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Resumen

Las especies de hongos del género Aspergillus muestran una gran diversidad de hébitos de
vida. En su mayoria son hongos saprofitos de suelo, pero algunos de ellos han mostrado
ser entomopatdgenos. En el presente trabajo fin de master (TFM) se ha identificado
morfolégica y molecularmente una cepa de la especie Aspergillus tubingensis Mosseray
(Ascomycota: Aspergillaceae) (FIT-22014) aislada de adultos de clitra, Labidostomis
lusitanica Germar (Coleoptera: Chrysomelidae), una de las principales plagas del
pistachero en Espafa. El aislado FIT-22014 ha mostrado capacidad entomopatdgena en
larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae). La patogenicidad de la cepa FIT-
22014, ha sido comparada con la mostrada por tres cepas atoxigénicas (no productoras de
aflatoxinas) de la especie A. flavus (ASP041, ASP040 y ASP026) seleccionadas
previamente segun su capacidad para reducir micotoxinas (aflatoxinas) en frutos de

pistachero.

Inicialmente, la caracterizacion morfologica de la cepa FIT-22014 se realiz6 atendiendo a
la morfologia del conidi6foro y los conidios, mientras que la caracterizacion molecular se

abordd a traveés de la secuenciacion de las regiones ITS, BT2 y CMD.

El ensayo de patogenicidad confirmd que las cuatro cepas son entomopatdgenas, si bien
todos mostraron mortalidades inferiores al 50%. La cepa ASP041 de A. flavus fue la que
redujo més la poblacion de G. mellonella al producir 28.57% de mortalidad total y un
3.33% de pupas malformadas. La cepa FIT-22014 de A. tubingensis, que fue la aislada de
los adultos de L. lusitanica, present6 un 17.24% de mortalidad total, y un 3.67 y 3.33% de
adultos y pupas malformadas. En este trabajo se describe por primera vez A. tubingensis
como agente entomopat6geno. Ademas, cabe destacar que el empleo de cepas atoxigénicas
de A. flavus podria utilizarse con un doble proposito, reducir el contenido de aflatoxinas
en pistachos y controlar fitéfagos, disminuyendo asi los costes de produccion dentro de

una estrategia de control integrado de plagas y enfermedades.

Palabras clave: Aspergillus tubingensis, Aspergillus flavus, control integrado de plagas y
enfermedades, Galleria mellonella, Labidostomis lusitanica



Abstract

Fungal species of Aspergillus genus show a great diversity of lifestyles. Most of them are
saprophytic soil fungi, but onlyfew have shown entomopathogenicity. In the present
master's tesis (TFM), the strain FIT-20014 of A. tubingensis isolated from leaf beetle
adults, Labidostomis lusitanica Germar (Coleoptera: Chrysomelidae), was indentified
morphologically and molecularly. This insect is one of the main pests of pistachio trees in
Spain. The FIT-22014 isolate exhibited entomopathogenic capacity against Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvae. The pathogenicity of the FIT-22014 strain
was compared whith three atoxigenic strains (not aflatoxins producers) of A. flavus
(ASP041, ASP040 and ASP026), that they were previously selected based on their ability
to reduce the mycotoxins (aflatoxins) in pistachio nuts.

The morphological characterization of the FIT-22014 strain was carry out based on the
morphology of the conidiophore and the conidia, while the molecular characterization was
approached through the sequencing of the ITS, BT2 and CMD regions.

The pathogenicity assay confirmed that the four strains are entomopathogenic, although
their mortalities were lower than 50%. The A. flavus strain ASP041 obtained the higher
reduction of G. mellonella population 28.57% of total mortality and 3.33% of malformed
pupae. The A. tubingensis strain FIT-22014, which was isolated from L. lusitanica adults,
showed 17.24% of total mortality, and 3.67% and 3.33% malformed adults and pupae,
respectively. In this study, A. tubingensis is described for the first time as an
entomopathogenic fungus. Furthermore, it should be noted that the use of atoxigenic strains
of A. flavus could have a dual purpose, reducing the content of aflatoxins in pistachios and
controlling phytophagous pests, thus decreasing production costs within an integrated pest

and disease control strategy.

Key words: Aspergillus tubingensis, Aspergillus flavus, Galleria mellonella,
Labidostomis lusitanica, integrated pest and disease control strategy.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El pistachero (Pistacia vera L.) es un arbol caducifolio y dioico, originario del Oeste y
centro de Asia. Su cultivo se ha extendido por todo el mundo debido al valor de su fruto,
una drupa monosperma ovoide y alargada denominada pistacho, que puede ser
dehiscente o indehiscente seglin este abierta o cerrada la cascara, y donde la parte
comestible corresponde a sus dos cotiledones (Couceiro et al., 2017). Se trata de una
especie anemofila cuyo periodo de floracion es de unas dos semanas en primavera
(EPPO, 2022; Gémez et al., 2022). En Espafia, desde que se declard ‘cultivo alternativo’
en 1986, su extension no para de aumentar y alcanza las 55.032 hectéreas, destacando
notablemente la region de Castilla-La Mancha con 44.849 ha (ESYRCE, 2021).

Debido a su reciente introduccion en nuestro pais, las pérdidas ocasionadas por insectos
fitéfagos y enfermedades (aqui usaremos el término parasitos para ambos por ser
parasitos animales y microbianos) son limitadas. Ello puede deberse a que los paréasitos
no hayan llegado al territorio o, si estan, no tengan niveles poblacionales suficientes para
ocasionar un dafio importante. Pero cabe esperar que, transcurrido un tiempo, las
poblaciones ya presentes aumenten hasta convertirse en un serio problema. Por ello, es
necesario conocer sus enemigos y saber anticiparse a futuros ataques cada vez mas
severos. En el territorio nacional, los fitdfagos mas importantes que atacan el pistachero
son los hemipteros Nezara viridula L. (chinche verde), Agonoscena pistaciae Burkhardt
& Lauterer, A. targionii Lichtenstein (ambas psilas del pistacho) y Saissetia oleae Bern.
(cochinilla), el lepidéptero Plodia interpunctella Hibner (piral o tinta de la semilla), y
los coledpteros Vesperus xatarti Duf. (castafieta) y Labidostomis lusitanica (Germar)
(clitra o galeruca). La clitra es un fit6fago de especial interés ya que cuando su poblacion
aumenta adquiere un estado gregario y puede afectar gravemente al cultivo en unos
pocos dias (MAPA, 2018; Gomez et al., 2022).

La especie L. lusitanica pertenece a la familia Chrysomelidae y se encuentra distribuida
por toda la geografia peninsular. El adulto presenta el térax y la cabeza de color negro y
en naranja unos élitros con dos puntos negros, uno en cada extremo externo (Figura 1);
miden de longitud entre 6 y 12 mm y tienen un marcado dimorfismo sexual, pues los
machos presentan unas patas delanteras mas desarrolladas que las hembras; sus huevos
tienen una forma cilindro-conica, con un color claro que se va oscureciendo con el

tiempo v las larvas color crema son de unos 15 mm de longitud (Couceiro et al., 2017).



Los adultos se desplazan de las plantas adventicias a los pistacheros durante el mes de
mayo, siendo éste el momento méas critico para el cultivo, debido a que empiezan a
devorar las hojas jévenes con su aparato bucal masticador. La clitra puede provocar
importantes dafios de defoliacion en pocas horas, dejando intacto Gnicamente el nervio
central de la hoja, produciendo el posterior debilitamiento del pistachero. En arboles
jovenes este crisomélido puede causar la muerte ya que muestra una marcada preferencia
por este tipo de plantas. La cpula por acoplamiento se realiza en las hojas del arbol,
aungue luego se desplazan al suelo para poner la puesta entre la maleza, en hojas y
ramas, en grupos de unos 10 huevos que acabaran eclosionando tras 12 dias. Después,
las larvas se refugian en el suelo y hojas secas para entrar en diapausa. Si se dan las
condiciones climaticas necesarias, como la ausencia de precipitaciones, podria existir

incluso una segunda generacion (Couceiro et al., 2017; Gémez et al., 2022).

Figura 1. Adulto macho de Labidostomis
lusitanica (Fotografia del autor).

Actualmente no existen insecticidas quimicos especificos para controlar la clitra
(MAPA, 2022), por lo que su control recae principalmente en métodos culturales como
labrar la tierra durante el invierno con intencion de destruir las pupas enterradas.
También es aconsejable, en los injertos del mismo afio, no cortar el patrén por encima
del punto de injerto para que actle de cebo. Si el ataque no es muy severo, también se
pueden sacudir las ramas y dejar que caigan en una bolsa colocada debajo. Los adultos
suelen caer facilmente con el amanecer, cuando muestran poca actividad (Couceiro et
al., 2017; MAPA, 2018). Estos métodos son insuficientes para realizar un control

efectivo de la clitra y urge la necesidad de alternativas de control.



Durante 2021, la Dra. Sara Rodrigo (Centro de Investigacion del Chaparrillo, Castilla-
La Mancha) envié un adulto de clitra muerto y que mostraba un micelio externo
blanquecino al laboratorio del Dr. Juan Moral del grupo UCOLIVO del Dpto. de
Agronomia de la Universidad de Cérdoba (DAUCO) en el marco de una colaboracion
entre ambos investigadores (Figura 2). El cuerpo del insecto fue, desinfectado
superficialmente, seccionado y se aisld consistentemente e identifico (Unicamente
atendiendo a sus caracteristicas morfologicas) una especie de Aspergillus. En 2022, la
Dra. Rodrigo identificd seis nuevos individuos de clitra con sintomas similares a los
descritos y nuevamente se aislaron cepas con caracteristicas morfolégicas similares a la

anterior.

Figura 2. A) Adulto de Labidostomis lusitanica con crecimiento fingico externo. B) Conidi6foro del hongo

esporulado en el cuerpo del insecto. C) Micelio del hongo esporulado en el cuerpo del insecto. (Fotografia del
autor)

En ese momento, surgieron dos hipotesis:
1) el hongo colonizé los insectos muertos, por lo que seria saprofito.
2) elhongo es el agente causal de la muerte de los insectos y, por tanto, seria el primer

hongo entomopatdgeno del género Aspergillus descrito para L. lusitanica.

El género Aspergillus esta constituido por unas 180 especies que se reproducen
principalmente mediante esporas asexuales (fialosporas) producidas sobre fidlides
cortas. EI nombre de este género se debe a que su descubridor, P.A. Micheli, comparé
su caracteristico conidiéforo con un ‘aspergillum’, un dispositivo utilizado por la iglesia
catblica para rociar agua bendita. La base de este conidi6foro presenta una estructura
denominada célula pie, la cual termina en forma de ‘T’ o ‘L’. A partir de esta célula se
prolonga un estipe que puede medir desde 50 um, 0 menos, hasta varios milimetros de
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longitud siendo en muchas ocasiones perceptible al ojo. El apéndice del estipe se
expande formando una vesicula y de ella, surgen directamente las fialides portadoras de
conidios en las especies denominadas uniseriadas. En las biseriadas, hay una segunda

capa de células entre la vesicula y las fidlides denominada métula (Klich, 2002).

Entre las especies de Aspergillus, de importancia en el cultivo del pistachero, destacan
aquellas pertenecientes a la Seccion Flavi (principalmente, A. flavi y A. parasiticus
Speare). Ambas especies causan importantes pérdidas en este cultivo debido a la
contaminacién de los frutos con aflatoxinas (hay una veintena de estos compuestos, pero
destacan B1, B2, G1 y G2), es decir, compuestos hepatocarcinogénicos derivados del
metabolismo secundario del hongo. Considerando que el pistachero es muy vecero, se
calcula que son contaminados uno de 5.000 frutos de pistacho en afios de descarga (off-
year) y uno de 20.000 en afios de carga (on-year) (Moral et al., 2020). La aflatoxina B1
es la micotoxina mas toxica y que mas problemas econémicos genera en la agricultura
en el mundo. Una de las préacticas de control de la contaminacion de aflatoxinas en
precosecha mas eficiente consiste en la liberacion masiva de cepas atoxigenicas (no
productoras de micotoxinas) de control biologico de la especie A. flavus que desplazan
competitivamente a las cepas toxicas nativas (Garcia-Lopez et al., 2022). Durante los
altimos afios, el Grupo UCOLIVO ha seleccionado distintas cepas atoxigénicas de A.
flavus las cuales, ademas, podrian tener capacidad entomopatdgena.

En este punto, cabe destacar que Reiss en 1975 determind que la aflatoxina era toxica

para Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae).

Por otro lado, varias especies del género Aspergillus han mostrado ser entomopatogenas
en insectos de los 6rdenes Orthoptera, Hemiptera, Diptera, Lepidoptera e Hymenoptera
(Bhan et al., 2013; Seye et al., 2014; Zhang et al., 2015; Fitriana et al., 2021; Lin et
al., 2021) y acaros (Mazid et al., 2015)

Los objetivos principales del presente Trabajo Fin de Master es la identificacion de la
especie fungica asociada a los insectos micosados naturalmente, comprobar su
capacidad entomopatogena, y compararla con especies de Aspergillus seleccionadas

como agentes de biocontrol para reducir la contaminacion por aflatoxinas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.10rganismos utilizados

e Cepas fungicas

Para comprobar la capacidad entomopatdgena del género Aspergillus se utilizaron las
cepas fungicas FIT-22014, ASP041, ASP040 y ASP026 (Tabla 1; Figura 3). La primera
de ellas es la cepa de Aspergillus sp. aislada del cuerpo de los adultos de clitra, mientras
que las otras tres son A. flavus y proceden de la micoteca del DAUCO. Estas cepas se
conservaron a través del almacenaje de micelio liofilizado a -80°C. La capacidad para
producir aflatoxinas de las especies de A. flavus se analizd previamente mediante su
reaccion en Agar-Coco seguido de espectrometria de masas. Se seleccionaron cepas

atoxigénicas para comprobar un potencial doble efecto: control de aflatoxinas y de clitra.

Tabla 1. Cepas flngicas evaluadas.

Cepa Especie Caracterizacion
FIT-22014 A. tubingensis ITS-BT2-CMD*
ASP041 A. flavus ITS-BT2-CMD
ASP040 A. flavus ITS

ASP026 A. flavus ITS-BT2-CMD

*Resultados del presente TFM

Figura 3. A) FIT-22014 B) ASP026 C) ASP040 D) ASP041.
(Fotografia del autor)



Las cepas se cultivaron en placas Petri de 90mm de didmetro con PDA (Agar Patata
Dextrosa), bien realizando una “Z” con la aguja de siembra 0 a traves de un par de gotas
extendidas por el medio con el asa de Drigalski. Posteriormente, durante 10 dias se
incubaron a 30°C. Pasado dicho tiempo, con la punta del escalpelo se realizaron cultivos
de puntas de hifas a medio PDA para su cultivo puro, evitando asi una posible
contaminacién previa de las muestras madre. Pasados otros 10 dias, las colonias estaban

listas para hacer suspension de esporas e inocular el insecto.

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)

Para la realizacion del ensayo de patogenicidad, se escogieron larvas del insecto modelo
Galleria mellonella (Figura 4) por su gran susceptibilidad a hongos entomopatdgenos
(Zimmermann, 1986). Se compraron a la empresa Harkito Reptile (Madrid, Espafia) en
primer estadio larvario y se conservaron en el insectario de la Unidad de Entomologia
Agricola de DAUCO hasta que alcanzaron un estadio L4 en condiciones de insectario
(T = 25£2°C; HR = 70+5%). La dieta de las larvas de G. mellonella utilizadas en el

proyecto se describe en la Tabla 2.

Figura 4. Larvas de Galleria mellonella utilizadas en el
trabajo (Fotografia del autor).

Para la elaboracion de la dieta se mezclaban primero los productos solidos, luego se

afiadia la miel y la glicerina hasta conseguir una pasta suelta y homogénea (Tabla 2).



Tabla 2. Receta de la dieta larvaria de Galleria mellonella.

Componentes Cantidades (cada 100g)
Germen de trigo 16.40%
Levadura 7.50%
Leche en polvo 10.50%
Harina de maiz 16.40%
Salvado trigo fino 16.40%
Glicerina 7.50%
Miel 25.30%

2.2 ldentificacion morfologica de la cepa FIT-22014.

Caracteristicas microscdpicas.

Para estudiar las caracteristicas morfoldgicas de la cepa FIT-22014 se extrajeron los
conidiéforos de la zona mas clara de la colonia, para que las esporas no interviniesen en
la observacion, con ayuda de una lanceta. Después se transfirieron a una gota de agua

estéril colocada encima de un portaobjetos con la pipeta.

2.3 ldentificacion molecular de la cepa FIT-22014.

Extraccion de ADN.

Sobre una colonia pura del hongo en medio PDA se afiadié 1.5 mL de agua estéril con
una gota de Tween 20 para romper la hidrofobicidad de las esporas y se mezclé con un

asa de Drigalski para generar una suspension con el micelio/esporas.

Posteriormente se procedio a realizar la extraccion de ADN segun el protocolo para
ADN fangico de OMEGA (E.Z.N.A. ® Fungal DNA Mini Kit).

El protocolo se inicié con la adiciéon de 600 uL FG1 Buffer y 5 uL RNase en un tubo
Eppendorf de 2 mL con 500 pL de la suspension de esporas de la muestra, 1 g de arena
y dos esferas de 0.5 cm de didmetro. Se agitd empleando un instrumento
homogeneizador FastPrep-24™ de MP Biomedicals. Se afadieron 10 plL de B-
mercaptoetanol, se homogeneizo la mezcla en un vortex y se incubd a 65 °C durante 5
min. Durante la incubacién se invirti6 el tubo de la muestra y se afiadieron 140 pL del
Buffer FG2 y se mezcl6 de nuevo con el virtex. Se dejé reposar en hielo 5 min. y se
centrifug6 a 10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo

de microcentrifuga, sin alterar el pellet. Se afiadi6 medio volumen de tampon FG3 y 1



volumen de etanol 100% homogeneizando con el vortex. La muestra, correctamente
mezclada, se transfirié a la minicolumna de centrifugacion de ADN HiBind® en un tubo
de recoleccion de 2 mL. Posteriormente, se anadieron 100 uL 3M NaOH a la
minicolumna y se centrifugdé durante 1 min. a 10.000 rpm, el filtrado se elimind y se
reutilizé el tubo de recoleccion. Asi se realizaron dos lavados. Después, se colocé la
columna de centrifugacion en un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y se afiadieron 750
puL del tampon de lavado de ADN centrifugando a 10.000 rpm durante 1 min.,
eliminando el filtrado y, reutilizando el tubo de recoleccién para un segundo lavado del
tampon de lavado de ADN. Seguidamente, se centrifugd la minicolumna de ADN
HiBind vacia a maxima velocidad durante 2 min. para secar la membrana y eliminar
cualquier rastro de etanol. Finalmente, se transfirid la minicolumna a un tubo de
microcentrifugacion de 2 mL sin nucleasa y se afadieron 50 puLL de tamp6n de elucion y
se dejo reposar 5 min. seguido de una centrifugacion durante 1 min. a 10.000 rpm para
transferir el ADN al liquido de elucion. La membrana se lavd nuevamente utilizando
otros 50 puL de tampoén de elucion y se centrifugd. Las muestras de ADN total se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. Una vez realizada la extraccion, se midieron las
concentraciones de ADN vy los indices de absorbancia (A260/280 y A260/230) en un
espectrofotometro (Maestro-Nano Micro-Volume, V-Bioscience) y se ajustaron las
concentraciones de ADN de cada cepa para llevar a cabo una PCR en las regiones

genomicas ITS (Internal Transcriber Spacer), BT2 (Btubulina) y CMD (Calmodulina).

Condiciones para la amplificaciéon por PCR, purificacién del producto y

secuenciacion de las regiones ITS, BT2 y CMD.

La concentracion del ADN extraido de la cepa se ajustd a 20 ng/ul en un volumen de
100 pl, diluyendo la muestra en agua destilada, para llevar a cabo la PCR. De ahi, se
emple6 1 ul de ADN en la mezcla de reaccion. Se prepard la mezcla de reaccion para
PCR que contenia 16,87 ul de agua pura, 5 ul de buffer PCR (5x Mytaq Reaction Buffer,
Bioline), 1 ul de cada pareja de cebadores (ITS1y ITS4, BT2ay BT2b, o CMD5 y
CMDS6), y 0,135 pl de polimerasa (MyTag DNA Polymerase, Bioline). En total la
reaccion PCR se condujo en un volumen de 25 pl. En total, se prepararon tres mezclas
de reaccion. La region ITS se amplifico usando el par de cebadores ITSI1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(White et al., 1990), el segmento del gen de la B-tubulina usando los cebadores bT2a
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(5>-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3’) y bT2b (5’-ACCCTCA
GTGTAGTGACCCTTGGC-3’) (Glass & Donaldson, 1995) y el segmento del gen de
la calmodulina usando los cebadores CMD5 (5’- CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3)
y CMD6 (5- CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’) (Hong, 2005). En un
termociclador (Bio-Rad T100) las mezclas preparadas para PCR se precalentaron
inicialmente a 95°C durante 4 min., después se realizaron 35 ciclos a 95°C durante 15 s,
a48°C durante 20 s, y a 72°C durante 1 min. Finalmente, el equipo mantuvo el producto
PCR de las muestras a 4°C hasta que se retird del mismo y se conservd en refrigeracion
para su posterior purificacién. Para la purificacion del producto PCR se empled el kit de
purificacion MEGAquickspin™ Plus. Para ello, se transfirieron 25 pl del producto PCR
a un tubo de microcentriCfuga y se afiadieron 5 volimenes de BN L Buffer/Plus, y se
mezclé bien con el vortex. Se colocd una columna en un tubo colector donde se transfirio
la mezcla, seguido de una centrifugacion a 11.000 rpm durante 30 segundos eliminando
el filtrado. Después, se agregaron 750 pl de Wash Buffer / Plus (etanol) a la columna
seguido de una centrifugacion a 11.000 rpm durante 30 segundos eliminando el etanol.
Se centrifugd de nuevo a maxima velocidad a 18 000 rpm durante 3 min. mas para secar
la membrana de la columna y se colocé la columna en un nuevo tubo de microcentrifuga
donde se afiadieron 40 pl del tampon de elucion / Plus o ddH20O al centro de la membrana
de la columna. Se dej6 reposar la columna durante 1 min. y se centrifugdé de nuevo a
méaxima velocidad a 18 000 rpm durante 1 min. para eludir el ADN. Una vez purificado
el producto PCR, se midieron las concentraciones resultantes de nuevo en
espectrofotometro. A continuacion, se prepararon seis tubos de microcentrifuga (dos por
par de cebadores correspondientes a cada region gendmica) de cada muestra conteniendo
una mezcla de 7ul con 100 ng totales de ADN y 3.2 pmol de cada cebador para llevarlas
al Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la UCO vy realizar la

secuenciacion con el método de Sanger.

Caracterizacion molecular y arbol filogenético.

Los datos de cada secuencia fueron inspeccionados, ensamblados y optimizados usando
el software MEGA (v. 11). Las secuencias ‘sentido’ y ‘antisentido’ de cada cebador
fueron alineadas a través del algoritmo ‘MUSCLE’, presente en dicho software.

Una vez obtenidas las tres secuencias de la cepa FIT-22014, una por cada cebador, se

utilizd la herramienta ‘BLAST’ (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro



Nacional para la Informacion Biotecnoldgica, NCBI (National Center for Biotechnology
Information) para comparar nuestra secuencia con una gran cantidad de secuencias que
se encuentran en la base de datos de NCBI (GenBank).

BLAST emplea un algoritmo heuristico que encuentra las secuencias de la base de datos
que tienen mayor parecido a la secuencia problema y calcula la significacion de los
resultados, por lo que nos provee de un pardmetro para juzgar los resultados que se
obtienen.

Para la realizacion del arbol filogenético se utilizo también el software MEGA (v. 11).
Desde la base de datos GenBank se afiadieron secuencias de: tres A. tubingensis, un A.
niger, un A. vadensis y un A. carbonarius, correspondientes a las regiones utilizadas
para la identificacion, considerando la elevada homologia con las muestras de estudios
(Tabla 3). Una vez introducidas todas las secuencias, se alinearon junto con las obtenidas
de la cepa FIT-22014. Posteriormente se busco el modelo evolutivo que mas se ajustara
a los datos para poder construir despues dos arboles filogenéticos, uno a través de la

estimacion por maxima verosimilitud y otro por méaxima parsimonia.

Tabla 3. NUmeros de acceso para cada cebador de los organismos utilizados para la realizacion del arbol

filogenético.
] NUmero de acceso
Organismo Cepa
ITS BT2 CMD
NRRL 365 EF661190.1 EF661084.1 EF661149.1
A. tubingensis ~ NRRL 62643 KC796397.1 KC796369.1 KC796385.1
IHEM 1941 MH613159.1 MH614550.1 MH644900.1
A. vadensis IHEM 26351 MH613142.1 MH614547.1 MH644878.1
A. niger NRRL 326 EF661186.1 EF661089.1 EF661154.1
A. carbonarius NRRL 346 EF661203.1 EF661098.1 EF661166.1

10



2.4 Comprobacidn de la capacidad entomopatogena de Aspergillus
tubingensis y A. flavus

e Suspension de esporas.

Se prepar6 una suspension de esporas por cada cepa evaluada (Figura 5). Para ello, se
rellenaron 100 viales de cristal con 10 mL, con 9 mL de Tween 20 al 0,2% (2 mL/L de
agua esteril). Los tubos se habian esterilizado previamente en el autoclave a 120°C
durante 20 minutos. Posteriormente, con una pipeta se transfirié un 1 mL de cada tubo
a colonias del hongo en placa. Después, se realiz6 un raspado de la colonia usando un
asa de Drigalski. La suspensién de conidios del hongo se recuperd con ayuda de una
pipeta y se transfirio a otro tubo con los 9 mL, siendo el volumen final 10 mL/tubo.
Finalmente, se ajusté la suspension a unas 108 esporas por mL para la inoculacion del
insecto (Tabla 4).

Figura 5. Suspensiones de esporas de izquierda a derecha:
Aspergillus tubingensis (cepa FIT-22014), Aspergillus flavus
(cepas ASP041, ASP040 y ASP026) y agua-Tween20
(tratamiento control) (Fotografia del autor).

Tabla 4. Concentracion (conidios/mL) de la suspension conidial de cada cepa utilizada en las inoculaciones.

Aspergillus tubingensis Aspergillus flavus
Cepa FIT-22014 ASP041 ASP040 ASP026
Conidias/mL 1.16 x 108 1.00 x 108 1.10x 108 1.01 x 108

e Inoculacién mediante inmersion.

Las larvas de G. mellonella se inocularon por inmersion en la suspension conidial. Para
ello se colocaron 10 larvas en un filtro de té metalico que se sumergieron en la

suspension durante 20s. Posteriormente, las larvas se dejaron secar sobre un papel de
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filtro y se depositaron en una placa Petri con la dieta anteriormente descrita (Figura 6).

Figura 6. A) Larvas de Galleria mellonella en un filtro
metalico para infusiones. B) Inmersién de larvas en una
suspension conidial. C) Secado de larvas en papel de filtro tras
la inmersién. D) Larvas repartidas en 15 placas Petri con dieta.
(Fotografia del autor).

La inoculacidn se repitio tres veces con cada una de las cinco suspensiones conidiales
(cuatro cepas mas el control, agua estéril con Tween20 al 0.2%). Por lo tanto, se
obtuvieron 15 grupos inoculados (3x5) con 10 larvas cada uno, haciendo un total de 150
larvas, aunque durante la manipulacion de los insectos hubo 12 bajas. Por lo tanto, el

total inicial de larvas fue de 138 con 26 - 29 larvas por cepa.

Las larvas se dejaron en las placas durante 12 dias y diariamente se renovo la comida y
realizd un recuento de larvas muertas y pupas que iban apareciendo, las cuales se

apartaban a otras placas vacias.

Tras los 12 dias, las larvas que habian muerto se desinfestaron superficialmente, para
ello se sumergieron durante 1 min. en un frasco de 150 mL de polipropileno estéril con
hipoclorito sodico al 1% en su interior. Las larvas desinfectadas se aclararon durante 1
min. en un frasco s6lo con agua estéril y, para terminar, 1 min. mas en otro frasco con
agua estéril. Los frascos fueron renovados con cada cepa para evitar posibles
contaminaciones entre ellas. Al final de la desinfestacion de los insectos, de cada

tratamiento se sembraron 100 uL del Gltimo agua de lavado en PDA para comprobar
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que la larva estaba exenta de conidios externos de los hongos.

Las larvas desinfectadas se colocaron separados lo maximo posible en una placa Petri
con papel de filtro himedo (0,75 mL agua estéril) e introdujeron en cdmaras humedas
durante 7 dias para acelerar el desarrollo de las colonias fungicas provenientes del

interior de las larvas y causantes de sus muertes (Figura 7).

Figura 7. A) Larvas de Galleria mellonella muertas en forma de cinco de corazones sobre
papel de filtro himedo. B) Material de trabajo para la desinfestacion de larvas muertas.
(Fotografia del autor).

e Andlisis de datos

El analisis de mortalidad y efectos subletales se llevo a cabo mediante el uso de un
modelo lineal generalizado (distribucién=binomial; link=logit). La comparacién entre
tratamientos se realizd con un test ¥2 (P<0.05) (JMP 8.0, 2008 SAS Institute INC.).
Tanto la grafica de supervivencia como la medida de los valores de Tiempo Medio de
Supervivencia (TMS) se calcularon con el método de supervivencia Kaplan-Meier y se
compararon mediante el test Log-rank con el programa estadistico SPSS 28.0 para

Windows.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacion morfoldgica de la cepa FIT-22014.

e Caracteristicas macroscopicas.

La cepa mostraba una colonia de color oscuro, practicamente negro, debido al color en
masa de las conidias. El substrato fue amarillento en PDA. EI micelio presentaba un
color blanquecino y el tamafio medio de la colonia en PDA era de unos 60 mm a los 10
dias a 30°C. Las caracteristicas descritas son compatibles con Aspergillus section Nigri.

e (Caracteristicas microscopicas.

La cepa FIT-22014 mostro conidiéforos caracteristicos del género Aspergillus. Las
conidias eran de color negro con superficie rugosa de 3-5 pum de diametro. El estipe era
hialino de unos 600-700 um de longitud por 14-17 um de ancho y una vesicula
redondeada y biseriada de 30-50 um de diametro, con una métula y unas fialidas de 5-7

y 4-6 um de longitud respectivamente (Figura 8).

Siguiendo la clave taxondmica para la identificacion de especies del género Aspergillus
realizada por Klich, 2002, la cepa FIT-22014 era presumiblemente A. niger. Pero como
bien indica Frias De Ledn, 2018, no es posible diferenciar morfologicamente entre A.
niger y A. tubingensis, por lo que fue necesario analizar molecularmente la cepa para

verificar de que especie se trataba.
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Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de la cepa FIT-22014 de
Aspergillus tubingensis. A) Conidio tintado con fucsina. B) Vesiculas
vistas sin tincién. C) Conidi6foro tintado con fucsina donde se ve el
estipe completo. D) Vesicula y esporas tintadas con fucsina. Se
aprecia una clara diferencia entre la métula y las fialides. (Fotografia
del autor).

3.2 Identificacion molecular de la cepa FIT-22014.

Los datos recogidos mediante la secuenciacion molecular realizada a la cepa FIT-22014

(Tabla 5), los cuales fueron estudiados mediante BLAST, mostraron una homologia del
100, 99 y 100 % con ITS (MG991653.1), B-tubulina (MH644904.1) y calmodulina

(DQ902579.1), respectivamente, con accesiones de estudios de referencia de la especie

A. tubingensis. Ademas, se observé una homologia del 99% con la secuencia A. nigri
region ITS (accesion: MH855928.1) (Vu et al., 2018).

Tabla 5. Homologia de las secuencias estudiadas de la cepa FIT-22014.

Aspergillus niger Aspergillus tubingensis
Region
estudiad Total | Query Accession Referencia Total | Query Accession Referencia
a Score | Cover Score | Cover
Vuetal., Xu et al.,
ITS 1026 99% MH855928.1 2018 1022 | 100% | MG991653.1 2020
D hooge
CMD - - - - 922 99% MH644904.1 et al.,
2019
He et al.
- - - - 0, '
BT2 942 100% | DQ902579.1 2008
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Aungue, como ha sido denunciado reiteradamente, la region ITS se considera una region
con escasa capacidad de discriminar a nivel de especie en el género Aspergillus (Samson
et al., 2014). Atendiendo a la taxonomia integrativa propuesta, la cepa FIT-22014 fue
identificada como A. tubingensis.

Para la construccion del arbol filogenético por maxima verosimilitud se utilizé el modelo

evolutivo Tamura-Nei (T92+G) por ser el que mejor se ajustaba a nuestros datos.

Aspergillus tubingensis NRRL 365

0.001

99%

Aspergillus tubingensis IHEM 1941

0.004

99%! Aspergillus tubingensis NRRL 62643

0.025

0.004 . - -
g9e, — Aspergillus tubingensis FIT-22014

0.066 0.012

09% Aspergillus vadensis IHEM 26351

0.029

Aspergillus niger NRRL 326

0.103

Aspergillus carbonarius NRRL 346

—_
0.02

Figura 9. Arbol filogenético reconstruido mediante el método de maxima verosimilitud, basado en las
secuencias obtenidas a partir de los cebadores de ITS, B-tubulina y calmodulina de la cepa FIT-22014 y
secuencias de Aspergillus section Nigri de la base de datos GenBank. Un valor bajo de los nodos
representa una divergencia evolutiva mas reciente. La reconstruccion del arbol se realiz6 utilizando el
software de andlisis filogenético MEGA 11. Los nimeros en los nodos indican el porcentaje de bases
utilizadas por el programa, obtenido a partir de 2000 repeticiones.
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Aspergillus tubingensis NRRL 365
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99%a|

05| Aspergillus tubingensis IHEM 1941
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6.8 | Aspergillus tubingensis NRRL 62643
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2 Aspergillus tubingensis FIT-22014

55.8 16.0 . .
o —— Aspergillus vadensis IHEM 26351

42.2

Aspergillus niger NRRL 326

109.0

Aspergillus carbonarius NRRL 346

—
10.00

Figura 10. Arbol filogenético reconstruido mediante el método de méaxima verosimilitud, basado en las
secuencias obtenidas a partir de los cebadores de ITS, B-tubulina y calmodulina de la cepa FIT-22014 y
secuencias de Aspergillus section Nigri de la base de datos GenBank Las distancias entre los nodos
representan el nimero minimo de cambios evolutivos necesarios para explicar las diferencias observadas.
La reconstruccion del arbol se realizé utilizando el software de analisis filogenético MEGA 11. Los
ntmeros en los nodos indican el porcentaje de bases utilizadas por el programa, obtenido a partir de 2000
repeticiones.

Los resultados obtenidos a partir del analisis del arbol filogenético ilustran que la cepa
FIT-22014 se sitia dentro del mismo clado que las demas cepas de A. tubingensis,
presentando una separacion taxonomica evidente respecto a cepas pertenecientes a

especies estrechamente relacionadas, tales como A. vadensis o A. niger.

3.3Evaluacion de la mortalidad y tiempo medio de supervivencia

de larvas de G. mellonella.

Los tratamientos realizados con las cuatro cepas de Aspergillus no mostraron diferencias
significativas con el control en la mortalidad total de larvas de G. mellonella inoculadas
por inmersion con sus suspensiones (y2 (4) = 5.7872 / P = 0.2156). Los valores de
mortalidad total oscilaron entre 14.81% para la cepa ASP040 y 38.46% para la cepa
ASP026 (Figura 11).

17



45% 12

40% { L 11.5
35%

. 11
£ 30% 105 8
E 25% " =
= @]
‘T 20% g
5 15 9.5 ks

10% 9

5% 8.5

0% 8

Control FIT-22014  ASP041 ASP040 ASP026
Cepas

B Crecimiento fungico externo M Otras causas @ Tiempo Medio de Supervivencia

Figura 11. Mortalidad total en porcentaje de las larvas tratadas con cada cepa y sus
Tiempos Medios de Supervivencia (TMS). La mortalidad se evalué durante 12 dias.

Sin embargo, si hubo diferencias significativas en la mortalidad constatada con
crecimiento fingico externo entre los tratados con las cepas de Aspergillus y el control
(x2 (4)=17.6049 /P =0.0015) (Tabla 6). La cepa ASP026 fue la que caus6 mayor valor
de mortalidad con crecimiento fungico (30.77%), mientras que la cepa FIT-22014
procedente del insecto solo mostré un 17.24% de mortalidad con crecimiento flngico.
El Tiempo Medio de Supervivencia (TMS) de las larvas ha sido de 10 dias para la cepa
ASP026 y el mayor, de 11.7 dias, para la cepa ASP040. (Figura 11).

Tabla 6. Probabilidad de que haya diferencias entre el control y las diferentes cepas.

FIT-22014 ASP041 ASP040 ASP026

CONTROL 0.0017 0.0003 0.0004 0.001

La figura 12 presenta un ejemplo de cada uno de los tratamientos en el momento de

evaluacion de la mortalidad.

Figura 12. Larvas muertas tras 7 dias en cdmara himeda: A) Control (replica 3). B) FIT-22014 (replica 1). C)
ASP041 (replica 2). D) ASP040 (replica 1). E) ASP026 (replica 3). (Fotografia del autor).
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En la Figura 13 se puede observar como la poblacion larvaria de la cepa ASP026
disminuye de forma précticamente continua a partir del segundo dia, mientras que las
poblaciones larvarias del resto de tratamientos lo hacen entre el séptimo y noveno dia.
Es decir, ademas de ser la cepa con mayor mortalidad causada, es la que origina la

muerte en un menor tiempo.
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Figura 13. Evolucidn del coeficiente de supervivencia de larvas de Galleria mellonella tratadas con las
cuatro cepas de Aspergillus y el control. Los datos indican media * error estndar (EE).

e Efectos subletales producidos por el tratamiento en larvas de G.
mellonella.

En el presente trabajo los efectos subletales encontrados han sido tanto adultos como

pupas malformadas; en las cuales se encontraron insectos muertos (Tabla 7).

El Gnico adulto malformado del ensayo ha aparecido en el tratamiento con FIT-22014,
donde ha representado el 3.67% del total de la poblacion inoculada con la cepa. Este se
ha caracterizado sobre todo por un desarrollo alar anormal, donde las alas a parte de no

alcanzar el tamafio normal también aparecen dobladas y estranguladas (Figura 14).

19



Figura 14. Diferencias entre un adulto de Galleria mellonella malformado
infestado con la cepa FIT-22014 y uno sano: A) y B) Dorso del adulto malformado
y del sano, respectivamente. C) y D) Torso del adulto malformado y del sano,
respectivamente. (Fotografia del autor).

Se han observado pupas malformadas en dos de las 138 larvas tratadas, una en el
tratamiento con la cepa FIT-22014 y otra con ASP041. Estas pupas representaron el
3.33% de las poblaciones totales en cada tratamiento. Estas pupas malformadas

presentaron una ausencia de la zona anterior, lo que indica un desarrollo incompleto.

Si consideramos que el crecimiento fangico externo caus6é una mortalidad del 28.57%
en el tratamiento con ASP041, y ademas tuvimos un efecto subletal del 3.33%, podemos
concluir que esta cepa fue la que mas redujo la poblacion de insectos, concretamente en
un 31.9%.

Tabla 7. Porcentajes de adultos y pupas malformados de Galleria mellonella (media y error estandar).

Adultos malformados Pupas malformadas
Tratamiento Media (%) E.E. Media (%) E.E.
Control 0 0 0 0
FIT-22014 3.67 0.037 3.33 0.033
ASP041 0 0 3.33 0.033
ASP040 0 0 0 0
ASP026 0 0 0 0
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4. DISCUSION

Las especies del género Aspergillus son, por lo general, especies ubicuas que muestran
una amplia diversidad de estilos de vida, que abarcan entornos clinicos, industriales y
agricolas. Algunas de estas especies pueden ser patdgenos oportunistas de una amplia
gama de organismos, pero otras han mostrado ser entomopatdgenas de plagas agricolas
y de insectos vectores (Yan et al., 2022). El principal objetivo del presente TFM ha sido
comprobar que la cepa FIT-22014, aislada de los adultos de clitra Labidostomis
lusitanica, mostraba capacidad entomopatdgena, asi como su identificacion molecular.
Ademas, se ha evaluado la capacidad entomopatdgena de cepas atoxigénicas de A. flavus
que han sido seleccionadas para uso como agentes de biocontrol para reducir la

contaminacion de aflatoxinas en pistacho.

La identificacion morfoldgica inicial mostraba que las caracteristicas de las cepas
aisladas del adulto de clitra eran compatibles con A. niger. Tras la secuenciacion de su
ADN y comparacion de su secuencia con las de otras especies, la cepa de interés mostro
homologia (99%) con A. tubingensis. Ambas especies, A. niger y A. tubingensis,
muestran similares caracteristicas morfologicas como son una vesicula biseriada con
conidios negros, rugosos y menores de 5 um (Klich, 2002). En Espafia, A. tubingensis
ha sido descrito previamente causando podredumbre de uva por Medina et al (2005) y
cabe destacar que, en general, esta especie se considera no productora de micotoxinas
(Storari et al., 2012), aunque se han detectado numerosas excepciones (Medina et al.,
2005).

La cepa FIT-22014 vy las otras tres cepas de A. flavus, no productoras de aflatoxinas,
mostraron capacidad entomopatogénica. En particular, la cepa FIT-22014, objeto de este
TFM, redujo la poblacion de Galleria mellonella en un 24.14%, teniendo en cuenta la
mortalidad total y sus efectos subletales. La especie A. tubingensis se ha aislado
previamente en Cimex hemipterus F. (Hemiptera: Cimicidae), si bien, no se habian
desinfestado los cadaveres y por tanto su estado de vida podria ser saprofito, aunque la
mortalidad alcanzé el 90% al dia 14 con una concentracion de 1x10° conidios/mL
(Zahran et al., 2017).

Respecto a las cepas de A. flavus, resaltar que las mortalidades causadas por ASP041 y

ASP026 fueron superiores a las de FIT-22014 de A. tubingensis. De ellas destaca la cepa
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ASP041 con una reduccion total de la poblacion de 31.9% teniendo en cuenta la
mortalidad total y los efectos subletales causados. La especie A. flavus es bien conocida
como entomopatdgena frente a diversos insectos como Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae), Blattella germanica L. (Blattoidea: Blattellidae), Schistocerca gregaria
Forsk. (Orthoptera: Acrididae), y algunos fitéfagos del cocotero (Gupta & Gopal, 2002;
Kulshrestha & Pathak, 1997; Venkatesh et al., 1975).

Aungue la mortalidad frente a G. mellonella no superd el 50%, los resultados son muy
prometedores en cuanto a su utilizacion combinada: reduciendo las aflatoxinas en campo
y disminuyendo los fit6fagos. Actualmente se utilizan cepas atdxicas de esta especie,
como las seleccionadas en este TFM, para realizar un biocontrol de aflatoxinas en
campos de pistacheros desplazando a las cepas aflatoxicas que aparecen frecuentemente
en estos cultivos (Doster et al., 2014). De esta manera, incrementar las poblaciones de
cepas atoxigenicas de A. flavus en los campos de pistacheros ayudaria al control de L.
lusitanica a la vez que disminuye el contenido de aflatoxinas en el fruto, produciéndose

un ahorro en costes de insecticidas y pérdidas por frutos infestados.

Un aspecto fundamental para considerar es la posible influencia de estas cepas fungicas
sobre las poblaciones de enemigos naturales de L. lusitanica y de otras plagas que
afectan al cultivo del pistacho. Los enemigos naturales mas comunes suelen pertenecer
a los 6rdenes Hymenoptera, Diptera, Heteroptera y Neuroptera. Sin embargo, no se han
documentado registros de que A. flavus tenga capacidad entomopatdgena contra estos
ordenes, sin embargo, cabe destacar que hay cuatro especies del orden Coleoptera, como
son los coccinélidos Oenopia conglobata, Rhyzobius lophanthae,  Chilocorus
bipustulatus y Exochomus quadripustulatus, que son considerados enemigos naturales,
lo que podria aumentar la probabilidad de que la poblacion de estos insectos se viera
afectada por las cepas fangicas, al igual que ocurre con la de L. lusitanica (MAPA,
2018). Seria interesante profundizar en estas relaciones multitroficas entre Aspergillus

sp., L. lusitanica y sus entomofagos, para compatibilizar los tratamientos.

Este TFM ha marcado el inicio de una posible utilizacion de cepas de Aspergillus
tubingensis o Aspergillus flavus para una estrategia integrada de control de plagas y

enfermedades.
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5. CONCLUSIONES

La cepa FIT-22014 aislada de adultos de clitra Labidostomis lusitanica pertenece a la

especie fungica Aspergillus tubingensis.

Tanto la cepa FIT-22014 de A. tubingensis como las cepas ASP041, ASP040 y ASP026

de Aspergillus flavus son entomopatdgenas.

La cepa ASP026 produjo la mayor mortalidad de larvas de Galleria mellonella con un

30.77% y menor Tiempo Medio de Supervivencia de 10 dias.

La cepa ASP041 fue la que mas redujo la poblacion de G. mellonella teniendo en cuenta

efectos letales y subletales.
El empleo de las cepas ASP026 y ASP041 de A. flavus para reducir el contenido de

aflatoxinas en fruto y controlar fitofagos podria disminuir los costes de produccion

dentro de una estrategia de control integrado de plagas y enfermedades.
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