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Resumen. Los hongos entomopatégenos (HE) al infectar a los insectos produ-
cen metabolitos, como las enzimas hidroliticas y los depsipéptidos ciclicos. Estas
enzimas degradan la cuticula del insecto, pero también pueden afectar la pared
celular de los hongos, similar al antagonismo de Trichoderma harzianum y de
otros microorganismos utilizados como fungicidas. Los depsipéptidos tienen
propiedades insecticidas y de actividad antialimentaria que ocasionan la muerte
de insectos. Ademds, estos hongos al encontrarse en nichos ecoldgicos con alta
biodiversidad y competencia sintetizan antibidticos y agentes fungicidas que
afectan la sintesis de la pared celular de los hongos, estos metabolitos son equino-
candinas, polioxinas y nicomicinas. Todos los compuestos bioactivos sefialados
pueden ser utilizados como bioinsecticidas o fungicidas, y ser producidos por
procesos fermentativos. Esto abre nuevas dreas de desarrollo agrobiotecnoldgico,
acorde con las nuevas tendencias de la investigacion agricola a nivel mundial.
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Abstract. The entomopathogenic fungi to infect produce metabolites like the
hydrolytic enzymes and the cyclic depsipeptides. These enzymes degraded to in-
sect” cuticle but can also affect the fungal cell wall similar to antagonism of Tri-
choderma harzianum and other microorganisms used like fungicides. Otherwise,
the depsipeptides have properties of insecticide and antifeedant activity that can
kills the insect. Also, these fungi to be found in ecological niches with high diver-
sity and competition synthesize antibiotics and antifungal agents that affecting
biosynthesis of fungal cell wall, this metabolites are echinocandins, polyoxins
and nikkomycins. All bioactive compounds listed can are used as insecticides or
fungicides and they can produce by fermentation process. This it open new area
of development agrobiotechnology according with to new trends in agricultural
research a global.

Key words: Entomopathogenic fungi, hydrolytic enzymes, depsipeptides, anti-
biotics

INTRODUCCION

Los microorganismos han sido utilizados para el control biol6gico de
insectos y enfermedades de plantas desde principios del siglo pasado, y
en las dos ultimas décadas se han demostrado las ventajas del uso de los
microorganismos frente al manejo de insecticidas quimicos, ya que éstos
generan graves problemas como dafios al ecosistema, afectacién a la salud
humana y la aparicién de resistencia en muchas especies de insectos. La
solucién ha sido incrementar la dosis y disminuir tiempos de aplicacién
del insecticida quimico con el dafio consecuente al medio ambiente. La
presencia de insectos resistentes a los quimicos y la aparicién de enferme-
dades en las plantas, ocasionadas por los hongos, ha producido enormes
pérdidas agricolas en México, en el caso del estado de Guanajuato se pier-
de 22% del maiz almacenado (Garcia-Leafios et al., 2007). Sus efectos inme-
diatos son el incremento de la dependencia alimentaria del pafs, asi como
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su impacto en la exportacién de productos agricolas por las restricciones
dadas en la Unién Europea y en Estados Unidos respecto a los quimicos
residuales en vegetales y frutas (Hussey y Bell, 2004).

Los principales grupos de microorganismos utilizados para el con-
trol bioldgico son los virus, bacterias, hongos y protozoarios. En el caso
de los hongos entomopatégenos (HE), éstos han sido estudiados y apli-
cados en el mundo por su eficiencia en matar a los insectos, mantenerse
un tiempo largo en el campo después de su aplicacion, por su interacciéon
especifica con el insecto plaga y por ser relativamente seguros respecto al
medio ambiente. En México, el uso de HE no se ha generalizado, aunque
el empleo de dichos microorganismos para el combate de plagas se inicié
desde hace 50 afios, sin embargo, se ha venido incrementando de forma
significativa a partir de 1990 (Tamez-Guerra et al., 2001). El mecanismo
de patogenicidad de los hongos entomopatégenos ha sido intensamente
estudiado y se conocen las etapas principales del proceso infectivo, lo
que ha permitido poder establecer estrategias para mejorar su aplicacién
como control biolégico (Srivastava et al., 2009).

En general, el mecanismo inicia con la adhesién de los conidios
sobre la superficie del exoesqueleto, proceso que sugiere una interac-
cién entre las hidrofobinas que se encuentra en el conidio y la superficie
hidrofébica del exoesqueleto del insecto susceptible (Fang et al., 2007).
Posteriormente, germina y dependiendo de la especie de hongo forma el
apresorio o una sustancia mucilaginosa que lo mantiene unido para iniciar
la formacién del tdbulo germinal que penetra por los poros o las capas
externas de la epicuticula (Shah y Pell, 2003). Recientemente se ha relacio-
nado la degradacion de los lipidos de la capa externa como una etapa de
crecimiento previo a la penetracién del hongo (Beys da Silva et al., 2010). Se
ha sugerido la posterior sintesis de enzimas hidroliticas (proteasas, quiti-
nasas y lipasas, entre otras reportadas) que degradan la cuticula y liberan
nutrientes para el hongo, en esta etapa presenta un crecimiento micelial.
Al llegar a la hemolinfa se transforman morfolégicamente en células indi-
viduales denominadas blastosporas, en esta etapa se activan los mecanis-
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mos de defensa del insecto, y el hongo debe superarlos para completar el
proceso de infeccién con la sintesis de otro tipo de proteasas que degradan
el sistema inmune humoral, también de depsipéptidos ciclicos como las
destruxinas que causan pardlisis al insecto por su habilidad de abrir los ca-
nales de calcio (Pal et al., 2007), asi como otras toxinas que dafian el sistema
muscular y los tubos de Malpighi, afectando la excrecién y dificultando
su capacidad de alimentarse y moverse (Pal ef al., 2007), para finalmen-
te ocasionar la muerte del insecto. Posteriormente, invade totalmente al
insecto y emerge en forma de hifa, esporula y sintetiza antibiéticos para
evitar el crecimiento de microorganismos oportunistas e inicia otro ciclo
de infeccién (Lee et al., 2005; Srivastava et al., 2009). Con los HE se han de-
sarrollado una gran cantidad de productos que se venden comercialmente
a nivel mundial, mientras que en México estd limitada a pocos productos
como BEA-SIN®, PAE-SIN®, META-SIN® y VERTA-SIN® de Agrobionsa
(Torres et al., 2007). Las formulaciones tienen como principio activo espo-
ras (conidios) y lo tinico en que varian es el vehiculo inerte que protege a
la espora de los efectos de los rayos ultravioleta y mantiene la humedad
requerida. Un espacio de oportunidad en investigaciéon poco desarrollado
aun, corresponde a las enzimas y metabolitos producidos por los HE con
una aplicacién dual como bioinsecticidas y fungicidas, en esta revision
se documentan algunas propiedades que tienen estos metabolitos y que
abren la posibilidad de una nueva drea de investigaciéon para este grupo
de hongos.

La revisién se enfoca inicialmente en las enzimas (proteasas, quiti-
nasas y glucanasas) que sintetizan los HE y que degradan la cuticula del
insecto y la pared celular de los hongos, como productos con actividad
biolégica contra insectos y hongos. Posteriormente se referird a los me-
tabolitos que producen los HE y que muestran actividad insecticida y
fungicida.
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ENZIMAS

La cuticula de los insectos es una estructura consistente en nanofibras de
quitina cristalina integrada a una matriz de proteinas, polifenoles, agua
y pequefias cantidades de lipidos (Vincent y Wegst, 2004), la cual pue-
de ser degradada por proteasas y por quitinasas. Mientras que la pared
celular de los hongos es una estructura compleja compuesta de quitina,
glucanos y otros polimeros (Figura 1), con evidencias de que se forma
un entrecruzamiento entre estos componentes, creando una compleja es-
tructura reticular. Identificindose a las quitinasas y glucanasas como las
hidrolasas que degradan la pared celular de los hongos (Adams, 2004).
Por lo que las enzimas de HE que hidrolizan estas estructuras pueden
ser empleadas con fines de control bioldgico.

Las proteasas se clasifican en cuatro diferentes clases: serina-, cis-
teina-, metalo- y aspartil-, de las cuales la mas comtn en los HE son las
serina-proteasas del tipo subtilisina (St Leger, 1995). También producen
proteasas del tipo tripsina denominadas PR2 (Cole et al., 1993).

Figura 1. Esquema de la pared celular de los hongos, constituida
principalmente por polimeros de glucano y quitina
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Ambas proteasas son enzimas extracelulares (Tiago et al., 2002) secreta-
das eficientemente para la degradacién de la cuticula, proporcionando nu-
trientes para el crecimiento del hongo. La sintesis de proteasas forma parte
de los procesos infectivos en los hongos patégenos Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Coccidioides immitis y Aspergillus niger (Monod et al., 2002);
es posible utilizar de la misma manera las proteasas producidas por los
hongos entomopatégenos en el control de insectos, hongos fitopatégenos,
bacterias y nematodos (Khan et al., 2003), las estrategias que se han sugeri-
do, entre otras, han sido la modificacién genética de Metarhizium anisopliae
para sobreexpresar la proteasa PR1 (St. Leger et al., 1996), principal enzima
que degrada la cuticula. Al diseminarse en el campo se demostré que no
afectaba a otros insectos como el escarabajo Calosoma sycopantha, depre-
dador de orugas y los estafilinidos, manteniendo su estabilidad genética
durante un afio y sin afectar antagénicamente con el complejo y dindmico
microambiente de la rizésfera (Hu y St. Leger, 2002); otra estrategia es hacer
crecer a los hongos utilizando inductores que permiten una eficiente pro-
duccién de estas enzimas en cultivos liquidos o sélidos (Pereira et al., 2007)
y que permiten mantener la virulencia de los HE. Sin embargo, las quiti-
nasas que actiian sinérgicamente con las proteasas y las B-1,3 glucanasas
son las enzimas que estdn involucradas directamente en la degradacion
de la cuticula de los insectos plaga (St-Leger et al., 1986), ademds de estar
implicadas en muchas etapas como la germinacion, el crecimiento hifal, la
morfogénesis, la nutricién y la defensa contra competidores (Seidl, 2008).
Respecto a lo dltimo se ha demostrado que estas enzimas degradan la pa-
red celular de los hongos fitopatégenos (Gohel et al., 2006). Muchas especies
de bacterias, hongos y plantas producen enzimas quitinoliticas que estdan
clasificadas en tres tipos: exoquitinasas, endoquitinasas y quitobiosas, las
cuales varian entre cada especie, dependiendo del niimero, tipo y posiciéon
de los dominios cataliticos y de unién al sustrato (Kobayashi et al., 2002).
Otro ejemplo de la accién antiftiingica de las quitinasas son las enzimas
producidas por la levadura Tilleptiosis palescens y por el hongo Gliocadium
catenulatum por su actividad patogénica sobre Podosphera xanthii y Pythium
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aphanidermatum, respectivamente, hongos causantes de enfermedades en
las plantas (Punja y Utkhede, 2003). Someya et al. (2001) propusieron com-
binar sinérgicamente la actividad antifungicida de las enzimas quitino-
liticas con el metabolito secundario prodigiosina, ambos producidos por
Serratia marcescens para controlar al hongo fitopatégeno Botrytis cinerea.
Por lo que se sugiere utilizar los HE como agentes fungicidas dada su ca-
pacidad de sintetizar enzimas quitinoliticas (Shubakov y Kucheryavykh,
2004). Respecto al control de insectos, se increment6 la virulencia de los
HE sobre afidos (Myzus persicae), transformando una cepa de B. bassiana
con la construccién de un gen fusionado que contenia el gen Bbchitl y el
gen Pr1A que codifican a una quitinasa de 33 kDa y a una proteasa del
tipo subtilisina, respectivamente; al expresarse dicho gen, la proteina se
disociaba en dos partes que presentaron actividad de quitinasa y proteasa
(Fang et al., 2009).

Las glucanasas degradan los B-1,3 glucanos, principales compo-
nentes de la pared celular de los hongos, ya que se producen aberturas
por las cuales los hongos obtienen nutrientes; se han reportado multi-
ples glucanasas en hongos tales como Acremonium sp (Jayus et al., 2004)
y en Trichoderma harzianum (Almeida et al., 2007), este dltimo ha sido
estudiado ampliamente por su papel como antagonista de hongos fito-
patégenos (Howell, 2003). Se ha observado que las glucanasas pueden
ser inducidas por la presencia de B-1,3 glucanos de paredes celulares
de Rhizoctonia solani (Bara et al., 2003), sin embargo, sustratos diferentes
como quitina, quitosano y N-acetilglucosamina pueden ser inductores
de glucanasas (Noronha et al., 2000). Por tanto las proteasas, quitinasas
y glucanasas pueden ser inducidas por sustratos complejos como la
cuticula de los insectos o la pared celular de los hongos o a partir de
sustratos simples, algunos estudios han demostrado este hecho, como
la Exo-a-1,3-glucanasa (AGN13.1), inducida por quitina en T. harzianum
(Ait-Lahsen et al., 2001); la serina proteasa P32 del hongo nematéfago
Verticillium suchlasporium, inducida por la cuticula de Callosubruchus
maculatus (Tikhonov et al., 2002), y las proteasas y quitinasas que sin-
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tetiza Metarhizium anisopliae en presencia de cuticula de Callosobruchus
maculatus (Murad et al., 2006), esa capacidad que tienen los hongos
para inducir la expresién de las enzimas con diferentes sustratos o mo-
léculas abre la posibilidad para utilizarse tanto en el control de plagas de
insecto, como en el control de enfermedades en plantas ocasionadas
por hongos.

El hecho de que los HE tengan la capacidad de sintetizar las
enzimas que degradan la pared celular de los hongos los hacen can-
didatos para tener una funcién antifiingica y tal vez micoparasitaria,
como lo demuestran los hongos endofiticos Choiromyces aboriginum,
Stachybotrys elegans y Cylindrocarpon sp (Cao et al., 2009), la bacteria
Bacillus licheniformis cepa MY75 (Xiao et al., 2009) y la actinobacteria
Streptomyces sp (Quecine et al., 2008). Sin embargo, es escasa la litera-
tura en la que se propongan el uso de HE, sélo se ha mencionado a
Verticillium lecanii en el control del hongo Sphaerotheca fuliginea (As-
kary et al., 1997).

METABOLITOS

Los HE sintetizan metabolitos que son téxicos contra insectos y general-
mente son sintetizados cuando el hongo ha penetrado el exoesqueleto
(Tellez-Jurado et al., 2009) y ha alcanzado el hemocele como parte de los
factores de virulencia durante la patogénesis, por lo que se consideran
que tienen propiedades insecticidas (Vey et al., 2001), asi como de otros
metabolitos con actividad antialimentaria en los insectos (Quesada-Mo-
raga et al., 2006). Muchos de esas toxinas fungicas son metabolitos se-
cundarios de bajos pesos moleculares con un potencial comercial como
agentes de control de insectos. Los depsipéptidos son los metabolitos
mas conocidos, la denominacién depende del hongo al que correspon-
da, por ejemplo: destruxina si es producida por Metarhizium anisopliae
o beauvericina si es de Beauveria bassiana (Figura 2). Quimicamente los
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depsipéptidos ciclicos poseen un a hidroxidcido y cinco residuos de
aminodcidos, en el caso de las destruxinas se han aislado cinco anélo-
gos, denominados A a la E (Krasnoof et al., 1996; Liu et al., 2000) y que
difieren en el grupo —R de los residuos hidroxidcidos, y se han identifi-
cado 35 andlogos de otras especies de hongos entomopatégenos. Estas
toxinas tienen un amplio rango de efectos biol6gicos en los insectos,
entre los que se incluyen: el inducir la despolarizacién de la membrana
debido a la apertura de los canales de Ca*, causando la pardlisis tetdni-
ca y muerte (Samuels et al., 1988), también causan cambios morfolégicos
y del citoesqueleto de los plasmocitos del insecto in vitro, que afecta par-
te de la respuesta inmune como la encapsulacién y la fagocitosis (Vey
et al., 2002). Ademds de reducir la expresién de péptidos antimicrobia-
nos que tienen un papel importante en la respuesta inmune humoral
de los insectos (Pal et al., 2007), inducen también cambios estructurales
en las células epiteliales que ocasionan la disrupcién de la membrana,
asi como un estrés oxidativo en las células (Sowjanya y Padmaja, 2008);
también inhiben la tasa de secrecién de fluidos en los tubos de Malpighi
(Ruiz-Sanchez et al., 2010). El efecto téxico de los depsipéptidos en di-
ferentes especies de insectos ha abierto una gran oportunidad para su
produccién como insecticida por fermentacién liquida (Liu ef al., 2000),
encontrdndose que su produccién depende fuertemente de la disponi-
bilidad de nitrégeno (Wang et al., 2009). Uno de los problemas en estos
sistemas es la formacién de pellets, que son ntcleos densos de hifas
empacadas donde el grosor de la capa externa de crecimiento seria la
limitante principal para la tasa de difusién de los nutrientes (Verma et
al., 2001) y donde el tamafo del pellet formado afecta la produccién de
los depsipéptidos (Feng et al., 2004).
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Figura 2. Estructuras quimicas de metabolitos sintetizados por
hongos con propiedades insecticidas y fungicidas
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Otros metabolitos como las beauverolidos producidos por Beauveria te-
nella y Paecilomyces fumosoroseus no tienen efecto insecticida de manera
directa, sin embargo, estos metabolitos tienen una actividad inmunomo-
duladora y por lo tanto pueden ser usados en el biocontrol de insectos
(Jegorov et al., 1994). Otro metabolito es el 4cido 2,6 piridin dicarboxilico,
conocido comtinmente como &dcido dipicolinico, y que mostré ser téxico
para ninfas de Bemisia argentifolii (Asaff et al., 2005).
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Existen pocos estudios sobre el efecto que tienen los depsipépti-
dos sobre los enemigos naturales de los insectos plaga. Hu et al. (2009)
demostraron que era insignificante la toxicidad de las destruxinas sobre
Serangium japonicum, enemigo natural de Bemisia tabaci, sin embargo, se
debe seguir avanzando en esta drea de estudio para demostrar el efecto
nulo de estas moléculas en insectos benéficos.

Respecto a los hongos que ocasionan enormes pérdidas econémicas
en la agricultura, destruyendo cultivos en el campo y en su almacena-
miento, su control puede ser llevado a cabo a través de antibiéticos y otros
metabolitos con accién fungicida. Estos metabolitos acttian principalmen-
te sobre la sintesis de la pared celular de los hongos, Los principales
metabolitos que inhiben la sintesis del glucano son las equinocandinas
(Figura 2) que dafian la pared celular de Aspergillus spp. en una accién
fungistdtica (Denning, 2003), estas moléculas son hexapéptidos ciclicos
N-acetilados con una cadena alifdtica de diferentes longitudes (Turner
y Current, 1997), que son sintetizados por diversos hongos, cuya accién
biol6gica se ha mejorado con modificaciones quimicas (Vicente et al.,
2003). En el caso de la biosintesis del polimero de quitina, la enzima qui-
tina sintasa es inhibida competitivamente por polioxinas y nicomicinas
(Gabib, 1991), estos metabolitos han sido usados exclusivamente en la
agricultura como fungicidas debido a su baja actividad biolégica sobre
hongos patégenos para el ser humano (Cohen, 1993).

En cuanto a los depsipéptidos ciclicos, se ha comprobado su accién
antiftiingica al probar el efecto de la destruxina B de M. anisopliae sobre el
hongo fitopatégeno Alternaria brassicae, encontrdndose que es suscepti-
ble a este metabolito (Pedras et al., 2002).

Los HE aunque son agentes de control de insectos plaga, suelen
producir metabolitos que pueden tener accién fungicida al encontrarse
en nichos con alta biodiversidad y competencia microbiana. En estudios
preliminares (Figura 3) se ha mostrado su capacidad para inhibir el cre-
cimiento miceliar de otros hongos; en la prueba de antagonismo entre el
hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii y el hongo Oidium sp, cono-
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cido comtinmente como cenicilla del durazno, se observé su accién inhi-
bitoria, sugiriendo que L. lecani produce enzimas o agentes antiflingicos
que posiblemente afectan o inhiben la biosintesis de la pared celular del
hongo (Barranco et al., 2009).

Figura 3. Prueba de antagonismo del hongo entomopatégeno
Lecanicillium lecanii contra el hongo fitopatégeno Oidium spp.

Vista frontal y posterior de la caja Petri

Las enzimas y metabolitos mencionados pueden ser producidos por pro-
cesos fermentativos en cultivo liquido o sélido y ser escalados hacia una
produccién industrial. Los HE que generalmente se utilizan para el con-
trol de artrépodos pueden ampliar su uso contra hongos fitopatégenos
abriendo un drea de investigacion en el campo de la agricultura (Anke y
Antelo, 2009). Por lo que la biasqueda de nuevos compuestos bioactivos,
seguida de la sintesis y optimizacién de andlogos, desarrollaria un drea
de conocimiento que apoyaria el manejo integrado de insectos y hongos
desde una perspectiva sustentable con productos como enzimas y toxi-
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nas; con lo que se crearfa una nueva generacién de bioinsecticidas de
gran importancia biotecnoldgica y agricola, que requerird de un grupo
de investigacién multidisciplinario en México.

CONCLUSIONES

El control de insectos por los HE se lleva a cabo utilizando las esporas
como la forma infectiva. En el proceso patogénico producen metabolitos
que afectan y matan a los insectos como las enzimas, depsipéptidos cicli-
cos y toxinas. Sin embargo, estos metabolitos, junto con los antibiéticos y
otras moléculas que inhiben la sintesis de la pared celular de los hongos,
también pueden emplearse para controlar las enfermedades en las plantas
producidas por los hongos fitopatégenos. Esa dualidad de los HE sugiere
la posibilidad de producir moléculas bioactivas que pueden desarrollarse
en productos biotecnolégicos con accién insecticidas o fungicidas, con lo
cual se abriria un drea agrobiotecnolégica de investigacion y desarrollo.
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