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RESUMEN: Pseudips mexicanus es del grupo de los descortezadores que afectan la flora de bosques pino-encino
causando una importante pérdida del area forestal en el pais, ademas de, alterar el la ecologia de distintos organismos que
coexisten en ese habitat. El uso de organismos para controlar descortezadores ha sido poco estudiado ya que son pocos los
depredadores naturales conocidos. Un grupo importante en control bioldgico podrian ser los hongos entomopatégenos, sin
embargo, su uso se restringe a organismos de amplio espectro. El aislamiento caracterizacion e identificacion de los
organismos que parasitan a este descortezador podrian representar una alternativa para su control, controlando de forma
especifica la sobrepoblacién. En el presente trabajo se describen un grupo de hongos que parasitan de forma natural a
Pseudips mexicanus, identificandolos morfolégica y molecularmente.
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Identification of entomogenous fungi associated of Pseudips mexicanus Hopkins, 1915
(Curculionidae: Scolytinae)

ABSTRACT: Pseudips mexicanus group is affecting the flora bark pine-oak forests causing a significant loss of forest area
in the country, in addition to altering the ecology of different organisms that coexist in that habitat. The use of organisms to
control bark has been little studied since few known natural predators. An important group in biological control could be
entomopathogenic fungi; however, its use is restricted to agencies broad spectrum. lIsolation characterization and
identification of organisms that parasitize this bark could be an alternative for control specifically controlling
overpopulation. A group of fungi that parasitize naturally to Pseudips mexicanus, morphologically and molecularly
identifying them is described in this paper.
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Introduccion

En México se conocen alrededor de 200 especies de descortezadores cuya actividad interviene
en la degradaciéon de la materia vegetal. Entre las principales especies que inciden sobre sobre los
ecosistemas forestales destacan escarabajos comdnmente conocidos “descortezadores y barrenadores
de la madera, entre estos destacan los géneros Scolytus, Phloeosinus, Dendroctonus, Ips, Pseudips y
estos ultimos son los grupos son los que han tenido un mayor impacto al eliminar grandes extensiones
de bosques de algunas regiones de Norte y Centro América, entre las que prevales nuestro pais y la
region norte del estado de Morelos (Wood, 1982; Andnimo, 2010).

Los descortezadores, son un grupo de insectos que habitan en las cortezas de los arboles
principalmente pinos, esto trae como resultado dafios a los tejidos como el floema, conjunto de tejidos
vivos especializados en la conduccién de savia elaborada, lo que trae como consecuencia la muerte de
los arboles y la infestacion masiva de los escarabajos descortezadores, como consecuencia pérdidas
considerables para los bosques ya que devastan grandes extensiones de estos ecosistemas, provocadas
por mas de 12 especies descortezadores y mas de 15 plantas hospederas (Cuadro 1); entre las
principales especies de escarabajos descortezadores destacan Dendroctonus frontalis, D. adjunctus, D.
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mexicanus y especies de los géneros Ips spp. y Pseudips mexicanus entre otras (Wood, 1982;
Hernandez Paz, 1975; Equihua y Burgos, 2002). Estos ultimos géneros se les considera como de
habitos secundarios, es decir sus ataques por lo general, infestan a los arboles cuando ya han sido
colonizados por otras especies de descortezadores que integran el género Dendroctonus, sin embargo
en algunas ocasiones sus poblaciones son tan elevadas que pueden convertirse en insectos primarios, lo
que provoca la pérdida del arbolado forestal ejemplo de ello son especies Ips entre las que destacan I.
pini e I. confusus (Billings et. al., 1996; Atkinson et. al, 1986; Cibrian et. al., 1998; Villa, 2009).

La presencia de estas especies de insectos es importante, a pesar de que en algunos autores los
consideran como “Plagas forestales”, sin embargo cumplen una funcién importante en los ecosistemas
forestales, ya que constituyen elementos indispensables en la regulacién de estas comunidades, al
eliminar arboles dafiados por fuego, moribundos, enfermizos y/o estrés hidrico, y contribuyen de
manera directa o indirecta al reciclaje de la materia organica y a la incorporacion de ésta al suelo
(Harmon et. al., 1986; Carpenter et. al., 1988; Edmons y Eglytis, 1989; Zhong y Schowlter et al., 1989
en Schowalter y Filip, 1993). En los Gltimos afios los problemas en las comunidades forestales se han
recrudecido debido a que las poblaciones de estos escarabajos aumentan drasticamente y convertirse en
plagas importantes causando severos cambios en el escenario forestal y pérdidas econdmicas a la
industria forestal. La infestacion masiva der estos insectos de grandes extensiones de bosque en algunas
entidades de la republica mexicana entre las que destacan Chihuahua, Durango, Michoacan, Estado de
México y Morelos entre otras; de tal manera que el control de estos organismos se realiza por podas de
saneamiento, el uso trampas por medio de feromonas de atraccién, o el control por medio de
insecticidas, sin embargo su uso trae como consecuencia que el uso excesivo de estos productos crean
resistencia a estos descortezadores, ademas de eliminar a otros organismos, ademas de un costo
economico elevado (Llanderal, 1997).

Ante esta evidencia, se han desarrollado estrategias para el control de descortezadores, ha
tomado relevancia el creciente interés para establecer estrategias para el manejo de los mismos, tomado
como referencia el control natural de los mismos, entre estos destacan los beneficios de los hongos
entomopatdgenos ejemplo de ellos son las especies de Beauveria bassiana, Metarhizium anisoplae y
Bacillus thuringinensis entre otros organismos (Rodgers, 1993, Thomas, 1997, Butt et al. 2001, tomado
de Alatorre, 2007; Fonseca et. al., 2005, 2008; Hajek y Bauer, 2007; Santana-Roman et. al., 2013).

El uso de hongos entomopatdgenos se encuentra dentro de los sistemas de control bioldgico,
que es una practica agricola y forestal que busca restablecer las poblaciones de insectos plaga con el
uso de enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004, tomado por Telléz, 2009; Steinwender et. al.,
2009). Esta alternativa ofrece una solucion amigable al ambiente y de bajo costo, ya que, los
tratamientos convencionales son costosos y poco amigables con el ambiente, ademas de no ser
especificos, (Summy y Frech, 1998).

Un elemento clave para el uso correcto de los organismos entomopatogenos, es el grado de
identificacion y caracterizacion de los organismos asociados a escarabajos descortezadores de
importancia forestal, ya que de esto depende el efecto positivo esperado, por lo que el presente trabajo
tiene por objetivos la identificacion morfoldégica y molecularmente los hongos entomopat6genos
asociados Pseudips mexicanus.
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Materiales y Métodos

Area de estudio: El estudio se realizé en Real Montecassino ubicado en la ladera este del Eje
Neovolcanico. Presenta una temperatura que va de los 8-18°C y una precipitacion 1000-2000 mm. Los
climas de la regién son semifrios (C (E) (m) (w), C (E) (w2) (w)) y templados (C (w2) (w)) segun el
sistema de Koppen (SPP, 1981). La localidad presenta vegetacion de pino—encino, donde prospera P.
montezumae y P. teocote, P. pseudostrobus entre otros, de esta Ultima especie se tomaron muestras
(SPP, 1981; Aguilar, 1990).

Al desprender la corteza del pino se pudieron observar las galerias de los descortezadores y
algunos insectos con micelio. Los insectos colectados de P. pseudostrobus fueron llevados al
laboratorio de parasitologia forestal CIB-UAEM. Ahi se cultivaron en medio PDA, cadaveres de P.
mexicanus que presentaban micelio, y se incubaron por ocho dias, posteriormente se hicieron
aislamientos para obtener cepas puras, para después cultivarlos en otro medio mas enriquecido
(extracto de levadura).

Identificacion morfoldgica: Para la identificacion morfoldgica se realizaron aislamientos de
los hongos hasta obtener cepas puras de los mismos, una vez teniendo las cepas puras se realizaron
preparaciones del hongo y se observaron al microscopio compuesto a los aumentos 40x y 100x. Se
utilizaron las claves taxonomicas de Barnett y Hunter (1987), Domsch et al, (1993) y Webster (1986).

Identificacién molecular: Para la identificacion de los especimenes, se procedio a aislar DNA
gendmico del cultivo de las cepa de acuerdo al método reportado por (Kuhad et al., 2004). Se utilizo el
gen 18S DNA ribosomal usando como primer forward Nu- 0817-F y reverso Nu-1536-R, y con el gen
28S se utilizaron los ITS-3 e ITA-4. Posteriormente fueron amplificados de acuerdo al método y
condiciones descrito por Borneman y Hartin, 2000, se utilizé un Kit Fermentas Thermo Scientific,
Clonejet PCR CloninKit, K123 #K1232. La concentracion de MgCI2, dNTPs, PCR primers y DNA de
la reaccion fue de 1.6 mM, 200 mM, 0.5 mM y 1 ng/ml, respectivamente. La presencia de DNA
gendmico y la amplificacion de los fragmentos 18s y 28s fue confirmado usando geles de agarosa al
0.8% utilizando como marcador de peso molecular de 1kb DNA ladder. Para los fragmentos se utilizé
como control los marcadores 18s y 28s de Bjerkandera adusta. Los productos de PCR fueron clonados
en el vector de pJET y se procedio a la transformacion de E. coli con el pJET por electroporacion, se
seleccionaron cepas y se les hizo una miniprep casera y se corroboro con geles de agarosa que tuvieran
el inserto, los fragmentos se liberaron del vector por medio de una digestion usando la enzima BGL 11y
se confirm6 haciendo geles comparando vectores digeridos y no digeridos, esto se hizo para tener
seguridad de que las colonias de E. coli presentaran los productos PCR insertados en el vector de
clonacién (pJET).

El DNA ribsomal del 18S y 28S se mandé a secuenciar en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (IBT), usando el Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction terminadores BigDye v3.1 (PE
Applied Biosystems) se utilizaron para la secuenciacion automatizada un PRISM Modelo 3730 Xl
analizador genético ABI, version de software 3.0.

Resultados

Se aislaron 19 muestra de hongos presentes en insectos vivos y cadaveres presentes en la
corteza de Pseudips mexicanus; las muestra fueron aisladas y resembradas consecutivamente hasta
obtener cepas puras. Una vez obtenidas, fueron identificadas morfologica y molecularmente, estando
representandos cuatro géneros entre los que destacan Lecanicillum (Clavicipitaceae), Trichoderma
(Hipocreaceae), Aspergillus (Trichocomuceae) y Baeuveria (Clavocipitaceae).
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Descripcion morfologica de los géneros Lecanicillum sp.
Las colonias en medio de cultivo suelen ser blancas o amarillentas, de aspecto algodonoso, el medio de
cultivo cambia de color rojizo al crecer el hongo. EI micelio es septado y las fialides son solitarias o en
verticilo, con un tamafio variable, normalmente entre 12-40 x 0,8-3,0 um. Los conidios son cilindricos
en un rango entre 2-10 x 1,0-2,6 um y pueden formar grupos. No presenta clamidosporas, de acuerdo a
Domsch et al., (1993), la descripcién obtenida sugiere como género a Lecanicillum. Figura 1. Se ha
reportado a Lecanicillum

Para el control de algunos dipteros, tales como Aedes aegypti, trasmisor de la malaria y algunos
acaros de importancia agricola y de salud humana. Ejemplo de ello, Luz y colaboradores en el (2010)
identificaron mosquitos adultos de Aedes aegypti, Anopheles arabiensis y Culex quinquefasciatus
infectados de manera natural por lecanicillum. Al probar su efectividad como control biologico y
obtuvieron una mortalidad del 87% para estos organismos. Derivado de este estudio se establecio un
método de trampeo para inocular mosquitos domesticos y controlar sus poblaciones.

-<, R

Figura 1a. Imagen del micelio que presentacoloracmn blanca algoon'osa y (b) de las hifas del hongo presemtes
y septadas.

Beauveria sp.

El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo debido a los abundantes conidios, es de
color blanco en un principio, tornandose amarillenta posteriormente en la parte del centro, de textura
blanda y superficie plana. Beauveria bassiana posee hifas cenociticas, lisas, con células conididgenas
formando densos racimos irregularmente agrupados, las fialides se encuentran hinchadas en la base que
asemeja la estructura de un frasco sub-globoso y se adelgazan hacia la parte que sostiene las esporas
Ilamado raquis en forma de zigzag. Estos resultados coincidieron con la descripcion realizada por
Domsch et al, (1993). Figura 2. Por lo general se reporta a Beauveria bassiana como hongo
entomopatdgeno con mayor aplicacion para el control de insectos de importancia agricola y forestal
aplicado en formulaciones comerciales; ejemplo de ello Steinwender y colaboradores (2009), aislaron
conidioforos de B bassiana creciendo sobre Ips typographus presentes en la region de Rothwald,
Austria, estos organismos fueron aplicados a Ips sexdentatus obteniendo un 93 % de mortalidad
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Figura 2a. Imagen del micelio blanco y especto de polvo y (b) de las hifas del hongo asi como las esporas

presentes.

Trichoderma sp.

Desarrolla anillos concéntricos, hifas septadas, hialinas, conidi6foro intrincado, midiendo (50,0
- 60,0 x 2,0 — 3,0) W, verticilos formado por cinco fialides, de forma ampuliforme, midiendo (10,5 x
3,3) LYy 2,2 uen la base, no se observaron fialides intercalares, conidios con pared lisa, globosos a
subglobosos, de color verde oliva, sus medidas son (3,5 x 3,1) W, presenta clamidosporas terminales e
intercalares, globosas a subglobosas, midiendo (9,5 x 9,0 p). Las caracteristicas del aislamiento
corresponden a la descripcion dada por Barnett y Hunter (1987). Figura 3. Sundaravadivelan y
Padmanabhan en el 2014, demostraron la efectividad de T. harzianum al utilizar a Aedes aegypti,
demostrando una efectividad del 96%, al utilizarlo como agente de control bioldgico.

Figura 3. Cloracion del hongo trichoderma que presenta coloraciones amarillas, verdes y
blancas con forme el hongo se desarolla.

Penicillium sp.

Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un
pincel que termina en células conidiégenas llamadas fialides. Los filamentos o hifas alcanzan un
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diametro entre dos o tres micrometros y tienen septos con un poro central que no es visible al
microscopio éptico. Las paredes del estipite, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas o
equinuladas. La pared de las fialides es siempre lisa. Las fialides pueden tener forma de anfora o bien
ser casi cilindricas con la porcion apical en forma de cono. El tamafio maximo de las fidlides es de 15
pm y la parte terminal no supera los 3 um de largo. Los conidios son esféricos o elipsoidales,
unicelulares, hialinos que en masa se ven de color verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared
de los conidios es lisa 0 rugosa segun las especies (Webster 1986). Figura 4. Penicillum es utilizada en
la actualidad para el control de Culex que es un vector de filarias, Salwan S. Rashed y colaboradores
(2013) realizo un estudio para observar la patogenicidad de tres especies de este hongo teniendo como
resultado una mortalidad del 100%. Al igual que en este estudio los insectos fueron aislados de
cadaveres de mosquitos. En la actualidad se utiliza a Penicillum como agente de control bioldgico para
especies de importancia agricola y de salud.

Figura 4. Coloracion del hongo Penicillium y su crecimiento que presenta coloraciones café oscuro y
verde.

Descripcion molecular de los hongos asociados

Una vez obtenidas las secuencias de los cuatro hongos identificados morfoldgicamente se
procedio a realizar un alineamiento de las secuencias, utilizando como referente las secuencias
depositadas en la base de datos del NCBI. Los resultados muestran un 98 y100% de similitud,
corroborando el género de los hongos entomopatogenos identificados morfologicamente en este
estudio.
Discusion

Las alternativas de control de estos insectos se remiten a tomar una serie de estrategias que van
desde el derribo-descortezado, control quimico (inorganicos) y biologicos (feromonas y metodos
microbianos) este ultimo ha resultado ser una de las opciones mas viables y amables con la naturaleza
al ser consideradas en programas de manejo y control de especies de importancia forestal (Hajek y
Bauer, 2007). Los hongos asociados a este descortezador, representan una posible actividad
entomopatogena, tal es el caso del género Beauveria (Steinwender et. al., 2009). En el presente trabajo
se demostro la presencia de distintos géneros con la presencia de Beauveria spp., Lecanicillum spp.,
Trihoderma spp. y Penicillium spp., las cuales indican una actividad patogena activa en contra de este
descortezador. También se da a conocer los primeros registros de estos hongos entomopatdgenos
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asociados a esta especie de descortezador para el pais. (Hajek y Bauer, 2007; Fonseca et. al., 2005,
Fonseca, 2008; Santana-Roman et. al., 2013).
Perspectivas de estudio

La importancia y uso de los entomopatégenos, radica en sustituir la practica de quimicos por
alternativas bioldgicas para el control de los descortezadores, al regular las poblaciones de insectos de
importancia forestal. Por tanto, el presente trabajo establece las bases metodoldgicas para establecer
medidas para control biologico y su efectividad patogénica de estos hongos para el control de las
principales especies de importancia forestal, sin la alteracién del ambiente, que a la postre, contribuyan
al mantenimiento y a la conservacion de los bosques del pais.
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