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Resumen

Se aislaron tres cepas de hongos entomopatogenos en ejemplares adultos de Monochamus galloprovincia-
lis (Olivier) (Coleptera: Cerambycidae) infectados de forma natural que resultaron pertenecer a las especies
Isaria farinosa (Holmsk.) Fr., Lecanicillium attenuatum (Zare & W. Games) y Beauveria pseudobassiana
(Bals.) Vuill. Esta es la primera vez que se han aislado estos hongos en ejemplares de M. galloprovincialis.
En nuestros ensayos, la cepa de B. pseudobassiana (EABps 11/01-Mg) resulto ser la mas virulenta para este
insecto. Se investigo su capacidad de transmision horizontal y vertical en formulacion acuosa y seca. La for-
mulacion acuosa no mostré evidencias de ningin tipo de transmision. Sin embargo, todos los insectos infec-
tados de forma horizontal con la formulacioén seca murieron y su tiempo medio de vida se redujo significa-
tivamente. El nimero medio de mordeduras de oviposicion realizadas, huevos puestos, larvas vivas 5 dias tras
la puesta y orificios de entrada para pupar en el xilema 6 meses después fue significativamente inferior tanto
en hembras expuestas directamente al hongo como en aquellas que lo recibieron por transmision horizontal
en comparacion con las hembras control, mostrando que una reduccion de la progenie inducida de forma ho-
rizontal es posible. Estos resultados manifiestan el potencial de la cepa aislada de Beauveria pseudobassia-
na como agente regulador de la poblacion de este insecto. A través de técnicas de autodiseminacion, esta cepa
podria ser usada en el control integrado del vector del nematodo de la madera del pino como una nueva he-
rramienta para el manejo de la enfermedad del marchitamiento de los pinos.

Palabras clave: hongos entomopatdgenos, enfermedad del marchitamiento de los pinos, manejo integra-

do, Bursaphelenchus xylophilus, Isaria farinosa, Lecanicillium attenuatum.
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1. Introduccion

El nematodo de la madera del pino, Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and
Buhrer) Nickle (Nematoda; Aphelenchoididae), es uno de los organismos introdu-
cidos mas daninos del ultimo siglo. Aunque se considera un patégeno de debilidad
en su Norteamérica nativa, causa un decaimiento y rapida muerte en pinos y otras
coniferas (Wingfield, 1982). Después de haberse extendido por el sureste asiatico du-
rante décadas causando graves pérdidas econdmicas y ambientales (Shin, 2008;
Zhao, 2008) se registro por primera vez en portugal en 1999 (Mota et al., 1999), por
donde se extendid devastando grandes masas (Daub, 2008; Rodrigues, 2008). Final-
mente cruzo a Espafia en 2008 (Esparrago, 2012), donde se han declarado cuatro
focos que se estan erradicando.

Este nematodo necesita de insectos vectores del género Monochamus (Coleop-
tera: Cerambycidae) para infectar nuevos arboles hospedantes (Linit, 1988; Linit y
Akbulut, 2008). Son insectos que colonizan arboles gravemente dafiados por fuego,
sequias u otros organismos. Los ejemplares adultos se alimentan de ramillos jove-
nes de arboles sanos, al principio para su maduracion sexual y después como alimen-
tacion de mantenimiento. Las hembras fecundadas realizan mordeduras en la corte-
za de arboles danados en el interior de las cuales depositan sus huevos. Los arboles
sanos son infectados con nematodos cuando los adultos se alimentan de ramillos
(Mamiya and Enda, 1972) pero el nematodo también se puede transmitir durante la
oviposicion (Evans et al., 2008). Hasta ahora M. galloprovincialis (Olivier) es el
unico vector del nematodo en Europa (Sousa ef al., 2001). Coloniza pinos, piceas y
abetos (Vives, 2000) y esta distribuido por el continente europeo y norte de Africa.
El control de nematodo ha sido dificil en todos los paises (Kamata, 2008) y su ma-
nejo directo es inviable en masas forestales, siendo el control de los insectos vecto-
res la mejor alternativa. En algunos paises se han empleado insecticidas quimicos
(Shin, 2008; Zhao et al., 2008) pero se consideran desaconsejables debido a su efi-
cacia cuestionable y el peligro potencial para la salud humana y medioambiental.

Se han realizado intentos de control bioldgico de Monochamus en Asia (Shima-
zu, 2008) y se consiguieron buenos niveles de parasitismo por medio de Dastarcus
helophoroides (Coleoptera: Bothrideridae) y Scleroderma guani (Hymenoptera:
Bethylidae) en M. alternatus en China, especialmente cuando los parasitoides actua-
ban en presencia de Beauveria bassiana (Shimazu, 2008; Xu, 2008). También se han
obtenido buenos resultados con los nematodos entomopatdogenos Contortylenchus
genitalicola y Steinernema carpocapsae pero su aplicacion practica no ha sido des-
arrollada (Phan, 2008; Shimazu, 2008). Los hongos entomopatdgenos que infectan
a través de la cuticula tienen un gran potencial como agentes de control biologico.
Ademas de matar a los insectos, los hongos entomopatdgenos han demostrado efec-
tos subletales en la reproduccion (Quesada-Moraga ef al., 2004; 2008). Algunas es-
pecies de hongos entomopatdgenos aisladas de sus hospedantes han sido utilizadas
como agentes de control en otros paises (Shin ef al., 2011). Se han aislado varias
cepas de Beauveria bassiana muy virulentas en poblaciones de M. alternatus en
Asia (Shimazu, 2008; Shin et al., 2009), sin embargo su aplicacion practica en con-
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trol biologico de insectos es limitada debido a sus estadios larvarios ocultos (Kishi,
1995). Se han probado diferentes métodos de liberacion de hongos entomopatdge-
nos como la pulverizacion, la aplicacion manual subcortical o la dispersion median-
te insectos (Shimazu et al., 1995; Shimazu y Sato, 2003; Shimazu, 2008), aunque
ninguno de ellos se ha mostrado lo suficientemente eficaz. Shimazu et al. (1995)
desarroll6 un sistema de aplicacion de B. bassiana a M. alternatus mediante el uso
de fibras textiles eficaz sobre adultos (Okitsu, 2000; Shimazu, 2004a) y larvas (Shi-
mazu et al., 1995; Shimazu y Sato, 2003). En Europa se han probado cuatro aisla-
dos del suelo de B. bassiana y una formulacion comercial sobre M. galloprovincia-
lis con buenos resultados (Francardi et al., 2003). Naves (2008) encontré que B.
bassiana era el factor mas importante en la muerte natural de M. galloprovincialis
en el area de Portugal afectada por el nematodo. Esto sugiere que en poblaciones eu-
ropeas de M. galloprovincialis se pueden aislar cepas nativas de B. bassiana suficien-
temente virulentas como para infectar a esta especie.

El reciente avance en el conocimiento de la ecologia quimica de M. galloprovin-
cialis (Ibeas et al., 2008, 2007; Pajares ef al., 2004) y desarrollo de cebos y tram-
pas altamente eficaces (Pajares, 2010, Alvarez et al., 2014) abren una oportunidad
para el uso de los hongos entomopatdgenos en el manejo de esta enfermedad. Las
poblaciones de insectos podrian ser inoculadas con cepas de B. bassiana mediante
técnicas de "atrae e infecta" y dispositivos de autodiseminacion (Francardi et al.,
2013; Klein and Lacey, 1999; Yasuda, 1999). Los insectos inoculados en estos dis-
positivos deberian ser capaces de transmitirlo a otros insectos adultos durante la c6-
pula (transmisidn horizontal) o a su progenie (transmision vertical). En este trabajo
se presentan resultados de cuatro afios de investigacion en el aislamiento de cepas
nativas de hongos entomopatogenos de M. galloprovincialis en Espana.

2. Material y métodos
2.1. Insectos

Para obtener adultos de M. galloprovincialis para los ensayos se recogieron tro-
zas de arboles quemados en incendios naturalmente colonizadas por este insecto y
trozas cebadas. Para ello se colocaron 120 trozas de Pinus sylvestris de 120 x 8-15
cm cebadas con Galloprotect 2D (SEDQ, Barcelona) en varios grupos a lo largo de
cortafuegos en Tabuyo del Monte (Ledn, 42° 18” 13.2”N, 6° 11’ 27.6” W) durante
los veranos de 2011 y 2012. Las trozas mejor colonizadas se recogieron al final del
verano y se mantuvieron en una jaula exterior hasta la emergencia de los adultos al
afio siguiente. Los adultos emergentes se mantuvieron individualmente en tarros de
vidrio de 1 litro bajo fotoperiodo y temperatura de 15:9 h'y 22:15 °C (luz:oscuridad),
alimentados semanalmente con ramillos frescos de pino.

Las larvas utilizadas en los ensayos se obtuvieron de cria controlada en labora-
torio, para lo cual hembras de M. galloprovincialis realizaron la puesta en trozas de
P sylvestris recolectadas en Saldafa (Palencia, 42° 37 40.1”N, 4°47°30.0” W). Las
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trozas fueron posteriormente colocadas en cajas de plastico (60x30x30cm) donde las
larvas se desarrollaron para ser recolectadas varios dias después.

2.2. Aislamiento y caracterizacion de los hongos

En Febrero de 2010 se recolectaron 240 trozas colonizadas por M. galloprovin-
cialis de arboles incendiados en Cuevas del Valle (Avila, 40° 17’ 58.3” N, 5° 01’
17.2” W). Tras la emergencia de los adultos se seleccionaron las 32 que menor nu-
mero de adultos emergentes habian proporcionado y fueron cortadas en laminas de
1 cm de grosor con una sierra de cinta. De estas trozas se recolectaron 45 muestras
de larvas, pupas y adultos muertos, asi como pedazos de madera con micelio en las
galerias de los insectos. Del mismo modo en 2011 se obtuvieron 39 muestras de un
total de 250 trozas recogidas en el mismo campo. Los insectos muertos fueron su-
perficialmente esterilizados con hipoclorito de sodio (1%) durante un minuto y la-
vados en agua esterilizada durante un minuto. Posteriormente se colocaron sobre
papel de filtro estéril en placas petri selladas con Parafilm durante dos semanas a
25°C en oscuridad para facilitar el desarrollo fungico. Los hongos fueron aislados
directamente de los insectos adultos y pupas que presentaban crecimiento micelial
usando agar sabouraud de glucosa-cloranfenicol, en el que fueron cultivados duran-
te dos semanas a 25°C y oscuridad para su posterior identificacién morfolégica y
molecular. Los hongos aislados se clasificaron a nivel de género mediante micros-
copia optica (X400) con clave taxondmica (Barnet and Hunter, 2006). Para la carac-
terizacion molecular se inocularon placas de extracto de malta-agar cubiertas con ce-
folan estéril, del que posteriormente se obtuvo por raspado el material biologico del
que se extraeria ADN micelial (Raeder and Broda, 1985).

El gen nuclear EF-1a fue amplificado, secuenciado y analizado en las diferen-
tes muestras. Un fragmento de 1100 pares de bases de dicho gen se amplificd con
los primers teflfw (O’Donnell et al., 1998) y 1750-R (Garrido-Jurado et al., 2011).
Las alineaciones se generaron utilizando el programa MegAlign (DNASTAR, 1989-
92, Londres, Reino Unido). Todos los aislados de hongos entomopatdgenos obteni-
dos fueron depositados en la coleccion de cultivos del Departamento de Ciencias
Agrarias y Forestales, ETSIAM, Universidad de Cordoba, Espafia.

2.3. Ensayo de patogenicidad inicial de los hongos aislados sobre larvas y
adultos de M. galloprovincialis

Se realizaron dos bioensayos para determinar la patogenicidad de los tres hon-
gos aislados sobre adultos y larvas de M. galloprovincialis. Para cada aislado se re-
aliz6 una suspension acuosa de conidios en agua estéril destilada (0.1% Tween 80)
ajustada a 1x10°* conidios/ml. Los insectos adultos de 2-3 semanas de vida para
asegurar su madurez sexual (Tomiczek and Hoyer-Tomiczek, 2008) fueron introdu-
cidos individualmente en una cestilla metalica y sumergidos en la suspension co-
nidial durante 20 segundos. Del mismo modo los insectos control fueron sumergi-
dos en agua destilada con 0.1% de Tween 80. Tras la inmersion, se mantuvieron in-
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dividualmente en tarros de vidrio de 1 litro bajo fotoperiodo y temperatura de 15:9
h y 22:15 °C (luz:oscuridad), alimentados semanalmente. Se hizo un seguimiento
de su mortalidad durante 30 dias y los insectos muertos fueron superficialmente es-
terilizados con hipoclorito sdédico (1%) durante un minuto. Posteriormente fueron
colocados en placas petri con papel de filtro estéril, selladas con Parafilm y man-
tenidas a 25°C en la oscuridad para facilitar el desarrollo micelial sobre los cuer-
pos. Siguiendo el mismo procedimiento se trataron cinco larvas. Tras la inmersion
las larvas que habian recibido el mismo tratamiento fueron introducidas en una
troza de P sylvestris (8-15x50 cm) a través de orificios practicados en la corteza.
Se vigil6 la actividad larvaria durante los dias siguientes mediante el serrin gene-
rado, y cuando ésta se detuvo la galeria fue descortezada en busca de la larva, que
fue recolectada siguiendo el mismo procedimiento que con los adultos para favo-
recer el desarrollo micelial.

2.4. Ensayos de virulencia de B. pseudobassiana sobre adultos de M.
galloprovincialis

Para el ensayo de virulencia se prepararon cuatro suspensiones conidiales (1x10°,
1x10°% 1x107 y 1x10* conidios/ml) de B. pseudobassiana. Del modo anteriormente
descrito se sumergieron 18 adultos durante 20 segundos mientras que los 18 insec-
tos control fueron sumergidos en agua destilada estéril con 0.1% Tween 80. Tras la
inmersion, los insectos se mantuvieron individualizados en tarros de vidrio de 1
litro bajo las condiciones anteriormente descritas. Se hizo un seguimiento de su
mortalidad durante 30 dias y los insectos muertos fueron procesados para favorecer
el desarrollo micelial del modo anteriormente descrito.

2.5. Transmision horizontal de B. pseudobassiana entre adultos de M.
galloprovincialis

2.5.1 Utilizando suspension conidial

Ejemplares adultos y maduros de M. galloprovincialis tueron inoculados por
inmersidén en una suspension conidial de B. pseudobassiana (1x10°* conidios/ml) o
en agua destilada estéril con 0.1% Tween 80. Posteriormente los insectos se empa-
rejaron en 10 parejas de cada una de las siguientes combinaciones:

— Machos control con hembras control.

— Machos inoculados con hembras control.

— Machos control con hembras inoculadas.

— Machos inoculados con hembras inoculadas.

Cada pareja se introdujo en una caja de plastico con dos trozas de P, sylvestris
(15x50 cm) para realizar la copula y oviposicion. Cada dos dias se contaron las
mordeduras de oviposicion sobre las trozas y la pareja de insectos se retiré cuan-
do habian realizado al menos 15 mordeduras. Los insectos retirados fueron indi-
vidualizados en tarros de vidrio y mantenidos de la forma anteriormente descrita.
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Se registro su mortalidad durante los 30 dias siguientes y los insectos muertos
fueron procesados para favorecer el desarrollo micelial del modo anteriormente
descrito.

2.5.2 Utilizando formulacion seca

Se realizé un ensayo similar en el que los insectos maduros fueron inoculados
utilizando una formulacion seca en talco ajustada a 4.25x10° conidios/g de B. pseu-
dobassiana. Para la inoculacion los insectos fueron forzados a caminar sobre la pre-
paracién durante 20 segundos asegurando el completo recubrimiento del cuerpo.
Los insectos control fueron obligados a caminar sobre polvo de talco puro. Poste-
riormente los insectos fueron emparejados en 10 parejas para cada una de las cua-
tro combinaciones descritas anteriormente. Cada pareja se introdujo en una caja de
plastico con una troza de P. sylvestris (10x30 cm) para realizar la copula y ovipo-
sicion. Para evitar la sobresaturacion de la troza con larvas, ésta fue reemplazada
por otra cuando la hembra habia realizado 5 mordeduras de puesta. Cada pareja re-
aliz6 al menos 20 mordeduras de puesta, tras lo cual los insectos fueron individua-
lizados en tarros de vidrio en las condiciones anteriormente descritas. Se registro
su mortalidad cada dos dias durante los 30 dias siguientes y los insectos muertos
fueron procesados para favorecer el desarrollo micelial del modo anteriormente
descrito.

2.6. Transmision vertical de B. pseudobassiana entre adultos de M.
galloprovincialis

2.6.1 Utilizando suspension conidial

Dos semanas después de que los insectos realizaran la oviposicion en el experi-
mento de transmisidn horizontal descrito en el apartado 2.5.1, una de las trozas fue
cuidadosamente descortezada bajo las mordeduras de puesta en busca de larvas ne-
onatas, huevos muertos y mordeduras vacias (en las que no se lleg6 a realizar la pues-
ta). Del mismo modo, dos semanas después (cuatro después de la oviposicidn) se ins-
pecciond la segunda troza en busca de progenie. En ambos casos los huevos y lar-
vas muertos encontrados fueron procesados para favorecer el desarrollo micelial
del modo anteriormente descrito.

2.6.2 Utilizando formulacion seca

Cinco dias después de que los insectos realizaran la oviposicion en el experimen-
to de transmision horizontal descrito en el apartado 2.5.2, las mordeduras de pues-
ta fueron examinadas de forma no destructiva en busca de actividad larvaria. Las
mordeduras que no mostraron actividad fueron descortezadas para corroborar la
presencia de progenie y los huevos o larvas muertos encontrados fueron recogidos.
Las larvas activas fueron registradas y se les permiti6 completar su desarrollo para
entrar a pupar en el xilema. Seis meses después, las trozas fueron descortezadas
para contar el numero de entradas al xilema. EI numero de huevos puestos se calcu-
16 como los huevos muertos mas el numero de larvas vivas y muertas encontradas.
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Tanto los huevos como las larvas muertas encontrados fueron procesados para favo-
recer el desarrollo micelial del modo anteriormente descrito.

2.7. Analisis estadistico

Los datos de mortalidad se analizaron con un modelo lineal generalizado (dis-
tribucidn binomial; link=logit). Las comparaciones entre tratamientos se realizaron
mediante test x> (JMP 8.0, 2008 SAS Institute Inc.). El porcentaje de mortalidad
causado por B. pseudobassiana en los ensayos de transmision horizontal se corri-
g16 para la mortalidad de los controles utilizando la férmula de Abbot (Abbott,
1925). Se utilizo6 el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier para determinar la
mortalidad acumulada durante el periodo de seguimiento (Kaplan ef al., 1958).
Los valores de concentraciéon media letal (LCso) se estimaron mediante analisis pro-
bit (Finney, 1971). El tiempo estimado para la muerte del 50% de los insectos se de-
termind mediante analisis probit para datos correlacionados (Throne et al., 1995).
Para estos analisis se utiliz6 el paquete de software SPSS 15.0 para Windows (SPSS
Inc. 2002).

En los experimentos de transmision vertical, las mordeduras de puesta, huevos
puestos, larvas vivas y muertas y entradas al xilema se analizaron ajustando mode-
los lineales generalizados con una distribucion de errores de tipo Poisson o quasi-
Poisson (en caso de sobredispersion) (Crawley, 2007). Las comparaciones de me-
dias se llevaron a cabo mediante el test de diferencia significativa honesta de Tukey.
Estos analisis se realizaron con el paquete de software R 2.11.1 (R Core Team,
2012).

3. Resultados
3.1. Aislamiento y catacterizacion de hongos entomopatdogenos

Se obtuvieron tres aislados de cadaveres de M. galloprovincialis. La observacion
optica permitio identificar los géneros Beauveria, Isaria y Lecanicillium. El anali-
sis molecular y comparacién con GenBank (7ab. 1), permitieron identificar las es-
pecies Beauveria pseudobassiana, Isaria farinosa 'y Lecanicillium attenuatum.

3.2. Patogenicidad inicial de los hongos aislados sobre larvas y adultos de M.
galloprovincialis

Sélo Beauveria pseudobassiana resulto ser altamente patogena sobre los adul-
tos y larvas de M. galloprovincialis (x*(3)=23.61, p<0.001; x*(3)=17.54, p<0.001,
respectivamente) causando 100% de mortalidad en ambos casos. Del mismo modo
el tiempo medio de vida (AST) de adultos y larvas tratados con B. pseudobassiana
fueron significativamente menores (13.30 y 8.60 dias respectivamente) en compa-
racion con Isaria farinosa 'y Lecanicillium attenuatum (Tab. 2).
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Tabla 1. Cepas y numero de GenBank para las secuencias de referencia utilizadas en el anélisis

de filogenia.

Cepa Especie GenBank
ARSEF 2181 Purpureocillium lilacinum EF468790
CBS 431.87 “ EF468791
ARSEF 7487 Metarhizium anisopliae DQ463996
ARSEF 7450 “ EU248852
ARSEF 727 M. robertsii DQ463994
ARSEF 4739 “ EU248848
ARSEF 4179 M. brunneum EU248854
ARSEF 4152 “ EU248853
ARSEF 2107 “ EU248855
ARSEF 842 Beauveria bassiana AY 531963
ARSEF 1479 “ AY531891
ARSEF 753 “ AY531955
ARSEF 843 “ AY531964
ARSEF 2694 B. varroae HQ881004
ARSEF 8257 “ HQ881002
ARSEF 985 B. brogniartii HQS880978
ARSEF 10277 “ HQ880989
ARSEF 5689 B. sungii AY531939
ARSEF 1689 “ AY531899
ARSEF 4933 B. pseudobassiana AY531938
ARSEF 3405 “ AY531931
Jch041 Lecanicillium attenuatum KC633274
CBS402.78 “ EF468782
OSCI111006 Isaria farinosa EF469065
OSC111055 “ DQ522348
ARSEF 5050 Cordyceps militaris HQ881020

3.3. Virulencia de B. pseudobassiana sobre adultos de M. galloprovincialis

La mortalidad media a los 30 dias de la inoculacion fue del 44.4% al 100% para
las concentraciones de 1-10° a 1-10®* mientras que la del control fue del 16.6%. El
analisis probit dio un coeficiente de 0.70 + 0.18 (pendiente + ES) y el valor de x>
no resulto significativo (x*=1.04, 2 df) con un valor LCso de 2.05x10° conidios/ml.
El analisis de mortalidad acumulada produjo un resultado de (pendiente
+SE=3.23+1.62 x*=0.72; 4 df y LTs=15.03 y pendiente£SE=4.51+0.84, x*=0.88, 2
df y LTs0=5.07) para las concentraciones de 1x10” y 1x10® conidios/ml respectiva-
mente.
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Tabla 2. Patogenicidad de los hongos entomopatdgenos contra adultos y larvas de Monochamus

galloprovincialis.
Patogenicidad contra adultos
Especies Mortalidad (%)b Analisis de supervivencia Kaplan-Meier
de hongos
Total | Crecimiento micelial ASTa Intervalo de
(media+SE) confianza 95%
Inf Sup
Control 30a Oa 26.90+1.83a 23.30 30.49
Beauveria pseudobassiana | 100b 80b 13.30+2.49b 8.40 18.19
Lecanicillium attenuatum 30a 20a 26.50+2.18a 22.21 30.78
Isaria farinosa 10a Oa 29.80+0.19a 29.42 30.17
Patogenicidad contra larvas
Especies Mortalidad (%)b Analisis de supervivencia Kaplan-Meier
de hongos
Total Crecimiento micelial ASTa Intervalo de
(media+SE) confianza 95%
Inf Sup
Control Oa Oa 30.00+0.00a 30.00 30.00
Beauveria pseudobassiana | 100bc 100b 8.60+1.47bc 5.51 11.48
Lecanicillium attenuatum | 40ac 20a 20.60+5.16ac 10.47 30.72
Isaria farinosa 20a Oa 29.60+0.35a 28.89 30.30

* Tiempo medio de vida (AST) limitado a 30 dias. Resultados en la misma columna con la misma letra no son significativa-

mente diferentes (o, = 0.05).

" Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (test x2, P<0.05).

3.4. Transmision horizontal de B. pseudobassiana entre adultos de M.

galloprovincialis

3.4.1 Utilizando suspension conidial

Los valores de AST de los insectos tratados fueron significativamente mas bajos
(24.80 dias para los machos, 23.60 dias para las hembras) y la mortalidad fue mayor que
la de los controles (7ab. 3). Ninguno de los sexos inoculados transmitieron el hongo a
sus parejas control. Solo se observo crecimiento micelial en los insectos inoculados.

3.4.2 Utilizando formulacion seca
Los valores de AST de los insectos tratados fueron significativamente mas bajos
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(4.60 dias para los machos, 5.00 dias para las hembras) y la mortalidad fue mayor
que la de los controles (7ab. 3). Se encontro clara evidencia de transmision horizon-
tal y ambos sexos inoculados transmitieron el hongo a sus parejas control.

Tabla 3. Transmision de la cepa Beauveria pseudobassiana EABps 11/01-Mg de Monochamus
galloprovincialis adultos inoculados a adultos control del sexo contrario.

Formulacion conidial seca
Mortalidad (%)c, d | Analisis de supervivencia Kaplan-Meier
Ensayo® Inoculado Control
Total |Crecimiento ASTa Intervalo de

micelial (media+SE) confianza 95%

Inf Sup
I Q Oa Oa 23.60+3.08a 17.53 29.66
3 Oa Oa 24.80+2.94a 19.02 30.57
I Q 0a’ 0a’ 23.60+3.44A 16.84 30.35
d 100b’ 57.14v° 12.80+1.22B 10.39 15.20
I Q 100A 42.86A 11.40+1.44a' 8.56 14.23
3 16.66B 0B 27.20+1.58b' 24.09 30.30
v Q 100A° 100A 10.00+0.60A" 8.69 11.30
3 83.33A’| 42.86A 13.80+2.07A" 9.73 17.86

Formulacion conidial seca
Ensayo® Inoculado Control - — - - -
Mortalidad (%)c, d | Analisis de supervivencia Kaplan-Meier
Total | Crecimiento ASTa Intervalo de

micelial (media+SE) confianza 95%

Inf Sup
I Q Oa Oa 25.0042.46a 20.17 29.82
3 0a 0a 21.1043.71a 13.81 28.38
I Q 100a’ 0a’ 10.00+£2.47A 5.14 14.85
d 100a’ | 33.33b’ 5.00+0.00A 5.00 5.00

I Q 100A 40A 5.50+0.28a' 4.97 6.03
3 100A 0B 10.40+2.22b' 6.04 14.75

v ? 100A° 0A 5.00+0.36A" 4.28 5.71
3 100A° 50B’ 4.60+0.45A" 3.71 5.48

* Ensayo (I) machos control x hembras control, (II) machos inoculados x hembras control, (III) machos control x hembras ino-

culadas y (IV) machos inoculados x hembras inoculadas.

® En el mismo ensayo, resultados en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (o = 0.05). Tiem-

po medio de vida (AST) limitado a 30 dias.

¢ Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (test 2, P<0.05).

¢ Mortalidad corregida por Abbott.
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3.5. Transmision vertical de B. pseudobassiana entre adultos de M.
galloprovincialis

3.5.1 Utilizando suspension conidial

No se encontr6 evidencia de transmisidn vertical. Aunque las hembras control
realizaron mas mordeduras de puesta que las inoculadas (7ab. 4). Tampoco hubo di-
ferencias en la progenie viva dos semanas después de la oviposicién (Fig. 1A4).

84 T (A) 8 (B)
Olarvas vivas Ollarvas vivas
M larvas muertas M larvas muertas

>

@

| >

Medias observadas 2 semanas después del tratamiento +/- SEM
»
1
t
Medias observadas 4 semanas después del tratamiento +/- SEM
E €
1
>
@

MC-FC MI-FC MC-FI MI-FI MC-FC MI-FC MC-FI MI-FI

Pareja Pareja

Figura 1. Numero medio de larvas vivas y muertas dos (A) y cuatro (B) semanas después de la oviposi-
cion en el experimento de transmision vertical con suspension conidial. (MC: Macho control; MI: Macho
infectado; FC: Hembra control; FI: Hembra infectada). Las barras para larvas vivas (F=1.45, P=0.244, df=3)
y muertas (F=1.29, P=0.292, df=3) en (A) y para larvas vivas (F=5.06, P=0.005, df=3) y muertas (F=2.09,
P=0.12, df=3) en (B) seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (Test de diferencia sig-
nificativa honesta de Tukey).

3.5.2 Utilizando formulacion seca

Los resultados indican una reduccién de la progenie inducida por transmisién ho-
rizontal y las parejas control produjeron significativamente mas progenie que el
resto (7Tab. 4). El numero de larvas vivas tras cinco dias y el de larvas en el xilema
a los seis meses fue significativamente superior en las hembras control que en el
resto (Fig. 2). Las hembras control emparejadas con machos inoculados presentaron
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resultados similares a las hembras inoculadas, indicando que habian sido infectadas

por sus parejas.

Tabla 4. Efecto de la cepa Beauveria pseudobassiana EABps 11/01-Mg en la progenie.

Suspension conidial Formulaciéon conidial seca
Mordeduras h . Mordeduras h .
Ensayo’ Inoculado Control | 4e oviposicion, Hevos, de oviposicion,* HEVOS,
(media + SE) (media+ SE) (media = SE) (media+ SE)
I g 16.35£2.07a | 5.40+1.15ab 19.89+4.76b | 11.2242.85b
I 3 ? 17.75£1.92a | 5.80+1.04a 3.22+1.44a 0.89+0.61a
111 ? 3 7.15£1.67b | 3.21+£0.94ab 1.60+0.76a 0.10+0.10a
v g\ 4.95+1.32b 2.05+0.68b 1.80+0.79a 0.80+0.70a

* Ensayo (I) machos control x hembras control, (II) machos inoculados x hembras control, (III) machos control x hembras ino-
culadas y (IV) machos inoculados x hembras inoculadas.

" Mordeduras realizadas por las hembras en la corteza para ovipositar, tanto con huevo como sin ¢él.

¢ Huevos realmente puestos en las mordeduras de oviposicion.

¢ Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (o = 0.05).

4. Discusion

Se han aislado por primera vez los hongos entomopatdgenos Beauveria pseudo-
bassiana, Isaria farinosa 'y Lecanicillium attenuatum de adultos y pupas de M. ga-
lloprovincialis. En Asia se habia aislado B. bassiana y B. brongniartii de Monocha-
mus sp. (Shin ef al. 2009, 2011) de los cuales el primero se ha estudiado como agen-
te control de vectores de B. xylophilus en Japon, Corea e Italia (Francardi et al.
2003; Shimazu, 1994; Shimazu et al. 1995). B. pseudobassiana EABps 11/01-Mg
ha demostrado ser el mejor aislado contra M. galloprovincialis causando un 100%
de mortalidad. Se han encontrado resultados similares para larvas y adultos de Mo-
nochamus saltuarius y Mechotypa diphysis tratados con Beauveria bassiana a 1-10®
conidios/ml (Shin et al. 2009).

Se sabe que el nematodo es inoculado en arboles sanos por ambos sexos durante
la alimentacion (Mamiya and Enda, 1972) o en arboles moribundos por las hembras
al ovipositar (Evans et al., 2008). La eficacia del hongo en un area infectada depen-
deria de su habilidad para matar a los insectos antes de que se produzca el pico maxi-
mo de transmision a los arboles sanos (Shimazu, 2004b). En laboratorio se ha demos-
trado que esta ventana temporal abarca las semanas 2 a 6 tras la emergencia de M. ga-
lloprovincialis (Naves et al., 2007), similar a M. alternatus en Japon (Togashi, 1985).
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Figura 2. Nimero medio de larvas vivas y muertas y de entradas de larvas al xilema para el experimento
de transmision vertical con formulacion seca. (MC: Macho control; MI: Macho infectado; FC: Hembra
control; FI: Hembra infectada). Las barras para larvas vivas (F=14.00, P<0.001, df=3) y muertas (F=1.08,
P<0.37, df=3) y para entradas al xilema (F=8.16, P<0.001, df=3) seguidas de la misma letra no son signifi-
cativamente diferentes (Test de diferencia significativa honesta de Tukey).

Hemos observado que los adultos de M. galloprovincialis inoculados con la cepa
B. pseudobassiana EABps 11/01-Mg en formulacién seca la han transmitido a otros
insectos del sexo contrario. Ya se sabia que las formulaciones secas de hongos en-
tomopatdgenos eran mas adecuadas para estrategias de autodiseminacién que las for-
mulaciones liquidas (Quesada-Moraga et al. 2008). En nuestro estudio s6lo se ha en-
contrado evidencia de transmision horizontal con la formulacién seca, lo que indi-
ca que el tipo de formulacion influye en la transmision. Puesto que muchos conidios
pueden perderse en el ambiente, es posible que a través de los dispositivos de auto-
diseminacion los insectos pueden dispersar conidios que podrian infectar a otros
ejemplares independientemente de su sexo. Nuestros ensayos han revelado ademas
una reduccion significativa de la progenie, no como resultado de un aumento en la
mortalidad de huevos o larvas sino como una reduccién de su numero puestos por
hembras infectadas a través de machos contaminados, demostrando una reduccion
de progenie inducida por transmision horizontal. Hamilton and Schal (1990) obser-
varon que hembras de Blatella germanica superviventes a la exposicion a un insec-
ticida pusieron un menor nimero de ootecas. Quesada-Moraga et al. (2004) encon-
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tré resultados similares en la misma especie cuando fue inoculada con Metarihizium
anisopliae.

Las estrategias de autodiseminacidén pueden facilitar la aplicacion practica de
hongos entomopatogenos en areas forestales y las tacticas de "atrae e infecta" se
ajustan bien a este objetivo (Francardi et al., 2013; Klein and Lacey, 1999; Yasuda,
1999). Actualmente existe un sistema de trampeo eficaz para M. galloprovincialis
mediante cebos (Pajares et al., 2010) y trampas (Alvarez et al., 2014). Aunque los
cebos para este insecto son eficaces solo sobre ejemplares adultos, éstos se alimen-
tan sobre ramillos durante toda su vida (2-3 meses) por lo que la transmision de ne-
matodos a arboles sanos no s6lo ocurriria durante la alimentacion de maduracion
sino durante un periodo mas extenso. Los insectos podrian ser atraidos a trampas es-
pecificamente preparadas para inocularles con la cepa B. pseudobassiana EABps
11/01-Mg, permitiéndoles después diseminarla por ellos mismos matando insectos
durante la mayor parte de su periodo de infeccion de nematodos.

Concluimos que B. pseudobassiana podria ser utilizado en el manejo integrado
de los vectores del nematodo de la madera del pino; que este estudio es el primer re-
gistro de aislamiento de B. pseudobassiana en M. galloprovincialis; que este aisla-
do causa una gran mortalidad en los adultos de esta especie cuando es aplicado en
forma de preparacion conidial seca y que su autodiseminacion por medio de técni-
cas de "atrae e infecta" puede suponer una nueva herramienta prometedora para el
manejo de la enfermedad del marchitamiento de los pinos en areas de alto riesgo.
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