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RESUMEN

El presente articulo enfatiza el uso de una alternativa ecolégica para el control eficaz de
plagas. Considerando que existe una preocupacion general sobre los efectos negativos de
los pesticidas quimicos en la salud publica y/o en el medio ambiente, una alternativa
consiste en el aprovechamiento de patégenos naturales de insectos. El uso de hongos ento-
mopatégenos (HEP) como agentes de control biolégico ha sido considerado a nivel mundial;
estos hongos son ampliamente reconocidos por su potencial como agentes de control bio-
logico. Debido a su modo de infeccion distintivo, los hongos pueden tener un papel Ginico o
complementario como agentes de control de insectos plaga. A diferencia de otros agentes
entomopatogenos, como bacterias, virus o protozoarios, los HEP no requieren ser ingeri-
dos por su hospedero para causar la infeccién; en su lugar, las esporas pueden penetrar
directamente a través de la cuticula. Este modo de infeccion es posible gracias a la accién
coordinada de enzimas hidroliticas, ademas de la presiéon mecanica ejercida en el punto de
contacto. Las enzimas participantes son factores determinantes en el éxito de la infeccion.

ABSTRACT

This paper describes the use of an ecological alternative to control insect pests. One viable
strategy, developed to answer the growing concern about the negative effects that chemical
pesticides have on human health and/or the environment, consists in exploiting the use
of natural insect pathogens. Among several options, the use of entomopathogenic fungi
(EMF) as possible microbial control agents has been considered worldwide. EMF are widely
recognized for their potential use as biological control agents. Due to their distinctive mode
of action, EMF could have a unique and/or complementary role in insect control. Unlike
bacterial, viral or protozoan entomopathogens, EMF do not require to be ingested by their
host; instead, germinating fungal spores can penetrate directly through the insect’s cuticle.
This mode of infection is possible thanks to the synergistic effect of cuticle-degrading enzy-
mes, plus the mechanic pressure produced upon their contact. The enzymes participating
in this process are a determinant factor for an effective infection.

INTRODUCCION

Desde los inicios de la agricultura los cultivos agricolas han sufrido gran devastacién por los ataques de in-
sectos plaga, por lo que, paulatinamente, el hombre ha desarrollado estrategias para su control. A pesar del
uso intensivo de insecticidas, la destruccién de las cosechas por insectos plaga es un serio problema a nivel
mundial, que repercute en grandes pérdidas anuales. La FAO (Food and Agriculture Organization) estima que
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se pierde, durante el almacenaje, entre 5% y 10% de todos los granos ali-
menticios cosechados, a causa de los insectos, acaros, roedores y hongos.
En América Latina las pérdidas varian entre el 25% al 50% en la cosecha
de cereales; en la India y ciertos paises africanos, las pérdidas son del 30%,
mientras que en algunas zonas del Suroeste de Africa se pierde hasta el 50%
de algunos cultivos. De ahi que cualquier metodologia que ayude a resolver
este problema puede tener importantes consecuencias econoémicas y socia-
les, ademas de disminuir la cantidad de insecticidas aplicados en el campo.
Debido a que el control de plagas se efectiia principalmente a través del uso
de plaguicidas quimicos, se estima que 5 millones de toneladas de produc-
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tos quimicos son aplicados anualmente en el mundo;
sin embargo, a pesar de su eficiencia, estos compuestos
carecen de selectividad, por lo que resultan altamente
perjudiciales para la salud humana y los ecosistemas
(Hajek y St Leger, 1994). Ademas, por su persistencia
en el medio ambiente, favorecen la seleccion de insectos
resistentes a ellos, lo que ha motivado el uso de dosis
cada vez mayores o de productos cada vez mas téxicos
(Asaff y col., 2002). Del mismo modo, su uso conlleva
consecuencias adicionales como la disminucion de la
fertilidad del suelo, la reduccion de la biodiversidad, la
contaminaciéon de aguas subterraneas, rios y lagos, con
consecuencias globales negativas sobre la atmoésfera y
el clima (Stuart y col., 1997). Todo esto ha generado
preocupaciéon en el ambito mundial y actualmente se
trabaja para limitar la aplicacion de los insecticidas qui-
micos y promover el manejo integrado de plagas (MIP).

EL MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS (MIP)

El manejo Integrado de plagas (MIP) plantea el uso
racional de métodos culturales, biolégicos y quimicos
para el control de insectos, acaros y otras plagas. En
el MIP el control biologico es el primordial, pero se
puede justificar o “integrar” el uso adecuado de pro-
ductos quimicos sélo cuando la densidad de la plaga
es de tal magnitud que sobrepasa el umbral de dano
econémico y a la vez, la presencia de enemigos natu-
rales es escasa (Restrepo, 1988).

Entre las ventajas del MIP, estan sus costos, ade-
mas de que las exigencias del mercado y las leyes de
inocuidad alimentaria que demanda la globalizacién
actual, obligan a buscar alternativas al uso de los pla-
guicidas. Por otra parte, el uso intensivo y constante
de plaguicidas sintéticos, por mas de cuatro décadas,
ha favorecido la aparicién de insectos resistentes, lo
que ha motivado en los productores mexicanos un
creciente interés por el uso de organismos benéficos.
Actualmente existen programas de MIP para las prin-
cipales plagas agricolas del pais y el sector privado
empieza a ofrecer paquetes de MIP para cultivos espe-
cificos como brocoli, cana, nogal y algodén. La mayo-
ria de los programas operan con asesoria y apoyo de
oficinas gubernamentales o instituciones de investiga-
cién y educacion superior. Algunas de las técnicas que
ofrece el sector privado incluyen el muestreo, la deter-
minacién de umbrales de accion y el uso racional de
agroquimicos. Entre todas las técnicas de control del
MIP, el control biolégico es el que ha tenido el mayor
desarrollo en México (Saad, 1999). Existen en el pais
diversas instituciones dedicadas al estudio y/o apli-
cacion del control biologico de plagas, entre ellas: El
Instituto de Fitosanidad (Colegio de Postgraduados),
el Colegio de la Frontera Sur, el Instituto Nacional
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de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias,
la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, y el Centro
Nacional de Referencia de Control Biolégico.

Otra aplicacién clara de la biotecnologia al MIP es
la generacién de plantas resistentes a plagas a través
de la ingenieria genética, permitiendo la transferencia
de genes de manera mas precisa y especifica, lo que
ha generado sistemas de transformacion eficiente para
la mayoria de los cultivos de importancia agronémica.
Los procedimientos para introducir genes de diversos
origenes son muy eficientes a nivel experimental y las
plantas transgénicas con nuevas resistencias a plagas
son sujetas a certificacion en el campo de acuerdo con
las regulaciones vigentes. Estas plantas estan siendo
producidas y comercializadas intensamente en dife-
rentes paises, principalmente en los Estados Unidos,
Canada, Argentina y China.

La manipulaciéon genética de las especies vegetales
se vislumbra como una de las técnicas biotecnolégicas
mas prometedoras en el Manejo Integrado de Plagas,
representando la posibilidad de obtener variedades re-
sistentes a patégenos y enfermedades (virus, hongos y
bacterias), resistentes a insectos y tolerantes a herbi-
cidas, de manera rapida y precisa. En México, el MIP
se ha desarrollado marginalmente, ain cuando en al-
gunas areas hay amplia experiencia; un ejemplo de
ello es el control biolégico de plagas, particularmente
la cria de insectos benéficos. Con respecto a la obten-
cion de productos agrobiologicos, pequefias empresas
han comenzado su elaboraciéon y comercializacion,
principalmente basados en hongos entomopatégenos
y toxinas de Bacillus thuringiensis; sin embargo, aun-
que el mercado potencial es muy grande, falta llevar a
cabo una labor de educacién hacia los pequefios pro-
ductores, con la finalidad de mostrarles los beneficios
que les pueden aportar (Saad, 1999).

Otra forma de control que no esta comprendida
dentro de los programas de MIP, pero tiene sin duda
un efecto importante en la sanidad de los cultivos, es
el control legal. Asi se conoce al conjunto de disposi-
ciones existentes en un pais o regién para regular el
intercambio comercial de productos agricolas, con la
intencion de evitar el movimiento y la introduccién de
fitoparasitos.

CONTROL BIOLOGICO

Como control biolégico se entiende la manipula-
cion intencional de las poblaciones de los enemigos
naturales de los insectos plaga, con el fin de limitar
sus poblaciones. A estos organismos se les llama
agentes de control y entre ellos se encuentran insectos
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depredadores y parasitos, asi como microorganismos
patégenos de insectos. (Asaff y col., 2002). El control
biologico pretende en primer lugar, que las plagas no
sean erradicadas, sino reguladas o controladas antes
de rebasar el umbral econémico; en segundo lugar
busca que los enemigos naturales pertenecientes al
ambiente del cultivo sean conservados mediante el
manejo adecuado del agroecosistema (control biolégi-
co conservativo o natural) o, en caso necesario, por la
adiciéon regular de estos (control biolégico aumentati-
vo). En ocasiones, especies provenientes de otra regio-
nes son introducidas y establecidas para reducir las
poblaciones plaga (control biolégico clasico) (Garcia de
Le6n y Mier, 2003). Los diferentes métodos de control
biolégico constituyen un componente sustentable y
ambientalmente seguro del moderno manejo de pla-
gas; son una alternativa deseable, que se ha ido incre-
mentando en detrimento de la dependencia exclusiva
de los plaguicidas quimicos (Waage, 1991).

En los ultimos anos, ha surgido gran interés en el
uso de hongos entomopatégenos (HEP) como agentes
de control biolégico, habiéndose alcanzado un avance
significativo en el desarrollo y manufactura de estos
agentes. Los HEP ofrecen un potencial para el con-
trol de insectos plaga, pero su introduccién dentro del
ambiente demanda un cuidado y enfoque responsa-
ble, particularmente si los hongos no son endémicos
al area. Para seleccionar un HEP con el fin de utili-
zarse como bioinsecticida dentro de un programa de
MIP, es importante identificar las caracteristicas de
virulencia contra el insecto plaga, ademas de cono-
cer su variabilidad bioquimica, para asi seleccionar
el aislado con las mejores caracteristicas (Hajek y St.
Leger, 1994). Los HEP tienen la capacidad de infec-
tar activamente una gran diversidad de insectos; es-
tan ampliamente distribuidos en diferentes ecosis-
temas por lo que se pueden utilizar para el control
de plagas de insectos, siendo inocuos para animales
de sangre caliente, plantas y demas componentes del
ecosistema. Ademas, los HEP tienen la capacidad de
desarrollar epizootias, definida como enfermedades
que se extienden a una o varias especies dentro de
una region o pais, con caracter transitorio, en las po-
blaciones de insectos plaga (Jackson y col., 1997).
Los hongos tienen algunas ventajas tnicas entre los
entomopatégenos ya que son capaces de infectar al
hospedero, por contacto y adhesion de las esporas a
las paredes bucales, membranales, intersegmentales
o a través de los espiraculos, por lo que la ingestiéon
del microorganismo es innecesaria (Hajek y St. Leger,
1994; Pucheta-Diaz y col., 2006). Existen mas de 700
especies de HEP (Feng y col., 1994; Hajek y St. Leger,
1994), entre las que se mencionan: Metarhizium spp.,
Beauveria spp., Aschersonia spp., Entomopthora spp.,
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Zoophthora spp., Erynia spp., Eryniopsis spp., Akan-
thomyces spp., Fusarium spp., Hirsutella spp., Hyme-
nostilbe spp., Paecelomyces spp. y Verticillium spp.,
pertenecientes a la clase Zygomycota e Hyphomycota.
Muchas de estas especies tienen un amplio rango de
hospederos y son patogénicas de diferentes 6rdenes
de insectos como: Lepidoptera, Coleoptera o Hemipte-
ra. Como ejemplos se pueden mencionar Metarhizium
anisopliae, que ataca ortopteros y hométeros, en ge-
neral, Beauveria bassiana, (coléopteros, lepidopteros
y dipteros), Verticillium lecanii, (afidos, moscas blan-
cas y tisanépteros), Paecilomyces spp (lepidopteros,
coleopteros y ortopteros) los cuales, junto con otros
Deuteromycetos, tienen gran potencial como agentes
de control biologico de plagas (Zimmermann, 1986).
Estos microorganismos estan asociados con los insec-
tos en diferentes habitats, incluyendo agua, suelo, y
lugares aéreos (Hajek y St. Leger, 1994). Se establece
asi que los hongos son potencialmente los mas versa-
tiles entomopatogenos, siendo algunos productores de
toxinas, lo que les provee de un potencial para danar
rapidamente; sin embargo, usualmente son patégenos
de accion lenta. Estos hongos infectan huevos, larvas,
ninfas, pupas o adultos y la infeccién puede ocurrir
después de la germinacion de la espora dentro de los
intestinos del hospedero o en la superficie de la cuti-
cula (Hajek y St. Leger, 1994).

Recientemente varios micoinsecticidas han entrado
al mercado; sin embargo, de las 700 especies de HEP
actualmente conocidos, s6lo 10 especies han sido em-
pleadas para el control biolégico, quedando un nume-
ro importante con potencial para su aplicacion (Hajek
y St. Leger, 1994; St. Leger y col., 1996; Pucheta-Diaz
y col., 2006). La mayor limitacién en el desarrollo de
micoinsecticidas, comparado con insecticidas quimi-
cos, es el hecho de que estos requieren mayor tiempo
después de la aplicacién para el control del insecto,
durante el cual los insectos infectados pueden causar
serios danos a los cultivos (St. Leger y col., 1996).

FACTORES ABIOTICOS Y BIOTICOS

Existen una gran variedad de factores abiéticos y bio-
ticos que afectan la estabilidad y persistencia de los
HEP en el suelo (Apperson y col., 1992). Entre los fac-
tores abidticos que afectan la viabilidad y persistencia
de los HEP en el campo, se encuentran los rayos ultra-
violeta, la temperatura, la humedad relativa y los fun-
gicidas (Hajek y St. Leger, 1994; Pucheta-Diaz y col.,
2006). La temperatura debe ser considerada como un
punto de partida para la seleccion de cepas con potencial
para el control biologico. Este factor ambiental es rele-
vante para la eficacia de agentes microbianos fungicos
por incidir en su crecimiento vegetativo y persistencia en
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el campo (Luz y Fargues, 1997). Se ha reportado la tasa
de crecimiento a diferentes temperaturas, para la selec-
cién de aislados de Lecanicidium lecanii cuando se utiliza
como control biolégico, siendo decisiva no sélo para su
crecimiento, sino también para la esporulaciéon y germi-
naciéon de conidios y la tasa de invasién (Ayala-Zermeno
y col., 2005). La humedad relativa (HR) es otro factor
abidtico clave en el potencial de los HEP. Usualmente,
la germinacion de la conidia ocurre en un rango de HR
de 90%-100%. Sin embargo, se ha demostrado que las
infecciones de varios insectos hospederos son posibles
a diversos niveles de HR. Cuando el uso de los HEP es
contra insectos de suelos cultivados, las condiciones de
humedad o HR son de menor importancia, o incluso no
la tienen. El micelio normalmente permanece en el suelo
en una atmosfera de cerca del 99% de HR (Zimmermann,
1986). Los HEP que se aplican contra insectos plaga en
la agricultura, también pueden ser afectados por agro-
quimicos, como los fungicidas, insecticidas, o herbicidas
(Zimmermann, 1986). Por otro lado, las practicas cultu-
rales también influyen en la densidad de propagulos de
HEP en los agroecosistemas.

Entre los factores bidticos se deben mencionar las
plantas hospederas, las cuales pueden interferir con
los patégenos fungicos directa o indirectamente por
su influencia en los insectos hospederos. Los insec-
tos herbivoros tienen una relaciéon compleja con sus
plantas hospederas. La variaciéon entre plantas hos-
pederas también puede afectar la relaciéon entre her-
bivoros y sus enemigos naturales. El desarrollo de los
patogenos fungicos dentro de los hospederos, puede
ser afectado no sélo por las reacciones de inmunidad
de los hospederos (Feldhaar y Gross, 2008), sino tam-
bién, indirectamente, por la composicion del alimento
del hospedero (Hajek y St. Leger, 1994).

MODO DE INFECCION DE LOS HEP

Los HEP inician su proceso infectivo en los insectos
hospederos cuando las esporas viables son retenidas
por contacto en la superficie del integumento, mien-
tras encuentran un espacio propicio para establecer
la asociaciéon patégeno-hospedero e iniciar la forma-
cion del tubo germinativo. Es entonces, cuando el
hongo inicia la excrecién de enzimas hidroliticas que
van degradando la cuticula y proporcionando a su vez
nutrientes al hongo (St. Leger y col., 1986b). Estas
enzimas ademas de degradar la cuticula del insecto,
coadyuvan con el proceso de penetraciéon por presiéon
mecanica iniciado por el apresorio, el cual es una es-
tructura especializada formada en el tubo germinativo
(Lopez-Llorca y Claugher, 1990). El tubo germinativo
rastrea y reconoce la superficie del insecto para la lo-
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calizacion de sitios receptores, habilitando a la hifa
para la penetracion de la cuticula (Riquelme y col.,
1998). El apresorio ademas de servir de anclaje de la
espora, ejerce una presion hacia el interior del insecto
(Pucheta-Diaz, 2006). Una vez dentro, el hongo desa-
rrolla cuerpos hifales, los cuales se van diseminando a
través del hemocele e invaden diversos tejidos muscu-
lares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi y hemocitos,
ocasionando la muerte del insecto, y una vez agotados
muchos de los nutrientes, el hongo inicia un creci-
miento micelial e invade todos los érganos del hospe-
dero. Finalmente las hifas penetran la cuticula desde
el interior del insecto y emergen a la superficie, donde
en condiciones ambientales apropiadas inician la for-
macién de nuevas esporas (Hajek y St. Leger, 1994;
Pucheta-Diaz y col., 2000).

Como se describe anteriormente, estos HEP po-
seen un conjunto de mecanismos que les permite pe-
netrar y asimilar los materiales del hospedero, y a la
vez superar los mecanismos de resistencia. Diferentes
metabolitos fingicos ayudan al patégeno con aspectos
fisicos de ingreso. Las enzimas degradadoras de cuti-
cula destruyen o modifican la integridad estructural
del hospedero, inhiben sus procesos selectivos, e in-
terfieren con su sistema regulatorio (Hajek y St. Leger,
1994). Cabe mencionar que durante la penetracion del
hongo desde la cuticula del insecto hasta el hemocele,
la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos,
melanina, difenoles y carbohidratos, ya que el insec-
to activa su sistema inmune a través de procesos de
melanizacion, esclerotizacion, fagocitosis, nodulacién
y encapsulamiento (Pucheta-Diaz y col., 2006; Feld-
haar y Gross, 2008). La mayoria de los tejidos bajo
las estructuras cuticulares son inmunolégicamente
activos y pueden expresar efectores antimicrobianos,
incluyendo varios péptidos y especies reactivas de oxi-
geno, permitiéndole una eficiente respuesta sistémica
inmune (Feldharr y Gross, 2008).

Como se menciono, las conidias son las unidades
infectivas que penetran al cuerpo del insecto, produ-
ciéndole diferentes efectos a distintos niveles, pudien-
do producir la muerte del insecto en un periodo de tres
a cinco dias, dependiendo de la virulencia del hongo
y estadio del insecto. Por ende, las conidias inician la
patogénesis en los HEP y son mediadores de la trans-
misién de enfermedades, sin embargo, de lo poco que
se sabe acerca de los elementos genéticos que con-
trolan la conidiacién es que algunos genes especificos
son controlados por la ruta de sefializaciéon mediada
por proteinas G, la cual sensa las condiciones am-
bientales y regula el cambio entre el crecimiento vege-
tativo y la conidiaciéon. La sefializacién a través de la
subunidad a de la proteina G heterotrimérica (Ga), ha
sido estudiada mas ampliamente, que las mediadas
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por las subunidades G y Gy. A pesar de que la sena-
lizacién ocurre primeramente a través de la respuesta
de la proteina cinasa A, via AMPc (Shimizu y Keller
2001), también existen evidencias de respuestas inde-
pendientes de AMPc (Ivey y col. 2002). La activacién
de la subunidad Ga conlleva a la proliferacion de la
hifa y a la falta de esporulacion, mientras su delecion
acelera la conidiacién (Chang y col., 2004), lo cual es
indicativo de que la ruta mediada por proteinas G
participa en la finalizacion de la conidiacion y en la
iniciaciéon del crecimiento vegetativo.

REGULADORES DE LA SENALIZACION POR
PROTEINAS G (RGS, Por sus siglas en Inglés)

La ruta de senalizaciéon RGS ha sido implicada en el
control de diversas funciones celulares, incluyendo la
conidiacién en hongos filamentosos. El entendimiento
del proceso regulatorio involucrado en la conidiacién
es esencial para poder desarrollar un hongo que sea
efectivo como biocontrol. Los RGS interactuan con la
subunidad Ga para incrementar la hidrélisis de GTP,
llevando a la desactivacion de Ga y a la terminaciéon de
la sefnalizacion por proteinas G (Chidiac y Roy, 2003).
Igualmente se ha reportado que mutaciones por pér-
dida de la funcién en el gen fibA que codifica para los
RGS en A. nidulans, lleva al bloqueo de la esporula-
ciéon (Hicks y col. 1997). A parte de la conidiacién, la
ruta de sefializacioén por proteinas G también ha sido
implicada en la germinacion, en la sintesis de toxinas,
en la produccion de pigmento y en la termotolerancia,
en un buen numero de hongos (Estruch, 2000; Shimi-
zu y Keller 2001, Ivey y col., 2002, Chang y col., 2004;
Han y col., 2004; Lafon y col., 2005).

A la fecha, se han identificado seis familias de pro-
teinas RGS en Aspergillus spp. (ortélogos de RgsA,
RgsB, RGsC, RgsD, FIbA y Gprk) y recientemente se
caracterizé un gen flbA (el cag8) en el hongo M. ani-
sopliae cuya delecion resulté en la reducciéon de la
produccion de conidias, del crecimiento micelial, de
la virulencia, de la pigmentaciéon y de la sintesis de
hidrifobina, lo que sugiere presumiblemente que esta
cascada de sefnalizacion por proteinas G, esta involu-
crada en todos estos procesos (Fang y col. 2007).

FUNCION DE ALGUNAS ENZIMAS HIDROLITICAS
DURANTE LA INFECCION

Esta demostrado que la actividad entomopatogena de
los hongos depende de su equipamiento enzimatico,
ya que para la penetracion de la cuticula del insecto
plaga, se requiere de la accién de enzimas hidroliti-
cas, encontrandose entre las mas estudiadas: protea-
sas, quitinasas, lipasas, quitobiosas, lipooxigenasas
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y otras enzimas hidroliticas, que van degradando los
componentes cuticulares importantes y proporcionan
nutrientes para una mayor proliferacién del hongo
dentro del insecto (St. Leger y col., 1986b; Khan y col.,
2003; Huang y col., 2004; Yang y col., 2007).

ENZIMAS PROTEOLITICAS

Entre las enzimas proteoliticas, las serin proteasas
son de un interés especial, debido a que se ha demos-
trado que se producen durante el primer paso de la
infecciéon (Tunlid y Jacksson, 1991). Entre las enzi-
mas proteoliticas de hongos nematéfagos y entomopa-
tégenos que se han estudiado, se encuentran las serin
proteasas extracelulares las cuales han sido aisladas
y los genes que las codifican han sido clonados, faci-
litando su purificacién y caracterizacion.

Hasta la fecha se han reportado las siguientes pro-
teasas extracelulares de hongos: PII, Aozl, VCP1, pSP-3,
P32, Ver 112, PIP, PrA, Dsl, Prl y Pr2. De éstas, las
serin proteasas de 32-39 kDa han sido caracterizadas,
mostrando una amplia especificidad de sustrato (Yang y
col., 2007). Por otro lado, estas enzimas, las serin protea-
sas extracelulares de diferentes hongos, han mostrado
un alto grado de similitud entre si, sugiriendo su posible
procedencia de un ancestro comun (Yang y col., 2007).
Estudios con M. anisopliae demostraron claramente que
la proteasa Prl (quimoelastasa extracelular) es el factor
clave en la penetracién de la cuticula del insecto por el
hongo (St. Leger y col., 1988).

Otro ejemplo es el de P. fumosoroseus un hongo
entomopatégeno de la mosquita blanca, ha sido exi-
tosamente utilizado como agente de biocontrol (Mier y
col., 2004). Castellanos-Moguel y col., (2007), realiza-
ron pruebas de virulencia y de actividad extracelular
de proteasas tipo subtilisina (Prl) y tipo tripsina (Pr2),
durante la produccién de propagulos de aislados de
P. fumosoroseus de mosquita blanca (Homoptera: Ale-
yrodidae), encontrando que P. fumosoroseus (aislado
EH-(506/3) es un buen candidato para el control bio-
légico de la mosquita blanca en México, debido a su
alta virulencia, elevada produccién de Prl y su rapida
transicién a blastosporas en el medio liquido ensaya-
do. Las serin proteasas Prl y Pr2 también han sido
identificadas en V. lecanii, Nomuraea rilegy y M. fla-
voviride (Lopez-Llorca y Robertson, 1992; Bidochka
y Meltzer, 2000). Asimismo, han sido identificados y
clonados los genes correspondientes a once isoformas
de proteasas y una metaloproteasa, relacionadas al
mecanismo de penetracién del hongo M. anisopliae
var. Anisopliae y var. Acridum (St. Leger y col., 1994).

La virulencia, patogenicidad, y agresividad son
conceptos comunes en el lenguaje técnico propues-
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to para los HEP; definiendo como virulencia al grado
de patogenicidad con que un organismo mata a un
hospedero especifico en condiciones controladas, pa-
togenicidad como la capacidad de un microorganismo
para causar enfermedad y agresividad como la habili-
dad de un patégeno para invadir a su hospedero.

Indudablemente, muchas enzimas participantes
en patogenicidad son importantes para determinar la
virulencia. Sin embargo, las enzimas no son el tinico
factor que influye en el fenémeno de la virulencia, o
en el éxito del proceso de la infeccion, ya que exis-
ten muchos otros factores como son: el efecto de la
nutricién, el crecimiento fingico antes de la penetra-
cion, la temperatura 6ptima de crecimiento, la pro-
duccién de esporas, la tolerancia a la radiacién solar,
la capacidad de adhesiéon de la conidia a la cuticula,
la presencia de acidos grasos en la superficie de ésta,
la produccién y la regulaciéon de toxinas, entre otros
factores. Un ejemplo de ello lo reportan Safavi y col.,
(2007) quienes observaron el efecto de la nutricién so-
bre el crecimiento y la virulencia del HEP B. bassiana,
en algunos de los aislados sometidos a estrés osmoti-
co, no pudiendo concluir la existencia de una relaciéon
entre la velocidad de germinacién, la actividad de Prl
y su virulencia. No obstante, en otro estudio se eva-
luaron 33 fuentes de carbono sobre 11 hongos como
agentes de biocontrol, demostrando su papel en la
germinacion de la espora, en el crecimiento de la hifa
y en la esporulacién (Sun y Liu, 2006). Khan y col.,
(2003) demostraron la produccién de una gran canti-
dad de enzimas, proteasas y quitinasas, inducidas en
respuesta a nutricion, cuando P. lilacius fue expuesto
a nematodos. Por lo tanto, se establece que esta pro-
teasa es la principal proteina secretada en respues-
ta al cultivo de P. lilacinus en el medio ensayado. La
proteasa purificada del sobrenadante del cultivo fue
activa a pH alcalino y altamente susceptible a PMSF,
un inhibidor especifico de serin proteasas.

Por otra parte, se ha encontrado una relacién entre
la produccion de amilasa y la virulencia, donde nive-
les elevados de amilasa se asocian con una hiperviru-
lencia en M. anisopliae, y los aislados con deficiencia
de esta enzima, no presentan virulencia (Hegedus y
Khachatourians, 1995). Entre las enzimas hidroliticas
que estan involucradas en la penetraciéon de la cuticu-
la, se encuentran también las quitinasas y las lipasas,
las cuales forman parte de los factores determinantes
de HEP (St Leger y col., 1991; Xiang y col., 2005).

LIPASAS

Las lipasas han atraido la atencion especialmente por
su uso potencial en la biotecnologia, debido a su dispo-
nibilidad y estabilidad. La produccion de lipasa por un

DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO

HEP contribuye significativamente en la penetracion y
provision de nutrientes in vivo. Las lipasas actian so-
bre los lipidos antes que las quitinasas. Una vez que la
superficie lipidica de la epicuticula es degradada por
las lipasas, el hongo produce grandes cantidades de
proteasas (Prl), para degradar el material proteinico
de la procuticula que se encuentra adherida como una
cubierta de la quitina. Una vez liberadas las fibras de
quitina, las proteinas solubilizadas son degradadas por
aminopeptidasas y exopeptidasas, para ser convertidas
en aminoacidos utiles como nutrientes para el hongo
(Bidochka y col., 1997). Una vez degradada la cubierta
de proteina, se facilita el acceso de las enzimas quiti-
noliticas hacia las fibras de quitina, lo cual induce a la
producciéon de mas quitina (GIcNAc), y ésta a suvezala
sintesis de mas quitinasa (Hegedus y Khachatourians,
1995; Bidochka y col., 1997). Sélo a través de la accion
coordinada y combinada de las tres principales enzi-
mas hidroliticas, (proteasa, quitinasa y lipasa) se puede
llevar a cabo la desintegracion completa de la cuticula
(Hegedus y Khachatourians, 1995).

QUITINASAS

La quitina, un homopolimero de 3-(1,4) N- acetilgluco-
samina (GlcNAc), es el polimero biolégico mas abundan-
te en la biosfera, después de la celulosa (Cohen-Kupiec,
1998), siendo el principal componente estructural en
las paredes celulares de los hongos y de exoesqueletos
de invertebrados (Warren, 1996). Existen tres tipos de
quitina: a, f y y. Las quitinasas hidrolizan las uniones
B-(1,4) en la quitina, produciendo predominantemente
N, N'- diacetilquitobiosa, la cual es posteriormente de-
gradada por quitobiasas al monoémero GlcNac. A pesar
de que la quitina no existe en la pared celular de las
plantas, las quitinasas estan ampliamente distribuidas
en plantas, asi como también en bacterias, hongos, in-
sectos y vertebrados (Xiang y col., 2005). La principal
funcién de estas enzimas es hidrolizar quitina; en el
caso de los hongos esta enzima participa en la modifi-
cacion de la morfogénesis de su pared celular (Sahai y
Manocha, 1993). Estas enzimas modulan el crecimien-
to y la autolisis de paredes celulares de hongos que
contienen quitina y también estan involucradas en
micoparasitismo (Lorito y col., 1998), asi como en acti-
vidades de HEP y hongos nemato6fagos hacia sus hos-
pederos (Tikhonov y col., 2002). En base a su similitud
en la secuencia de aminoacidos hacia dos diferentes
glicosil hidrolasas, todas las quitinasas caracterizadas
hasta la fecha cuyos genes han sido clonados, fueron
clasificadas en las familias 18 y 19 (Henrissat, 1991;
Henrissat y Bairoch, 1993). La familia 18 contiene
quitinasas de bacterias, hongos, virus, animales, y de
plantas, clases [Il y V. La familia 19 contiene quitinasas
de plantas clase I, Il y IV (Sahai y Manocha, 1993).
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Los HEP M. anisopliaey B. bassiana producen varias
quitinasas (St. Leger y col., 1986; Kang y col., 1999) las
cuales pueden tener una gran variedad de funciones.
Algunas de ellas son importantes enzimas que partici-
pan en la degradacién de la cuticula y acttian en forma
coordinada con proteasas para hidrolizar la cuticula del
insecto (St. Leger y col., 1986). V. lecanii produce qui-
tinasas que son efectivas en la hidrolisis y destruccion
del exoesqueleto de varios insectos, y esto hace que ten-
ga un potencial como biocontrol en plagas de insectos
(Liu y col., 2003; Lu y col., 2005). El uso de esporas de
V. lecanii ha recibido gran atencién en el control biol6-
gico de insectos y plagas, habiéndose encontrado que
éste puede ser usado con la mezcla de algunos insec-
ticidas o fungicidas para obtener un efecto potenciador
en programas control integrado (Hall, 1981b). Xiang y
col., (2005) encontraron dos secuencias, chil y chi2, de
V. lecanii pertenecientes a la familia 18 sobre la base de
su similitud con la secuencia de aminoacidos de glicosil
hidrolasas de otras quitinasas de hongos pertenecien-
tes a esta familia. Asimismo, se ha reportado la iden-
tificacion, purificacién y caracterizacién de quitinasas
de P. lilacinus encontradas tanto por isoelectroenfoque,
como midiendo su actividad quitinolitica sobre geles en
2D (doble dimensién) (Khan y col., 2003).

PRODUCCION DE TOXINAS

Los HEP poseen ademas la capacidad de sintetizar
toxinas que son utilizadas en el ciclo de las relacio-
nes patoégeno-hospedero. El estudio de estas toxinas
(dextruxinas, demetildestruxina y protodextruxina) es
de suma importancia ya que se pueden sintetizar pro-
ductos quimicos de baja toxicidad y de elevada acciéon
insecticida, acaricida y nematicida. (Hall, 1981; Wang
y col., 2005). Las toxinas son importantes para micro-
organismos parasiticos ya que facilitan la infeccion por
debilitamiento del hospedero. Algunas especies de HEP
son capaces de producir acidos organicos y algunos de
ellos han sido implicados en el proceso infectivo. Por
ejemplo, se ha reportado la produccién de acido oxalico
por Beauveria spp., L. lecanii, P. fumosoroseusy M. ani-
sopliae. Este compuesto se ha sugerido como un ele-
mento que coadyuva a la solubilizacion de la proteina
cuticular (Pucheta-Diaz, 2006). El acido dipicolinico,
es otro compuesto importante producido por algunos
hongos entomopatégenos entre los que destaca Paeci-
lomyces spp., (Asaff y col., 2006), el cual posee propie-
dades insecticidas contra larvas de Calliphora eryhroce-
phala (Pucheta- Diaz, 2006). También se han reportado
toxinas peptidicas ciclicas y lineales. A las ciclicas per-
tenece una familia de péptidos conocidos como depsi-
péptidos. La beauvericina, que es el primer compuesto
caracterizado perteneciente a esta familia y fue extrai-
da inicialmente de B. bassiana, y posteriormente aisla-
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da de diferentes especies de Fusarium 'y Paecilomyces
(Logrieco y col., 1998; Pucheta-Diaz, 2006). Otros dep-
sipéptidos son las eniatinas, aisladas de Fusarium, que
son toxicas contra larvas de Choristoneura fumiferana
(Pucheta-Diaz, 2006). Otro metabolito aislado de B.
bassiana y L. lecanii, conocido como basianélido, mos-
tré tener una fuerte accion insecticida contra larvas
de gusanos de seda Bombix mori. E1 HEP M. anisopliae
produce toxinas llamadas dextruxinas que pueden ma-
tar insectos. No resulta entonces sorprendente que la
producciéon de destruxinas haya sido relacionada con
patogenicidad de estos hongos (Kershaw y col., 1999).
Las destruxinas son los compuestos mejor caracteriza-
dos, ya que su modo de accién también inhibe la sin-
tesis de ADN, ARN y de proteinas en las células de los
insectos (Pucheta-Diaz, 2006). También se reporta que
las destruxinas son capaces de inhibir la secreciéon de
fluidos por el tubo de Malpighi en Schistocerca grega-
ria (langosta) y que las destruxinas A, B y E produci-
das por M. anisopliae, mostraron propiedades insecti-
cidas al ser probadas en larvas de Plutella xylostella,
asi como en larvas y adultos de Phaedon cochleariae,
produciendo un nivel de mortalidad alto en las pobla-
ciones de insectos. Por otro lado, se ha demostrado que
la produccién de acido acético por P. lilacinus inhibe
nematodos juveniles (Djian y col., 1991), mientras que
filtrados fangicos de varios hongos crecidos en extracto
de malta mostraron toxicidad contra estadios infectivos
juveniles y huevos (Chen y col., 2000).

FORMULACIONES DESARROLLADAS

A nivel mundial numerosos grupos de investigadores y
empresas productoras se concentran en el desarrollo
de productos comerciales a partir de hongos, tanto en
forma de granulos, como de polvo hidratable. Entre es-
tos productos se encuentran Biofox C (F. oxysporium
y F. moniliforme SIAPA, Italia), Mycotal (V. lecanii,
Koppert, Holanda), Mycotrol GH (B. bassiana, Myco-
tech), Green Muscle (M. flavoviride, CABI Bioscience
UK), DiTera (M. verrucaria, Valent (Sumitomo), Japén)
Bea-Sin (B. bassiana, Agrobiosa, Culiacan Sin.), Bota-
niGard (B. bassiana, Mycotech, México DF), Bio-Blast
(M. anisopliae), Pea-Sin (P. fumosoroseus), PFR-97
(P. fumosoroseus), Fitosan-M (M. anisopliae, CES-
AVEG, Irapuato, Gto.) y Bio-Fung (B. bassiana, CES-
AVEG Irapuato, Gto.) entre otros productos (Garcia de
Leén y Mier, 2003; Xu y col., 2004).

APLICACION DE ALGUNOS MICOPLAGUICIDAS EN
MEXICO

Los HEP M. anisopliaey M.anisopliae var. Acridum (=M.
flavoviridae) son utilizados para el control de plagas
como el chapulin y la langosta que devastan enormes
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extensiones de cultivos basicos como el maiz, trigo,
frijol, cana de azucar, algodén, soya, sorgo, henequén,
alfalfa, frutales y pastizales en explotaciones pecuarias.
También son efectivos en el control de la mosca pinta
o salivazo de los pastos y la gallina ciega, coleéptero ri-
zofago asociado al maiz y frijol (Hernandez y col., 2000;
Garcia de Leén y Mier, 2003). B. bassiana es usado
para el control de la broca del café, mosquita blanca en
hortalizas y gallina ciega y chapulines en cultivos basi-
cos (Hernandez y col., 2000), mientras que V. lecaniiy
P. fumosoroseus son patégenos de la mosquita blanca
y pulgones, plagas de cultivos como el frijol; hortalizas
en general como el jitomate, chile, calabacita, pepino,
berenjena, coliflor; cultivos de invernaderos y flores de
ornato como la nochebuena y el crisantemo (Castella-
nos y col., 2003; Mier y col., 1991).

Para el manejo de la langosta Schistocerca picei-
frons, es necesario realizar su control basicamente en
tres etapas: ninfas de la primera generaciéon (Junio-
Agosto), ninfas de la segunda generaciéon (Septiembre-
Noviembre) e imagos (Diciembre-Junio), con la finali-
dad de reducir sus poblaciones y evitar que se formen
las mangas de adultos que son las que ocasionan los
dafos mas fuertes. En las evaluaciones con HEP para
el control de esta langosta en la Planicie Huasteca,
los mejores resultados se han obtenido con el hongo
M. anisopliae var. acridum, en concentraciones de 1.2
x 102 conidias por hectarea, con efectividades hasta
del 100% a los 10 dias después de la aplicacion. M.
anisopliae var. acridum ha resultado mas efectivo que
los hongos M. anisopliae var. anisopliae y Beauveria
bassiana (Garza UE, 1999).

CONCLUSIONES

La utilizacion de HEP para el control biolégico es una
alternativa viable debido a la especificidad sobre sus
huéspedes, baja o nula patogenicidad sobre la fauna
benéfica, insectos nativos, minima alteraciéon del eco-
sistema, ademas de no afectar ni a los mamiferos ni a
los peces. Para llevar a cabo programas de control de
insectos con HEP, es necesario un buen conocimiento
sobre la seleccion de aislados y técnicas de bioensa-
yo, a fin de seleccionar razas patogénicas y virulentas
adaptadas a condiciones ecolégicas especificas.

Con la evolucion de técnicas analiticas sofisticadas
se acelerara la elucidacion de los componentes clave
en los procesos de infeccién, permitiendo la identifica-
cion de las senales que conectan los cambios entre los
estados de saprotrofia-parasitismo, asi como los pro-
cesos de infeccion a nivel molecular asi como la identi-
ficacion de los factores potenciales de virulencia.

DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO

La generacion de nuevos productos de origen bio-
légico debera tener en cuenta la determinacion de los
medios de cultivo 6ptimos, asi como la optimizacién
del sistema para la obtenciéon masiva de inéculo, que
permita una buena relacién costo-beneficio en su pro-
duccién. Se deberan establecer primero ensayos de
produccién a pequena escala, para determinar la es-
tabilidad del producto y las condiciones de almacena-
miento, asi como llevar a cabo bioensayos de laborato-
rio, invernadero y campo, que confirmen la efectividad
del producto una vez formulado.

El uso de agentes de control biolégico, como son
los enemigos naturales y los entomopatégenos, esta
empezando a asumir un papel importante en el cam-
po, siendo considerable el niumero de casos exitosos,
lo que los coloca como una de las opciones de con-
trol importante para el desarrollo de una agricultura
sustentable. Sin embargo, aun falta profundizar mas
en el entendimiento de las bases moleculares, rela-
cionados con la capacidad de los entomopatégenos
para regular las poblaciones de insectos plaga. Esto
es de trascendental importancia para poder lograr
una planeaciéon de estrategias de control adecuadas.
Por ultimo, se espera que la aplicacion adecuada de
biocontroladores, asi como de otros métodos alterna-
tivos, permita disminuir las perdidas de las cosechas,
ademas de contribuir a la disminucién de los procesos
de contaminacion del medio ambiente.
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