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POTENCIAL DE BIOCONTROL DE HONGOS ENDOFITOS NATIVOS CONTRA
AEGORHINUS SUPERCILIOSUS (GUERIN) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
EN AVELLANO EUROPEO

POTENTIAL BIOCONTROL OF NATIVE ENDOPHYTIC FUNGI AGAINST
AEGORHINUS SUPERCILIOSUS (GUERIN) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
ASSOCIATED TO EUROPEAN HAZELNUT.

Palabras indice adicionales: Control; entomopatogenos; bioplaguicida; Corylus
avellana; cabrito del frambueso.

RESUMEN

El avellano europeo es un frutal de interés comercial y por esto en Chile su cultivo
se ha incrementado en los ultimos afos. Sin embargo, este no esta exento de plagas
como Aegorhinus superciliosus. En este estudio, se evalué la capacidad de
colonizacion endofitica de 15 cepas de hongos de los géneros Beauveria,
Purpureocillium y Metarhizium en avellano europeo Cv Tonda di Giffoni y su
capacidad para controlar adultos de A. superciliosus. Solo tres cepas colonizaron el
interior de las plantas de avellano correspondiendo a RGM 2396 y RGM 2250 de
Beauveria y RGM 1523 de Purpureocillium, con porcentajes de colonizacion de 6,67
%, 1,67 % y 21,61 % respectivamente. Estas cepas se seleccionaron para el
bioensayo de control de adultos de A. superciliosus obteniéndose un 100% con
RGM 2396 y RGM 2250 mientras que RGM 1523 registré un 90 % de mortalidad.
Finalmente, se realiz6é un bioensayo de fagodisuasion donde se seleccionaron hojas
de plantas inoculadas con las dos cepas de Beauveria anteriormente mencionadas
que mostraron efecto antialimentario sobre adultos de A. superciliosus, con un 33,14
% menos de area foliar consumida respecto al tratamiento control. Se concluye que
las cepas nativas de hongos enddfitos colonizan tejidos de avellano europeo Cv
Tonda di Giffoni y presentan capacidad como agentes entomopatdgenos vy

fagodisuasivos contra adultos de A. superciliosus.

SUMMARY



The European hazelnut is a fruit tree of commercial interest and for this reason its
cultivation in Chile has increased in recent years. However, this is not free of pests
such as Aegorhinus superciliosus. In this study, the endophytic colonization capacity
of 15 fungal strains of the genera Beauveria, Purpureocillium and Metarhizium in
European hazel Cv Tonda di Giffoni and their ability to control adults of A.
superciliosus were evaluated. Only three strains colonized the interior of the hazelnut
plants corresponding to RGM 2396 and RGM 2250 of Beauveria and RGM 1523 of
Purpureocillium, with colonization percentages of 6.67%, 1.67% and 21.61%
respectively. These strains were selected for the control bioassay of A. superciliosus
adults, obtaining 100% with RGM 2396 and RGM 2250 while RGM 1523 recorded
90% mortality. Finally, a phagodeterrent bioassay was carried out where leaves from
plants inoculated with the two previously mentioned Beauveria strains that showed
an antifeedant effect on adults of A. superciliosus were selected, with 33.14% less
leaf area consumed compared to the control treatment. It is concluded that native
strains of endophytic fungi colonize tissues of European hazel Cv Tonda di Giffoni
and have the capacity as entomopathogenic and phagodeterrent agents against

adults of A. superciliosus.

INTRODUCCION

La explosion demogréfica de la ultima década ha llevado a la busqueda de nuevos
alimentos capaces de satisfacer los requerimientos de la poblacién; sin embargo, la
actividad agricola intensiva asociada a la incidencia de plagas, conlleva al aumento
en la utilizacion de practicas poco amigables para el ambiente (Reyes — Palomino
et al., 2022). Entre estas se encuentra el uso de plaguicidas sintéticos, cuyos
compuestos activos son capaces de acrecentar los efectos del cambio climatico y
alterar la inocuidad alimentaria (Tognelli et al., 2016).

En Chile, el cultivo de frutales tiene gran relevancia econémica, debido a su gran
potencial para producir alimentos de alto valor tanto comercial como nutricional. Uno
de estos frutales recientemente introducido en el pais es el avellano europeo
(Corylus avellana), debido a que el fruto del avellano presenta caracteristicas

importantes en cuanto a su capacidad nutricional ya que en 100 g de este fruto seco



estan compuestos por 15 g de proteina, 61 g de grasas insaturadas, 17 g de hidratos
de carbono y 0,5 g de fibra; ademas de otros componentes como acido oleico,
antioxidantes y minerales como calcio, fésforo y magnesio (De La Senc, 2016).
Ademas de su valor nutricional, el precio del avellano ha alcanzado niveles
atractivos en el mercado internacional.

A nivel global, el avellano europeo proyecta un crecimiento significativo, siendo
Turquia el pais con mayor volumen producido, alcanzando un 80 % de la produccién
mundial (Grau, 2009). Por su parte, Chile en el afio 2019 present6 una produccion
de 1.015 t (ODEPA, 2019), cantidad que aumenté en 2022 de 5.101 t (ODEPA,
2022), correspondiendo al 3,0 % de la produccién mundial y quedando catalogado
como el productor de mayor envergadura en el hemisferio sur de este fruto seco.
Para el afo 2021 las ventas por exportacion de este fruto fueron de $247.113
millones de USD (ODEPA, 2021) a nivel pais, razén por la que se ha visto un
aumento en la superficie plantada con este frutal.

El avellano europeo comenzé a difundirse en Chile en los anos 90,
principalmente en la zona centro y centro sur. Los primeros huertos se introdujeron
con material vegetal importado desde Italia, principalmente de los cultivares Tonda
Gentile delle Langhe y Tonda di Giffoni con sus respectivos polinizadores (Ellena,
2013). La superficie con producciéon de avellano europeo para el afo 2019 fue de
24.436 ha (ODEPA, 2019), aumentando el afio 2022 a 36.393 ha, siendo las
regiones de Maule, La Araucania y Nuble las mayores productoras de este fruto
(ODEPA, 2022).

La etapa de establecimiento de este frutal es afectada por una serie de insectos
plaga, destacando entre ellos el chinche pardo (Leptoglossus chilensis (Spinola)
(Hemiptera: Coridae), el pulgén del avellano (Myzocallis coryli (Goeze) (Hemiptera:
Aphididae)) y el cabrito del frambueso (Aegorhinus superciliosus) (Coledptera:
Curculionidae)) (Agrichile, 2019), este ultimo de gran importancia por el dafio
causado a los arboles.

Aegorhinus superciliosus (Guérin) (Coledptera; Curculionidae) se ubica
principalmente en el cono sur de América y en Chile, entre la regién de O Higgins y

Los Lagos (Parra et al., 2009). La hembra ovipone en zonas cercanas al cuello de



la planta (Carrillo et al., 2001) y los huevos tardan entre 28 a 35 dias en eclosionar
(Aguilera et al., 2018). Las larvas se caracterizan por tener una poderosa mandibula
capaz de cortar y triturar madera (Parra et al., 2009), produciendo dafio al perforar
las raices y cuello de las plantas, provocando una senescencia prematura, caida de
hojas y bajo vigor (Cisternas y France, 2017); ademas su control se dificulta debido
a que las larvas no son alcanzadas por los insecticidas. Esta fase es la mas
prolongada y variable en la vida del insecto, tomando entre 289 y 428 dias,
representando un 86 % de su ciclo (Ellena et al., 2012). El estado adulto se alimenta
de amentos y brotes jovenes de avellano europeo, consumiendo corteza vy
provocando anillados que pueden llevar al quiebre de las ramillas por efecto del
viento (Ellena et al., 2012).

El control de este insecto es de suma importancia ya que su dafio puede
provocar la muerte de las plantas, por lo que se han desarrollado diferentes métodos
para evitar el impacto de este insecto en los huertos. Entre estos se encuentran
practicas culturales (Agrichile, 2019) y el control quimico con insecticidas sintéticos
(Ellena et al., 2012) que es el mas utilizado por los agricultores. Para determinar si
es necesario aplicar insecticidas se debe realizar monitoreos constantes en el
huerto y actualmente el umbral de dano econémico de esta es de 2 insectos —
planta, por lo que se vuelve prioritario realizar aplicaciones de insecticidas para el
control de A. superciliosus. Entre los compuestos utilizados se encuentran
insecticidas de amplio espectro como Bull (gama — cihalotrina, piretroide) y Belenus
30 WG (Indoxacarb, oxadiazinas) (Agrichile, 2019), este ultimo prohibido para su
uso en el ano 2022. Sin embargo, a pesar de su efectividad, los ingredientes activos
de estos insecticidas también son capaces de dafar al ser humano (Badii y Varela,
2008), lo cual sumado a su alta residualidad y persistencia en el ambiente limitan
su uso (Aguilera et al., 2009). Ademas, las larvas de esta especie se resguardan y
alimentan al interior de las plantas (Parra et al., 2009), por lo que los insecticidas no
presentan efectividad sobre ellas. Es por esta razéon que la agricultura esta
modificando sus métodos y optando por el control biolégico.

El control bioldgico se basa en la utilizacion de organismos vivos o sustancias

que estos producen, permitiendo reducir los efectos negativos causados por una



plaga en un cultivo y buscando limitar el uso de agroquimicos (Ellena et al., 2012).
En este tipo de organismos vivos se encuentran los hongos entomopatdgenos.

Los hongos entomopatdgenos son de gran importancia en los agroecosistemas
por su capacidad natural de regular las poblaciones de insectos, caracteristica que
depende de la susceptibilidad del hospedero o de la asociacion patdégeno-
hospedero (Diaz et al., 2006); ademas de ser utilizados como bio - plaguicidas en
agricultura organica y, en consecuencia, una alternativa a los insecticidas sintéticos
(Litwin et al., 2020). A diferencia de bacterias y virus entomopatdégenos que
necesitan puntos especificos de ingreso, el hongo es capaz de ingresar al
organismo a través de la cuticula del insecto (Islam et al., 2021). Sin embargo, una
de las desventajas de estos hongos es su susceptibilidad a los rayos UV y a la baja
humedad ambiental (Vega, 2018), lo que disminuye su efectividad.

Estudios recientes han demostrado que estos organismos no solo tienen la
capacidad de ser patégenos de insectos, sino que también desempefian funciones
adicionales en la naturaleza, entre las que se encuentra su capacidad como
endofitos (Jaber y Ownley, 2018, Barra-Bucarei et al., 2020). Los hongos enddfitos
entomopatdgenos son en su mayor parte ascomicetes (Arnold, 2007), los cuales
residen en el interior de un hospedero sin causar dano aparente (Bascom-Slack et
al., 2012) colonizando diferentes tejidos, proporcionando beneficios en términos de
supervivencia (Fardella et al., 2014) y promocion de crecimiento (Mantzoukas vy
Eliopoulos, 2020), entre otros. Estos hongos estan muy extendidos en el reino
vegetal, formando conexiones con una amplia variedad de organismos (Vega, 2018)
y brindando proteccion secundaria contra plagas (Hartley y Gange, 2009) y
presentando diferentes efectos contra ella, como el anti alimentario debido a la
produccion de metabolitos toxicos para algunos insectos (Kaur et al., 2013). Esta
interaccion enddfito-huésped también sugiere que este grupo de microorganismos
no son solamente oportunistas, sino que lograron una adaptacion evolutiva
simbidtica entre ellos (Fontana et al., 2021).

Actualmente se conoce cerca de trecientas mil especies de plantas, las cuales
son anfitrionas de una o mas especies de estos hongos (Selim, 2012), y que

ademas se han reportado en diversos cultivos de importancia econémica (Bamisile



et al., 2018). Considerando lo anterior el objetivo de esta investigacion fue evaluar
la capacidad de colonizacion endofitica de diferentes cepas de los géneros
Beauveria, Metarhizium y Purpureocillium en avellano europeo, su capacidad de
bio-control contra adultos de A. superciliosus y el efecto anti alimentario como

consecuencia de la presencia de enddfitos.

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento del estudio
La investigacion se realizo en las instalaciones del Centro Nacional de Bioinsumos
de INIA Quilamapu (CeNBI) en Chillan, region de Nuble, Chile.

Las cepas de Beauveria spp., Purpureocillium sp. y Metarhizium anisopliae se
colectaron en diferentes zonas de Chile y se encontraban almacenadas en el banco
genético de INIA Quilamapu. Los detalles de cada cepa, especie y localidad de

colecta se indican en la Ttabla 1.

Tabla 1. Cepa, especie y locacion de extraccion de los inéculos utilizados en la
presente investigacion.

N° | Caédigo Especie Lugar de colecta

1 | RGM 2248 | Beauveria Santa Barbara, regién del Biobio, Chile.
peruviensis

2 | RGM 2249 Beauyer/g Region de Los Lagos, Los Lagos, Chile.
peruviensis

3 | RoM 2396 | Beauveria Region del Maule, Molina, Chile.
peruviensis

4 | RGM 2250 Beauyer/g Region de la Araucania, Lago Icalma, Chile.
peruviensis

5 | ReMes7 | DBeauveria Puerto Ibafiez, Regioén de Aysén, Chile.
peruviensis
Beauveria Region de Valparaiso, Isla Robinson Crusoe,

6 | RGM 2362 bassi Archipiélago de Juan Fernandez, plazoleta

assiana Yunque.




Tabla 1. Cepa, especie y locacion de extraccion de los inéculos utilizados en la
presente investigacion (continuacion).

Metarhizium Region de Valparaiso, Isla Robinson Crusoe,
7 | JFD1_6CA1 . . Archipiélago de Juan Fernandez, plazoleta
anisopliae
Yunque.
Metarhizium Region de Valparaiso, Isla Robinson Crusoe,
8 | JFD1_61 . . Archipiélago de juan Fernandez, mirador
anisopliae .
cerca de Peralillo.
9 |RGM 3237 | Metarhizium Regién del Maule, RN Los Queules, Chile.
anisopliae
10 | RGM 3263 | Metarhizium Region del Maule, San clemente, Chile.
anisopliae
11 | RGM 3264 Metarhizium Region del Maule, Vilches Alto, Chile.
anisopliae
12 | RGM 392 Metarhizium | Regidn de Valparaiso, Isla Robinson Crusoe,
anisopliae Archipiélago de juan Fernandez.
13 | RGM 1746 | Metarhizium Region de Valparaiso, Quillota, Chile
anisopliae
14 | RGM 1523 | Purpureocillium Region del Biobio, puente n°7 camino a
sp. Concepcidn, chile.
15 | RGM 1598 | Purpureocillium Region del Biobio, Lago Lanalhue, Chile.
sp.

Bioensayo de colonizaciéon endéfita

En macetas de 20 L de volumen se colocé 15 L de sustrato sin esterilizar,
consistente en una mezcla de compost, perlita, turba y vermiculita en una relaciéon
1:1:1:0,5. En estas se establecieron plantas de avellano cultivar Tonda di Giffoni
obtenidas de un vivero mediante reproduccion in vitro. Las plantas se regaron con
2 L de agua, tres veces por semana y se dividieron en 16 tratamientos con seis
repeticiones cada uno. A continuacion, se sembraron conidios de las cepas
obtenidas del Banco de Recursos Genéticos Microbianos de INIA en placas de Petri
de 8 cm con medio Agar Papa Dextrosa (APD) Difco™. Estas cepas se incubaron
por 10 dias a 24 °C en una camara de crecimiento en obscuridad absoluta.
Terminando el periodo de incubacién las placas se mantuvieron por 3 dias a
temperatura ambiente y fotoperiodo de 12:12 Hrs con el fin de estimular la

produccion de conidios. Al finalizar el periodo de estrés, se prepararon



suspensiones de cada cepa con agua destilada estéril mas Tween 80 (0,001 %)y a
continuacion, se contabilizé la concentracion de conidios, ajustandolo a 1x107 mL™",
con una camara de Neubauer.

Se emplearon 15 mL de una suspension con conidios de cada hongo que se
preparé en vasos precipitados de 100 mL. A continuacion, se marcaron hojas al azar
en diferentes puntos de la planta y posteriormente, con un algodén estéril se
aplicaron 2 mL de la suspension en el has y envés. Al terminar la aplicacion las
plantas se ubicaron en un sombreadero, separadas por cepa aplicada y
manteniendo el riego de 2 L de agua de pozo sin tratar tres veces por semana
durante 15 dias.

Luego de este periodo se extrajo material vegetal (hojas) desde las plantas
inoculadas que se lavaron con agua potable para eliminar las impurezas. Luego, en
un gabinete de bioseguridad se desinfectod el material sumergiendo las estructuras
en etanol al 70 % por 15 segundos, en hipoclorito de sodio al 1,5 % durante 3
minutos y nuevamente en etanol al 70 % por 15 segundos para, finalmente, enjuagar
los trozos tres veces en agua destilada estéril por 1 minuto cada vez. A continuacién
se colocaron en papel absorbente estéril para su secado y se cortaron diez trozos
de 5 mm de lado que, posteriormente se colocaron en placas de Petri de 8 cm de
diametro con Agar Noble (1 g de Difco™ Agar Noble por 100 mL de agua destilada)
mas Cloranfenicol (0,025 g L-') (Barra-Bucarei et al., 2020). La revision de las placas
se realizd a los 15, 30, 45 y 60 dias registrando la presencia de micelio derivado
desde el material vegetal.

Bioensayos de actividad insecticida sobre Aegorhinus superciliosus.

Los adultos de A. superciliosus se colectaron en huertos de avellano en la comuna
de Chillan, Chile (36.6066° S 72.1034° O), en un radio de 40 km. Los insectos
recolectados se depositaron en recipientes de contencidn previamente
desinfectados. Se les administrd un sustrato de hidratacion consistente en algodén
esterilizado humedecido con 10 mL de agua destilada estéril y se suministrd
alimento consistente en ramillas frescas de avellano lavadas con agua potable para
eliminar impurezas.

Los insectos pasaron por un periodo de aclimatacion de dos dias en los



respectivos recipientes y a las 48 horas se desinfectaron sumergiéndolos en agua
potable por cinco segundos, posteriormente en hipoclorito de sodio al 0,5 % por tres
segundos, para finalmente enjuagarlos dos veces en agua destilada estéril por tres
segundos. Terminando el proceso de desinfeccion, los insectos se depositaron en
recipientes cubiertos con papel absorbente estéril para su secado.

Los indculos se obtuvieron como se describio en el bioensayo anterior. Las
cepas se seleccionaron dependiendo de su capacidad de colonizacién sobre las
plantas de avellano, siendo estas RGM 2396, RGM 2250 del género Beauveria y
RGM 1523 del género Purpureocillium.

Se sembraron conidios de las cepas seleccionadas en placas de Petri con medio
Agar Papa Dextrosa (APD) Difco™ que se incubaron por 10 dias a 24 °C en una
camara de crecimiento en obscuridad absoluta. Terminando este periodo de
incubacion las placas se retiraron y colocaron por 3 dias a temperatura ambiente
(20 £ 5°C) con un fotoperiodo de 12 h y 12 h de oscuridad con el fin de estimular la
produccion de conidios. Al finalizar el periodo de estrés, se prepararon
suspensiones de cada cepa con 50 mL agua destilada estéril y Tween 20 (0,01 %)
y se contabilizé la concentracion de conidios, ajustandolo a 1x10” mL-', con una
camara de Neubauer.

Se prepararon camaras para los insectos post inoculacién consistentes en cajas
de cultivo vegetal magenta previamente desinfectadas con una fuente de
hidratacion y alimento, correspondientes a un algodén estéril humedecido con 10
mL de agua destilada estéril y tres cortes de hoja fresca de avellano europeo de 9
cm? cada uno.

Posteriormente los insectos nuevamente se lavaron con agua potable con el fin
de eliminar impurezas para después ser desinfectados por inmersion de 3 s en
hipoclorito de sodio al 0,5 % y finalmente enjuagados por 5 s en agua destilada
estéril. Los insectos se secaron con papel absorbente estéril y se colocaron en las
cajas de cultivo vegetal magenta. A continuacién, los insectos fueron inmersos
individualmente en la suspension con conidios por 5 s, luego se secaron en papel
absorbente estéril y finalmente se colocaron en recipientes, siendo separados en

tres tratamientos aplicados con las cepas mencionadas y un tratamiento control
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aplicado solo con agua destilada, con diez repeticiones por cada tratamiento. Los
tratamientos se revisaron diariamente hasta cumplir 13 dias segun una adaptacion
de la metodologia de Santiago et al. (2024) registrando insectos muertos y la
presencia de micelio.

Bioensayo capacidad fago-disuasiva.

Las cepas se seleccionaron dependiendo de su capacidad de colonizacion en
plantas de avellano europeo y su capacidad de esporulacion, siendo elegidas las
cepas de Beauveria RGM 2396 y RGM 2250. Se utilizaron plantas previamente
inoculadas con las cepas mencionadas y los ejemplares de A. superciliosus se
recolectaron en huertos aledafios a la zona de Tanilvoro, region de Nuble
(36°42'26"S 71°50'28"0).

Los insectos se desinfectaron sumergiéndolos en agua potable por 5 s,
posteriormente en hipoclorito de sodio al 0,5 % por tres segundos y finalmente
enjuagados dos veces en agua destilada estéril por tres segundos. Luego, se
colocaron en recipientes previamente desinfectados con un punto de hidratacién
consistente en un trozo de algodon humedecido con 10 mL de agua destilada estéril,
pero sin fuente de alimento.

Se recolectaron hojas frescas de avellanos previamente inoculadas con las
cepas seleccionadas que se lavaron con agua potable para eliminar impurezas que,
posteriormente se cortaron en trozos de 9 cm? y depositaron en papel absorbente
para su secado. Se dispusieron tres cortes de hoja de 9 cm? en cada caja magenta
para, posteriormente, depositar un insecto en su interior. Las cajas se separaron en
cuatro tratamientos con seis repeticiones cada uno. La evaluacion final se realiz6 a
las 48 h evaluando el area consumida de las hojas por cada insecto utilizando el
software Imaged.

Analisis estadistico

Todos los bioensayos se realizaron con un disefio experimental completamente al
azar. En el analisis estadistico se compararon los supuestos de normalidad y
homogeneidad de la varianza utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. En el bioensayo
de capacidad de colonizacién y control de A. superciliosus se utilizé una prueba no

paramétrica de Kruskall-Wallis (P < 0,05) debido a que los datos no cumplieron la
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prueba de normalidad. Finalmente, el bioensayo de capacidad de fagodisuacién se
analizé utilizando comparaciones de medias con la prueba de diferencia minima
significativa de Fisher (F-LSD) (P < 0,05). No se utilizé el factor de correccién de
Abbott (1925) en el bioensayo de control debido a que la mortalidad de los insectos
en el control fue menor al 5,0 %. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo colonizacion endofitica

De las 15 cepas evaluadas, de los tres géneros de hongos entomopatdégenos, solo
dos de ellas presentaron capacidad de colonizacion endofitica en plantas de
avellano, correspondiendo a los géneros Beauveria y Purpureocillium. Las cepas de
Metarhizium JFD1_6C1, JFD1_61, RGM 3237, RGM 3263, RGM 3264, RGM 392 y
RGM 1746 no lograron colonizar los tejidos de las plantas, por lo que quedaron
descartadas para las siguientes evaluaciones. Sin embargo, existen estudios que
demuestran la capacidad de este género de formar relaciones endofitas con
especies de importancia agricola presentando un patron de colonizacién sistémico
(Stone y Bidochka, 2020). Ademas, estudios realizados por Mwamburi (2021)
demostraron la capacidad de cepas de Metarhizium para persistir en el interior de
la planta y conferir capacidad de control sobre algunas plagas como Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Por su parte, las cepas de
Beauveria RGM 2396 y RGM 2250, lograron colonizar el interior del tejido foliar,
mientras que RGM 2248, RGM 2249, RGM 657 y RGM 2362 fueron descartadas ya
que no presentaron colonizacion endofitica. Finalmente, solo la cepa de
Purpureocillium RGM 1523 presentd colonizacién endofitica en los tejidos de las
hojas del avellano con un patrén de colonizacion localizado.

Analizando el porcentaje de colonizacién de las cepas que lograron establecerse
como endofitas se observa que se presentaron resultados variados entre especies.
Como se describe en la Tabla 2, la cepa RGM 1523 del género Purpureocillium
presentd el mayor porcentaje de colonizacion, con 21,61 %. El género Beauveria

con la cepa RGM 2250 tuvo un 1,67 % mientras que la cepa RGM 2396 registrd un
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6,7 % de colonizacion. Sin embargo, al realizar la prueba de Kruskall — Wallis no se

registraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 2. Porcentaje (%) de colonizacion endofitica en Corylus avellana de cepas
enddfitas de hongos entomopatdgenos.

Cepa Género Colonizacién (%)
RGM 2396 Beauveria 6.67a
RGM 2250 Beauveria 1.67a
RGM 1523 Purpureocillium 21.61a

*Letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Kruskall —
wallis (P < 0,05).

La colonizacion de las cepas que mostraron capacidad enddfita coincide con el
comportamiento demostrado por los géneros estudiados en diferentes
investigaciones. En el caso de Purpureocillium concuerda con Kashanian et al.
(2021), quienes buscando enddfitos en C. avellana encontraron un total de 791
hongos enddfitos en diferentes tejidos de la planta, donde el género Purpureocillium
aparece como enddfito de hojas. En cuanto a Beauveria, varios estudios sefialan la
capacidad de este hongo para establecerse como endofito en especies vegetales
de importancia agronémica como tomate (Barra-Bucarei et al., 2020; Silva et al.,
2020) y maiz (Russo etal., 2019) entre otros. Ademas, estd demostrada su
capacidad de colonizar especies lefiosas como el arandano (Hu y Bidochka, 2019),
por lo que la colonizacion en avellano es acorde al comportamiento de este hongo.
Bioensayos de capacidad de control de Aegorhinus superciliosus.

En este bioensayo se utilizaron las cepas RGM 2396 y RGM 2250 de Beauveria 'y
la cepa RGM 1523 de Purpureocillium debido a que demostraron la capacidad de
colonizar tejido de las plantas de avellano.

Con relacién a la supervivencia de los insectos, como se puede observar en la
Figura 1, se obtuvo diferencia significativa entre los tratamientos, presentando el

control un 100 % de insectos vivos, por lo que no fue necesario aplicar el factor de
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correccion de Abbott (1925). La cepa de Purpureocillium RGM 1523 presentd un
90 % de mortalidad mientras que las cepas de Beauveria mostraron un 100% de
insectos muertos sin registrar diferencia significativa entre los tratamientos con las

cepas enddfitas (P > 0.05).

Figura 1. Insectos vivos a los 13 dias tras un tratamiento por inmersidén con cepas
RGM 1523 (Purpureocillium), RGM 2250 (Beauveria). y RGM 2396 (Beauveria).
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*Letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Kruskall —
Wallis (P < 0,05).

En cuanto al porcentaje de mortalidad, la cepa de Purpureocillium presentd un
90 %, concordando con Toksoz et al., (2018), quienes utilizaron la cepa conocida
como TR1 de la especie Purpureocillium lillacinum en el control de insectos de la
familia Curculionidae, Xylosandrus germanicus (Blanford) y Xyleborus dispar
(fabricius), considerados plaga en avellano europeo en Turquia, lograron una
mortalidad de 75,40 % utilizando una suspension de conidios a una concentracion
de 1x108 mL", que es similar a la utilizada en este estudio. Por su parte las dos
cepas de Beauveria que alcanzaron un 100 % de mortalidad, coinciden con Ahmed
y Freed (2021), quien utilizé una cepa identificada como Bb-01 de B. bassiana para
el control del curculionido Rhynchophorus ferrugineus (Olivier), registrd porcentajes

de mortalidad cercanos al 90 % a los 7 dias después de la aplicacion, valores
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similares a los obtenidos en el presente estudio. Lo anterior confirma el potencial de
este género para controlar insectos de la familia curculionidae y posiblemente la
actividad insecticida esté relacionada con la habilidad del hongo para producir
metabolitos toxicos con capacidad insecticida, causando paralisis e
inmunosupresioén (Farooq y Freed, 2018).

Figura 2. Mortalidad a los 13 dias de Aegorhinus superciliosus tratados por
inmersién con cepas RGM 1523 (Purpureocillium), RGM 2250 (Beauveria) y RGM
2396 (Beauveria).
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*Letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Kruskall —
Wallis (P < 0,05.

En cuanto al porcentaje de insectos parasitados, que corresponde a los
individuos que presentan micosis, como se observa en la Figura 2, Purpureocillium
no presento individuos afectados, lo que podria deberse a la falta de compatibilidad
de los componentes quimicos extracelulares por parte del hospedero. Estos
compuestos son los encargados de liberar la formacion de estructuras de
colonizacion y la produccion de enzimas capaces de realizar la lisis celular del
insecto (Singh et al., 2017). Lo anterior podria indicar que el mecanismo de control

del insecto esta asociado principalmente a la accién de metabolitos toxicos (Thi et
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al., 2023). Las cepas de Beauveria mostraron comportamientos diferentes como se
observa en la figura 3, presentando la cepa RGM 2396 un 20 % y RGM 2250 un 60
% de parasitismo respectivamente. Este comportamiento podria deberse a las
diferentes enzimas extracelulares secretadas por el género Beauveria, entre las que
se encuentran proteasas, glicosidasas, lipasas y quitinasas entre otras, que estan
implicadas en la colonizacion del hongo sobre el insecto (Altamira et al., 2022).
Estas enzimas despliegan una sefial al encontrar nutrientes criticos en la hemolinfa,
promoviendo el crecimiento de las hifas y logrando colonizar completamente para,
posteriormente emerger en forma de micelio y producir conidios (Ortiz-Urquiza y
Keyhani, 2016).

Figura 3. Parasitismo a los 13 dias de Aegorhinus superciliosus tratados por
inmersion con cepas RGM 1523 (Purpureocillium), RGM 2250 (Beauveria) y RGM
2396 (Beauveria).
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*Letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Kruskall —
Wallis (P < 0,05).

Bioensayo capacidad fago-disuasiva
En este bioensayo se evaluaron las cepas del género Beauveria RGM 2396 y RGM
2250. El tratamiento control presentd la mayor cantidad de area consumida, con un

5,25 % mientras que la cepa RGM 2396 presentd un promedio de 0,7 %. A su vez,
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la cepa RGM 2250 tuvo un 2,78 % de area consumida.

Figura 4. Area consumida por adultos de Aegorhinus superciliosus en hojas
inoculadas con las cepas RGM 2396 y RGM 2250 de Beauveria spp.
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*Letras distintas muestran diferencias significativas entre tratamientos segun prueba LSD — Fisher
(P < 0,05).

Las cepas del género Beauveria al colonizar tejidos vegetales presentan la
capacidad de producir metabolitos que afectan principalmente la biologia de los
insectos, pudiendo desencadenar respuestas tanto humorales como celulares
(Pedrini, 2022). En este grupo se encuentra beauvericina, que presenta actividad
miotéxica y neurotdxica (PatoCka, 2016) y bassiacridinas, que es una proteina que
al ingresar al insecto provoca procesos necroticos en diferentes tejidos, causando
la muerte del huésped (Quesada-Moraga y Vey, 2004; Mckinnon et al., 2016), entre
otros. Ademas, se han reportado especies del género Beauveria con la habilidad de
inducir respuestas en las plantas al colonizarlas, activando sistemas de defensa,
llevando a estas a producir metabolitos capaces de defenderlas del ataque de
plagas y enfermedades (Wang et al., 2023). Estudios realizados por Berestetskiy y
Hu (2021) demostraron que esta especie fungica presenta antecedentes de
actividad antialimentaria contra insectos de la familia curculionidae, especificamente

gorgojos del género Sitophilus, debido a la produccion de compuestos organicos
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volatiles capaces de producir repelencia al momento de alimentarse de la planta
colonizada, por lo que este comportamiento podria explicar la respuesta de A.
superciliosus en las hojas de avellano colonizadas por el hongo (figura 4). Cabe
destacar que la respuesta inducida por la colonizacion de Beauveria en el tejido de
la planta depende de la cepa aplicada (Qin et al., 2021), razén por la cual se puede
obtener una diferencia significativa entre los tratamientos a pesar de ser hongos de
una misma especie. Sin embargo, no esta claro el compuesto especifico que causo
el efecto de fagodisuasion y que deberia ser identificado en estudios posteriores.
El uso de cepas de hongos endofitos entomopatégenos podria ser una
alternativa complementaria e innovadora para el control de Aegorhinus spp. a utilizar
en huertos frutales, aunque es necesario identificar el mecanismo responsable de

este efecto en los insectos estudiados.

CONCLUSIONES

1- Las cepas de Purpureocillium RGM 1523 y de Beauveria RGM 2396 y RGM 2250
presentan la capacidad de colonizar el tejido de las hojas de avellano europeo Cv
Tonda di Giffoni.

2- Las cepas de Purpureocillium RGM 1523 y de Beauveria RGM 2396 y RGM 2250
presentan propiedades entomopatdégenas contra adultos de Aegorhinus
superciliosus.

3- Las cepas RGM 2396 y RGM 2250 presentan efecto anti alimentario sobre
adultos de Aegorhinus superciliosus al colonizar tejido de plantas de avellano

europeo Cv Tonda di Giffoni.
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