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RESUMEN

El desarrollo de hongos entomopatdégenos para el control de plagas de insectos ha experimentado en los
ultimos afnos un considerable progreso. El empleo de estos agentes de control biolégico presenta numerosas
ventajas, seguridad para la salud humana y para la fauna util, reduccion de la presencia de residuos
insecticidas en los alimentos e incremento de la biodiversidad del medio. Los hongos son unicos y
sobresalientes entre los microorganismos entomopatégenos porque infectan a los hospedantes a través del
tegumento, accion por contacto, lo que les confiere ventaja para el control de varios grupos de insectos
fitofagos de gran relevancia en la agricultura mediterranea. Sin embargo, un empleo mas eficiente y
generalizado de estos agentes en el control depende en gran medida de la mejora de su velocidad de accién,
reduccion de los tiempos letales. Algunas cepas flingicas secretan proteinas insecticidas durante el
desarrollo de la infeccién, que se postulan entre las mejores dianas para la selecciéon y mejora biotecnologica
a efectos de control, asi como una fuente inexplorada de nuevas moléculas insecticidas de origen natural. El
Grupo AGR 163 “Entomologia Agricola” de la Universidad de Cérdoba dispone de una coleccion de mas de
300 aislados autoctonos de los ascomicetos mitospéricos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
procedentes de suelos de la Peninsula Ibérica y archipiélagos Canario y Balear, que es una buena base para la
seleccion de aislados que produzcan in vitro proteinas insecticidas, para (1) estudiar su desarrollo como
micoinsecticidas; (2) determinar si la secreciéon de estas proteinas ocurre también in vivo y su funcién como
determinantes de virulencia; (3) evaluar el posible empleo de estas proteinas como nuevas moléculas
insecticidas de origen natural; (4) desarrollar marcadores moleculares que permitan identificar los aislados
mas importantes y detectar los genes que codifican para esta proteinas, para la posible mejora genética.

Palabras clave: enfermedades de insectos, Ascomycota, Hypocreales, Entomophthorales, aislamiento, bioensayo,
diversidad genética, cromatografia liquida, protedmica, ITS, IGS.

su liberacion ha crecido alrededor de un 1900% desde
1930, por su incidencia en la salud publica y en el medio.
Pero en la actualidad no existen demasiadas alternativas

Introduccién

La presencia de gran cantidad de plantas similares en

extensas areas, monocultivo, es la estampa de Ia
Agricultura moderna. Esta practica ha permitido al hombre
dar satisfaccion a las necesidades en alimentos y fibras
de una poblacibn mundial en continua expansién
demografica, pero en el aspecto ecologico es una
situaciéon artificial, intrinsecamente inestable como
consecuencia de las oportunidades que ofrece para la

agresiva invasiéon de insectos y acaros fitéfagos,
nematodos, hongos y  otros microorganismos
fitopatégenos.

Una serie muy diversa de practicas fitosanitarias
aplicadas en los sistemas agricolas con la finalidad de
proteger a los cultivos de los dafios causados por este
conjunto de enemigos, palian las consecuentes pérdidas
de produccidn, que se estima superan el nivel del 33%.

El empleo de insecticidas se considera efectivo, cuando
se alcanza el efecto biocida deseado, y econdmico,
cuando los beneficios de la aplicacion superan el coste de
la misma, sin embargo plantean serios interrogantes
sobre la sostenibilidad de este tipo de Agricultura, donde
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al monocultivo, y la poblacién mundial y sus necesidades
de alimento siguen creciendo, por lo que los cientificos
deben intensificar la busqueda de nuevos métodos de
Control de Plagas de Insectos que satisfagan los
requisitos de eficacia, bajo coste y de minimo impacto
medioambiental.

El Control Biologico de Plagas de Insectos cumple los
requisitos de seguridad para la salud humana y para la
fauna util, reduce la presencia de residuos insecticidas en
los alimentos e incrementa la biodiversidad del medio, por
lo que en la actualidad existe cierta “urgencia” para el
desarrollo de Agentes de Control Biolégico como gran
alternativa a los insecticidas quimicos de sintesis.

Control

Los Hongos Entomopatégenos en el

Microbiano de Plagas

El empleo de hongos entomopatégenos para el Control
Biolégico de Plagas de Insectos de Interés Agricola,
Forestal y Médico-Veterinario, e incluso Urbano, ha
experimentado en los Ultimos afios un considerable
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progreso revelado por el numero de productos
comerciales disponibles y en desarrollo (Quesada-
Moraga, 2002; Charnley y Collins, 2007; Quesada-Moraga
y Santiago-Alvarez, 2008), debido a que los hongos
entomopatégenos estan presentes de forma natural en el
suelo, y en las poblaciones de insectos, que en cierta
medida regulan, pero sobre todo, a que son unicos y
sobresalientes entre los microorganismos
entomopatégenos por actuar por contacto, pues
infectan al hospedante a través del tegumento.

Los propagulos de infeccién, las conidias, se adhieren a la
cuticula, germinan y forman estructuras especificas de
penetracién por medio de las cuales el hongo alcanza el
hemocele donde crece, vencidas las respuestas
defensivas, celular y humoral, del insecto hospedante. La
muerte de éste puede ser debida a la exhaustacion de los
nutrientes que le pone a disposicion, la invasion de sus
tejidos y 6rganos, la asfixia al desarrollarse en el sistema
respiratorio, y en algunos casos, a la produccion de
metabolitos toxicos.

Acaecida la muerte del insecto el hongo crece de modo
saprofito y en condiciones de humedad y temperatura
favorables, las hifas emergen del cadaver, se produce la
esporulacion y la liberacion de las conidias que posibilitan
el inicio de un nuevo ciclo por transmisién horizontal.

Al penetrar por via tegumentaria, los hongos
entomopatégenos resultan idéneos para el control
biolégico de insectos con aparato bucal picador-chupador
(Tisanépteros y Hemipteros) (Quesada-Moraga et al,
2006c), de aquellos con aparato bucal masticador entre
los que no se conocen enfermedades de etiologia viral o
bacteriana (algunos Lepidopteros y Coledpteros)
(Marannino et al, 2006, 2008a,b), o éstas no son eficaces
como ocurre con langostas, saltamontes o cucarachas
(Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997; Quesada-
Moraga et al, 2004; Santiago-Alvarez y Quesada-Moraga,
2008), para insectos del suelo (Quesada-Moraga et al,
2006d; Marannino et al, 2006; 2008b; Quesada-Moraga et
al, 2008), e incluso para algunos parasitos animales de
gran importancia como Varroa destructor (Acari:
Mesostigmata), parasito de la abeja melifera Apis
mellifera (Garcia-Fernandez et al, 2008a,b).

Las 700 especies de hongos entomopatégenos conocidas
hasta la fecha tienen desigual importancia para su
desarrollo comercial y aplicacién en control microbiano,
aquellas que resultan idoneas para este fin por su
frecuente aparicion en las poblaciones naturales de
insectos, su presencia y persistencia en el suelo, su
amplio espectro de hospedantes, y su gran efecto

insecticida, pertenecen a los géneros Beauveria,
Lecanicillium,  Metarhizium 'y Paecilomyces ahora
adscritos a los ascomicetos.

La presencia natural de Beauveria bassiana vy

Metarhizium anisopliae ha sido ampliamente constatada
para todo el territorio nacional, Peninsula y Archipiélagos,
sobre insectos y en el suelo, tanto ecosistemas naturales
como cultivados (Santiago-Alvarez, 1991; Hernandez-
Crespo y Santiago-Alvarez, 1997; Maranhao y Santiago-
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Alvarez, 2003; Quesada-Moraga et al, 2007).

Formulaciones y Estrategias de Aplicacion
Adecuadas Permiten Explotar al Maximo el Potencial
de los Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos pueden ser empleados de
manera inoculativa, aplicacion puntual del in6culo para
iniciar ciclos de enfermedad, establecer el hongo en la
poblacién del insecto y mantener el control a largo plazo;
de manera inundativa, es la aplicaciéon de un insecticida
microbiano, para iniciar una epizootia conducente al
declive de la poblacion en un tiempo relativamente corto.
La eficacia insecticida de los hongos entomopatdgenos
depende de su virulencia y persistencia, asi como de
algunas caracteristicas del insecto tales como el estado
contra el que se realiza la aplicacion, o la existencia de
otros factores de estrés en el momento de realizarla. Pero
el éxito de un micoinsecticida esta condicionado en gran
medida por distintos factores ambientales, en lo que la
formulacién juega un papel fundamental p. e. evitar la
rapida inactivacion por la radiacién ultravioleta del
espectro solar (285-315 nm).

Ademas, a los hongos se les reconoce un gran potencial
para el control microbiano de insectos del suelo
(Marannino et al, 2006; 2008b; Quesada-Moraga et al,
2006d), medio privilegiado que les protege de este y otros
factores criticos.

Las cepas seleccionadas para la produccién de
micoinsecticidas deben tener éptimos térmicos adaptados
a los hospedantes y habitats donde van a ser empleadas
(Hernandez-Crespo y Santiago-Alvarez, 1997; Quesada-
Moraga et al, 2006c¢c), y aunque siempre se ha
considerado el grado de humedad relativa como un factor
limitante, en la actualidad se sabe que son las
condiciones microclimaticas en la superficie de la cuticula,
en el substrato vegetal o edafico, suficientes para
desencadenar el proceso de infeccion. La humedad
relativa por otro lado es también importante para la
conidiogénesis en los cadaveres, lo que favorece la
transmision horizontal del hongo, y en ultimo término la
eficacia del control (Quesada-Moraga et al, 2004, 2008).

Los hongos entomopatégenos presentan ademas
propiedades excepcionales para el control de especies
enddfitas. Un caso sorprendente es el adecuado control
de Timaspis papaveris (Kieffer) alcanzado por aplicacién
de B. bassiana sobre plantas de adormidera (Quesada-
Moraga et al, 2006b), lo que se debe a la capacidad de
las hifas del hongo para penetrar en las hojas, seguir la
via del apoplasto en todas direcciones, e incluso alcanzar
el xilema (Quesada-Moraga et al, 2006b, 2009).

Desarrollo Comercial de Micoinsecticidas

El desarrollo comercial de un micoinsecticida requiere una
etapa inicial en la que resulta decisiva la seleccion de la
cepa fungica mas activa, contra un determinado
hospedante, de entre las obtenidas de las dos fuentes de
hongos entomopatégenos que nos proporciona la
naturaleza, a saber, insectos infectados en campo y el
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suelo. Esta evaluacion se realiza siempre en condiciones
de laboratorio.

El Grupo PAI de Investigacion AGR-163 “Entomologia
Agricola” de la Universidad de Coérdoba dispone en la
actualidad de un considerable numero de aislados
autoctonos de hongos entomopatégenos, fruto de una
continuada labor de aislamientos iniciada en 1978
(Santiago-Alvarez, 1991), algunos de los cuales han
mostrado accidn insecticida por bioensayos clasicos, para
especies de Ortépteros, Homépteros (Hernandez-Crespo
y Santiago-Alvarez, 1997; Santiago-Alvarez et al, 2002;
Maranhao, 2003; Quesada-Moraga y Vey, 2003;
Quesada-Moraga et al, 2006¢; Santiago-Alvarez et al,
2006), Coleopteros (Marannino et al, 2008a,b) y Dipteros
(Quesada-Moraga et al, 2006d, 2008), aunque el
potencial que encierra para su explotacién practica puede
continuar explorandose en el futuro.

En paralelo, deben realizarse estudios de ecologia,
fisiologia y genética (Quesada-Moraga et al, 2006c;
Marquez et al, 2006), que resultan indispensables para la
futura comercializacion y registro. Estos trabajos nos
proporcionaran informacion para disefiar las mejores
estrategias de produccion en masa y formulacion, y nos
permitiran disponer de marcadores para seguir la
evoluciéon de las cepas en el medio natural, evaluar su
eficacia y realizar estudios de impacto ambiental. Con un
conocimiento de base de la actividad insecticida de las
cepas en condiciones de laboratorio, y de sus
caracteristicas de crecimiento, Optimo térmico, etc
(Quesada-Moraga et al, 2006c), podemos afrontar su
evaluacion en campo. Ademas, debe evaluarse el impacto
del producto sobre la fauna util, que a tenor de nuestros
datos actuales, parece ser muy bajo (Garrido-Jurado et al,
2007). Para completar los estudios de seguridad debemos
dilucidar la toxicidad de la cepa sobre mamiferos, su
efecto alergénico y la produccién de toxinas inespecificas,
sin olvidar el posible desplazamiento competitivo de otros
entomopatégenos presentes de forma natural en el
medio. Cuando un aislado cumple todos estos requisitos,
estamos en disposicién de desarrollarlo comercialmente,
de acuerdo con los mas estrictos criterios econdmicos,
pues de eso depende que el micoinsecticida alcance el
mercado como una gran alternativa a los insecticidas
quimicos de sintesis.

Esta secuencia ya ha sido completada para uno de
nuestros aislados fungicos de B. bassiana, de inminente
apariciéon en el mercado con el nombre comercial
BECAN®, comercializado por la empresa sevillana
Newbiotechnic para el control de moscas blancas en
invernadero, Bemisia tabaciy Trialeurodes vaporariorum.

Las secrecion de proteinas insecticidas por los Hongos
Entomopatdégenos: factores de virulencia y nueva fuente
de moléculas insecticidas de origen natural

A pesar de la gran atencién que suscita en la actualidad el
empleo de micoinsecticidas (existen mas de 60 productos
comerciales a nivel mundial), la percepcion general es
que no actuan con tanta rapidez como los insecticidas
quimicos de sintesis, posible causa de que solo
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alcanzasen el 1-2% del total del mercado mundial de
productos fitosanitarios en 2006, aunque esa tendencia se
esta invirtiendo debido a la creciente sensibilizacién hacia
el medioambiente. Una limitacion al desarrollo de
micoinsecticidas viene impuesta por el hecho de requerir
entre 5 y 10 dias después de la aplicacién para reducir la
poblaciéon del insecto fitéfago, intervalo durante el que
puede causar dafios serios al cultivo. Por tanto, para
garantizar que los hongos entomopatégenos sean una

verdadera alternativa a los insecticidas quimicos
convencionales, resulta fundamental mejorar su
virulencia, tiempos letales, y periodo de tiempo

comprendido entre la aplicacion y el cese de alimentacién
del insecto hospedante.

Hasta la fecha, la mejora de los hongos entomopatdgenos
como agentes de control bioldgico ha consistido en la
explotacion de tecnologias que optimizan la produccién
en masa, la estabilizaciéon y su aplicaciéon con maquinaria
convencional. En cambio, los resultados obtenidos
respecto a la mejora de los tiempos letales y de la
virulencia no son los deseados, lo que hace necesaria la
busqueda de otras estrategias de mejora, que unidas a
las citadas tecnologias, aumenten su eficacia comercial.
Esto sdlo puede conseguirse si desvelamos las bases
moleculares de su patogenicidad, para potenciarlas
durante la produccion en masa, formulacion y aplicacion,
y como blancos idéneos para la mejora genética (Leger y
Screen, 2001). Recientemente se ha sefialado también la
importancia de los factores de virulencia denominados de
forma genérica metabolitos téxicos o metabolitos
insecticidas (Vey, 1998), cuya relevancia previamente
apuntada por Roberts (1981), ha alcanzado especial
significacién en la ultima década (Vey et al, 2001). Se
conocen dos grandes grupos de metabolitos insecticidas
(Vey et al, 2001); los de bajo peso molecular (aprox. <5
kDa), denominados también metabolitos secundarios, que
son sintetizados en su mayor parte en grandes complejos
multienzimaticos citoplasmicos y no en ribosomas, lo que
limita su estudio a nivel molecular y su empleo como
blanco para la mejora genética (Vey, 1998). El segundo
tipo de metabolitos insecticidas son los metabolitos
proteinicos macromoleculares (> 5-10 kDa), cuya
funcion exacta en el proceso patogénico permanece sin
aclarar, aunque hay evidencias que los relacionan
directamente con la muerte del insecto o bien con la
supresion de su sistema inmunitario (Liu et al, 1996).
Estas proteinas son consideradas un gran blanco para la
seleccion y mejora de hongos entomopatdgenos, y
ademas constituyen una fuente inexplorada de moléculas
naturales insecticidas (Vey, 1998; Vey et al, 2001;
Quesada-Moraga et al, 2006a). Se conocen hasta el
momento dos proteinas insecticidas de este tipo, la
hirsutelina A (Mazet y Vey, 1995), producida por
Hirsutella thompsonii Fisher, hongo que regula de forma
natural las poblaciones del acaro Phyllocoptruta oleivora
Ashmead en Florida, que ya ha sido clonada (Boucias et
al, 1998), y asociada al proceso patogénico (Maimala et
al, 2002), y la bassiacridina, secretada por un aislado de
B. bassiana, y que es especifica de langostas, a lo que
debe su nombre (Quesada-Moraga y Vey 2003; 2004).

La seleccion de aislados de hongos entomopatdégenos

—Pag. 17 de 101-



Biotecnologia

cuya accién patogénica esté asociada a la produccion de
una o varias proteinas insecticidas presenta numerosas
ventajas. Su mejora es posible por optimizaciéon de su
capacidad secretora (Quesada-Moraga y Vey, 2003), pero
también, la investigacién sobre los genes que codifican
estas proteinas, podria permitir la obtencién de cepas
mejoradas mediante técnicas clasicas como mutagénesis,
fusion de protoplastos, o mediante ingenieria genética
(Viaud et al, 1996; Leger y Screen, 2001). Ademas, la
deteccion de proteinas fungicas que presenten una gran
accion insecticida por ingestién puede servir de acicate
para su empleo como nuevas moléculas insecticidas de
origen natural (Quesada-Moraga et al, 2006d; Ortiz-
Urquiza et al, 2009).

Por tanto, la seleccién de cepas cuya actividad insecticida
esté asociada a la produccion de proteinas insecticidas
presenta numerosas ventajas para el desarrollo de
micoinsecticidas que alcance el mercado de forma
competitiva. La diversidad genética incluida en la
micoteca del Grupo AGR 163 “Entomologia Agricola”
ofrece importantes perspectivas para la seleccion de
aislados que por ser productores de proteinas insecticidas
puedan ser mejorados como se ha referido mas arriba,
ademas de proporcionar una fuente inexplorada de
nuevas moléculas insecticidas de origen natural
(Quesada-Moraga et al, 2006a).
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