en comparacion con el control (Fig. 3). E1 TL50 fue de 14 dias tanto para G-12
como para G-151, alcanzando el 100 % de mortalidad a los 34 dias del ensayo. El
TL50 fue de 16 dias para CDS E1, muriendo el 90 % de los insectos a los 16 dias y
sobreviviendo el 10 % al final del experimento. No se encontraron diferencias es-
tadisticas entre los efectos de los tres aislados de L. Lecanii. B. pseudobassiana
present6 tasas de mortalidad mas rapidas que los aislados de L. lecanii con un TL50
de 8 dias (Fig. 3).

. e 2 - — CDS E1 - 8
o s Bpseu 8 o — L 14
el m—y - 8 —_ e — 16
o — = 8 - — — 16
_ 8 B —— - 16
i | 8 | . - 16
—  — L 8 -1 — - 16
] 8 T - 16
o ey L 14 o — ~ 16
] L 28 7 - .
1—— G 12 - 8 11— G 151 -
11— -8 i L 10
44— - 14

-, — — 10
o il - 14

4 - 14
W R— - 14

- - 21
A - 14

- - 21
-4 — - 14

B -~ 21
Jpe——— - 14

- - 21
| - 30 i - 35
_ L 35

| [ | I | I T T T I I I
Apr 25 May 09 May 23 Apr 25 May 09 May 23
Fecha Fecha

Figura 3. Comparacion de supervivencia por pares entre el control, los aislados de campo y Beauveria
pseudobassiana (Bpseu). Los puntos negros muestran el dia en el que murié el insecto en cuestion. Los
insectos que no murieron al final del experimento se reflejan con un punto relleno de blanco. El eje ver-
tical son los dias hasta la muerte del individuo. El eje horizontal es la fecha en la que se produjo la muer-
te. Glicerol 12: L. lecanii aislado de Q. ilex, Glicerol 151: L. lecanii aislado de Q. suber, CDS E1: L. le-
canii aislado de Q. pyrenaica.

4. Discusion

El hongo Lecanicillium lecanii se encontr6 como endofito en hojas de Q. pyre-
naicay Q. ilex y en madera de Q. suber. Otros estudios muestran la presencia de L.
lecanii como hongo endéfito en tejidos de otras especies, principalmente cultivos,
en contextos silvestres (Nicoletti y Becchimanzi 2020) y en bosques (Jaber y Own-
ley 2018). Del género Lecanicillium, también se ha encontrado L. muscarius como
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endofito sobre Q. robur (Nicoletti y Becchimanzi, 2020). L. lecanii parece ser un
end6fito comun en una amplia variedad de plantas.

La cepa con mayor mortalidad en el menor periodo de tiempo fue Beauveria
pseudobassiana, con un TL50 de 8 dias, frente a los aislados de Lecanicillium Le-
canii que presentaron un TL50 de 14-16 dias. Los aislados de L. lecanii tardaron mas
en hacer efecto y permitieron que el insecto sobreviviera mas tiempo antes de cau-
sarle la muerte. Este mayor tiempo necesario para causar mortalidad podria ser de
interés para combatir aquellos insectos que presentan patrones de comportamiento
de agregacion. Estos patrones podrian permitir la transmisién horizontal, en la que
los individuos susceptibles se encuentran con la siguiente generacion del hongo
producida en los cadaveres micoticos. Cheraghi et al. (2012) descubrieron que el
comportamiento social de la termita Microcerotermes diversus Silvestri (Termiti-
dae), como el acicalamiento, puede ser eficaz para promover brotes epizooticos en
una colonia. Lerche ef al. (2004) informaron de que la densidad de poblacion del
trips occidental de las flores (Frankliniella occidentalis Pergande) influia en la di-
seminacion de esporas fungicas de L. lecanii.

L. Lecanii, como parte de la comunidad de hongos endofitos de Q. ilex, Q. pyre-
naicay Q. suber, podria utilizarse para el control de sus plagas. El microbioma pre-
sente de forma natural en los arboles o su inoculacion y establecimiento como en-
dofito podria ayudar a controlar especies plaga. Gémez-Vidal et al. (2006)
mostraron como hongos entomopatdgenos colonizaban los tejidos de la palmera da-
tilera después de ser herida en el peciolo al ser tratados con Beauveria bassiana 'y
Lecanicillium dimorphum (J.D. Chen) Zare & W. Gams. Shin et al. (2022) informa-
ron de que los hongos entomopatogenos (B. bassiana) inyectados en palmeras mos-
traban actividad insecticida y sobrevivian en el arbol durante al menos un mes. La
forma de actuar del hongo endofitico entomopatdgeno parece implicar la produccion
de sustancias quimicas perjudiciales para los insectos herbivoros (Vega ef al., 2008;
Cory y Ericsson 2010). Cory y Ericsson (2010) proponen que los hongos entomo-
patégenos con rangos de hospedadores relativamente amplios deberian ser los can-
didatos mas adecuados para convertirse en guardianes del hospedador. La integra-
cién de estos hongos en los programas de MIP requiere una comprension detallada
de sus interacciones con otros métodos de control bioldgico y su impacto a largo
plazo en las comunidades microbianas y de insectos.

La metodologia de este estudio podria utilizarse para buscar HE endéfitos y
agilizar su evaluacion sin necesidad de identificacion previa. Kim et al. (2018) y
Eski y Murat Gezgin (2022) también utilizaron 7. molitor para aislar hongos ento-
mopatdgenos de muestras de suelo. Criaron a los insectos sobre el suelo donde po-
tencialmente podrian estar los HE y aislaron los hongos de los insectos muertos.
Normalmente, la busqueda de HE endofiticos se realiza mediante identificacién
morfologica y/o molecular (Bamisile ef al., 2021; Jamunarani ef al., 2022). Este
estudio describe una metodologia que podria simplificar este proceso y ahorrar re-
cursos mediante el uso de 7. molitor.

Son necesarias investigaciones futuras para aclarar la funcién especifica de L.
lecanii en los tejidos del hospedador y su potencial como mecanismo de defensa
contra las plagas de insectos. La metodologia de este estudio acelera la identifica-
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cién de hongos entomopatdgenos y propone al insecto 7. molitor como insecto mo-
delo para evaluar la patogenicidad de aislados de hongos endéfitos.

6. Financiacion

Este trabajo fue apoyado por el proyecto LIFE MYCORESTORE «Uso innova-
dor de los recursos micologicos para bosques mediterraneos resilientes y producti-
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tos VA178P23 y VA208P20 financiados por la JCYL (Espafia), ambos cofinanciados
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