Mecanismos de accion y respuesta en la relacion de hongos
entomopatogenos e insectos

Alejandro Téllez-Jurado', Maria Guadalupe Cruz Ramirez', Yuridia Mercado Flores'
Ali Asaff Torres’, Ainhoa Arana-Cuenca'

'Universidad Politécnica de Pachuca, Carr. Pachuca — Ciudad Sahagiin Km. 20, Zempoala, Hidalgo, Telf. (771) 5477510
’Centro de Investigaciones en Alimentacion y Desarrollo, A.C., Km 06 Carretera a la Victoria, Ejido La Victoria, Hermosillo, Sonora

Action and response mechanisms in relation of entomopathogenic fungi and

insects

73-80, 2009

Abstract. The study of the entomopathogenic fungi-insect interaction has been important in
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development of strategies for controlling crop pests of agricultural importance. Each one of
the organisms has evolved attack and defense mechanisms for their survival. This paper is a
detailed description of the fungal attack systems and the defense mechanisms of the insects.
Knowledge of these processes can help for the isolation, selection and improvement of fungal
strains to be used as biological control agents and assist protection strategies for beneficial
species.
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Resumen. El estudio de la interaccion hongo entomopatégeno-insecto ha sido de gran
importancia en el disefio de estrategias para el control de plagas de cultivos de importancia

agricola. Cada uno de los involucrados posee diferentes mecanismos de accién y respuesta

/

necesarios para su sobrevivencia. La presente revision, tiene por objetivo explorar los
diferentes mecanismos que los hongos entomopatégenos tienen para infectar a los insectos y
los mecanismos que los insectos tienen para defenderse. El conocimiento de dichos procesos
puede ayudar en el aislamiento, seleccion y mejora de cepas flingicas para su utilizacion
como agentes de control biol6gico y/o en el cuidado de especies benéficas de insectos.
Palabras clave: control biolégico, mecanismos de defensa, mecanismos patogénicos, ciclo
de infeccion.
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Introduccion

El control biolégico es una practica agricola en constante
crecimiento que busca la destruccion total o parcial de
patdgenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso
de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). Existen

numerosos reportes sobre la utilizacion de microorganismos
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entomopatdgenos, que por su capacidad de producir
enfermedad y muerte en insectos, son utilizados como
agentes de control biolégico (Asaff et al., 2002). De los
diferentes microorganismos empleados, los hongos tienen
mecanismos de invasion Gnicos que les permiten atravesar de
forma directa la cuticula o la pared del tracto digestivo de los
insectos, lo que los hace excelentes agentes de control
biologico actuando como insecticidas de contacto (Charnley

y Collins, 2007).

~
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Los insectos, por su parte, tienen mecanismos de
defensa contra las agresiones de los entomopatégenos, que
involucran barreras fisicas, defensas humorales, defensas
celulares y de comportamiento social (Marmaras et al., 1996).

Existen diversas revisiones sobre los mecanismos de
defensa de los insectos (Marmaras et al., 1996; Levitin y
Whiteway, 2008), los mecanismos de accion de los hongos
entomopatogenos (Shah y Pell, 2003; Castrillo ef al., 2005;
Pucheta et al.,, 2006; Charnley y Collins, 2007) y las
interacciones entre ellos (Hajek y St. Leger, 1994; Vilcinskas
y Gotz, 1999).

En esta revision se describen los mecanismos de
accion y respuesta que se establecen durante la relacion hongo
entomopatogeno-insecto, incorporando los ultimos avances
en este campo. La comprension de dichos mecanismos podra

permitir un uso mas eficiente y especifico de los agentes

cuticula del insecto

fingicos de control biolégico y ayudard a las estrategias de

proteccion de especies benéficas de insectos.

Mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos

Hasta el momento se han descrito mas de 750 especies de
hongos entomopatégenos y el aislamiento de nuevas cepas
continta. Dentro de los mds utilizados a nivel mundial se
encuentran Metarhizum anisopliae (33.9%), Beauveria

bassiana (33.9%), Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces

fumosoroseus) (5.8%) y Beauveria brongniartii (4.1%) (de

Faria y Wraight, 2007). El desarrollo de la enfermedad en el
insecto esta dividido en tres fases: (1) adhesion y germinacion
de la espora en la cuticula del insecto, (2) penetracion en el
hemocele y (3) desarrollo del hongo, que generalmente

resulta en la muerte del insecto (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del desarrollo de un hongo entomopatdgeno (modificado de Vilcinskas y Gotz, 1999). 1. Adhesion de la espora a la

cuticula del insecto, 2. Germinacion y formacion del apresorio, 3. Penetracion de la cuticula, 4. Crecimiento lateral y penetracion en la
epidermis, 5. Agregacion de los hemocitos en el lugar de penetracion fingica, 6. Fagocitosis de cuerpos hifales por células fagdcitas del
insecto, 7. Transformaciéon a cuerpos levaduriformes, 8. Evasion del sistema inmune, 9. Propagacion en el hemocelele, 10.

Transformacion a cuerpo hifal, 11. Esporulacion y germinacion atravesando la cuticula del insecto, 12. Diseminacion de las esporas.

Tabla 1. Principales metabolitos producidos por hongos entomopatogenos

Clasificacion Hongos que las producen

No peptidicas
Oospereina Beauveria tenella, B. bassiana
Tenellina B. tenella
Bassianina B. bassiana
Acido oxalico Beauveria, Verticillium, Metarhizium
Acido fusarico Fusarium

Acido dipicolinico
Paecilomicinas
Peptidicas lineales

Leucinostinas
Efrapeptinas

Peptidicas ciclicas

Beauveria, Paecilomyces, Verticillium
Paecilomyces tenuipes

Paecilomyces
Tolypocladium

Beuvericina B. bassiana, Paecilomyces
Beauverolidos B. bassiana, Paecilomyces
Destruxinas Metarhizium

Eniatinas Fusarium

Ciclosporinas Metarhizium

Modificada de Khachatourians, 1996.

1) Adhesion de la espora a la cuticula del hospedero y
germinacion de la espora

El primer contacto entre el hongo entomopatégeno y el
insecto sucede cuando la espora del primero es depositada en
la superficie de este tlltimo. El proceso de adhesion ocurre en
tres etapas sucesivas: adsorcion de la espora a la superficie
mediante el reconocimiento de receptores especificos de
naturaleza glicoproteica en el insecto, la adhesién o
consolidacion de la interfase entre la espora pregerminaday la
epicuticula y finalmente, la germinacién y desarrollo hasta la
formacion del apresorio para comenzar la fase de penetracion
(Tanaday Kaya, 1993; Pedrini et al.,2007).

El proceso de adhesion de la espora a la cuticula del
insecto, esta mediado por la presencia de moléculas
sintetizadas por el hongo denominadas adhesinas. En el
entomopatogeno Metharizium anisopliae se ha descrito un
tipo de adhesina denominada MAPI la cual se localiza en la
superficie de los conidios. La expresion heterologa de MAP1

en Saccharamyces cerevisiae le confiere a la levadura

propiedades adherentes especificamente a la cuticula de los
insectos. La disrupcion del gen que codifica para MAP1
afecta la germinacion y la formacion de blastosporas, asi
mismo reduce considerablemente la virulencia del hongo
(Wang et al., 2007). Por otro lado se ha demostrado que los
iones divalentes como el Ca”" y el Mg’ reducen las fuerzas de
repulsion electrostaticas promoviendo la adhesion de las

esporas (Pucheta Diaz et al., 2006).

2) Penetracion en el hemocele

La forma en la que los hongos entomopatdgenos penetran en
el insecto depende de las propiedades de la cuticula tales
como el grosor, la esclerotizacion y la presencia de sustancias
antifingicas y nutricionales (Charnley, 1992).

Una vez establecido el proceso de adhesion,
continua la penetracion la cual es posible gracias a la accion
combinada de dos mecanismos uno fisico y uno quimico, el
primero consiste en la presion ejercida por una estructura
fungica denominada haustorio, la cual deforma primeramente

la capa cuticular rompiendo luego las areas esclerosadas y
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membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico consiste
en la accidon enzimatica, principalmente de actividades
hidroliticas tales como proteasas, lipasas y quitinasas, las
cuales degradan el tejido en la zona de penetracion,
facilitando la entrada del hongo (Monzén, 2001). Estudios in
vitro indican que en la digestion del integumento sigue una
secuencia de lipasa-proteasa-quitinasa (Tanada y Kaya,
1993). Se ha observado que la accion enzimatica puede ser
coadyuvada por la secrecion de acidos organicos, como el
acido oxalico (Bidochkay Kachatourians, 1991).

La proteasa Prl es considerada un importante factor
de virulencia en Metharizium anisopliae, la sobreexpresion
de esta enzima en el mismo hongo reduce enun 25% el tiempo
de muerte en Manduca sexta, en comparacion con aquellos
que fueron infectados con el genotipo silvestre (St. Leger ef
al., 1996). De la misma forma la sobreexpresion del gen que
codifica para la quitinasa de Beauveria bassiana acelera el
proceso de muerte en los insectos en un 23% (Fan et al.,
2007). De esta manera, se demuestra la importancia de la
secrecion de estas enzimas hidroliticas en la virulencia de los
hongos entomopatégenos, lo cual pudiera ser una herramienta
para la seleccion de mejores cepas para la formulacion de
insecticidas biologicos.

Otro mecanismo que utilizan los hongos para
penetrar al hemocele es a través de la cavidad bucal,
espiraculos y otras aberturas externas del insecto. Puesto que
la humedad no es un problema en el tracto alimenticio, la
espora puede germinar rapidamente en este ambiente; aunque
los fluidos digestivos pudieran destruirla o degradar la hifa
germinativa. En algunos casos, la digestion de estructuras
fingicas puede causar la muerte por toxicidad mas que por la

micosis (Charnley, 1992).

3) Replicacion en el hemocele
Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos
realizan transicion dimorfica de micelio a levadura y una vez

que han evadido el sistema inmune del insecto, se produce una

septicemia.

La micosis induce a sintomas fisiolégicos
anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de
coordinacion, comportamientos alterados y paralisis. La
muerte sobreviene por una combinacién de efectos que
comprenden el dafio fisico de tejidos, toxicosis,
deshidratacion de las células por pérdida de fluido y consumo
de nutrientes (Bustillo, 2001).

Ya en el interior del insecto, los hongos deben
enfrentarse con los mecanismos de respuesta del sistema
inmune para lo cual han desarrollado estrategias defensivas e
inmunosupresoras, como la produccion de toxinas o cambios
estructurales en su pared celular. Un tema muy comtn en la
literatura de patologia de insectos es la produccion de toxinas
por diversas especies de hongos entomopatogenos. Existe un
considerable numero de metabolitos secundarios de bajo peso
molecular que han sido aislados de patégenos de insectos
(Tabla 1), muchos de los cuales han demostrado poseer
actividad insecticida marginal (Gillespie y Claydon, 1989).

Aunque menos estudiadas, también se ha
observado que diferentes macromoléculas de naturaleza
proteica tienen un efecto insecticida notable como las
proteinas melanizantes de B.bassiana (Fuguet y Vey, 2004;
Fuguet et al., 2004), una glicoproteina de B. sulfurescens
(Mollier et al., 1994) y la hirsutellina A, aislada de Hirsutella
thompsonii (Wei-Zhen et al., 1995). Los metabolitos
insecticidas producidos por hongos tienen varios modos de
accion y en muchos casos suelen ser la causa directa de la
muerte del insecto, actuando sobre las células especializadas
del sistema inmune para evitar su ataque a las estructuras
invasivas de los hongos.

También, se ha observado que para evitar el ataque
del sistema inmune del insecto, los hongos suelen prescindir
de la formacién de pared celular y se desarrollan como
protoplastos, evadiendo su reconocimiento por los hemocitos
circulantes en el hemocele (Vinson, 1991). Cuando los

nutrientes provenientes del insecto, particularmente las

fuentes de nitrégeno se van agotando, las fases
levaduriformes retoman su crecimiento micelial, tal como fue
observado en Entomophtora thripidum (Freimoser et al.,
2003). Por ultimo, cuando las condiciones de humedad y
temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo emergen
nuevamente al exterior del cadaver del insecto, donde
esporula. La esporulacion ocurre generalmente en cadaveres
pero puede también ocurrir en insectos vivos (Tanada y Kaya,
1993).

Finalmente la dispersion de la espora puede ser un
proceso activo o pasivo y depende de las caracteristicas de la
espora y el esporangio. Cada espora puede adherirse o pasar
de un invertebrado a otro por dispersion (Tanada y Kaya,

1993).

Mecanismos de defensa de los insectos

En general, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster ha
sido el organismo modelo utilizado para dilucidar los
mecanismos de defensa de los insectos ante el ataque de los
patdgenos, los cuales han sido clasificados en 1) barreras
fisico-quimicas y 2) sistema inmune innato (Meister et al.,
1997; Elrod-Erickson et al., 2000; Levitin y Whiteway, 2008)
y 3) otras estrategias de defensa. En el caso de insectos
sociales, como abejas, termitas y hormigas también se ha
observado que adaptaciones de su comportamiento permiten

mantener la inmunidad de sus colonias (Richards ez al., 2008).

1) Barreras fisico-quimicas

La cuticula es la primera linea de defensa al ser una estructura
rigida que recubre la parte externa del insecto conformada por
dos capas: la epicuticula y la procuticula. La primera estd
compuesta principalmente por grasas, ceras y lipoproteinas,
cuya funcion es evitar la pérdida de agua por la transpiracion.
La segunda es la mas abundante ya que constituye el 95% de
esta estructura y esta compuesta de quitina y diversas
proteinas estructurales que proporcionan rigidez, actuando

como una barrera fisica a la penetracion de los patdgenos,

ademas de ser dificilmente degradada por las enzimas liticas
excretadas por los mismos (Hajek y St. Leger, 1994).

En la actualidad se considera que la cuticula tiene
una funcidén mas activa, ya que desde la epidermis se secretan
moléculas que acttian de manera especifica inhibiendo los
mecanismos de infeccion de los entomopatdgenos. Se ha
reportado que en la cuticula se da la produccion de proteasas,
peptidasas antifungicas e inhibidores de proteasas fungicas
que podrian tener un papel importante durante la infeccion,
ademas de la presencia de 4cidos grasos de cadena corta y
lipidos de cuticula que inhiben la germinacion de las esporas
de los hongos (Dunn, 1991; Samuels y Paterson, 1995;
Kachatourians, 1996; James et al., 2003).

2) Sistema inmune innato
La segunda linea de defensa de los insectos la constituye el
sistema inmune innato conformado por el sistema celular y el
sistema humoral, capaz de reaccionar ante la invasion de
patégenos diferenciando lo propio de lo extraio. En este
proceso participan los sistemas de reconocimiento de
patrones moleculares caracteristicos de polisacaridos
microbianos presentes en la pared celular como:
peptidoglicanos, abundantes en bacterias Gram (+);
liposacaridos en la membrana externa de bacterias Gram (-) y
finalmente -1,3 glucanos en la pared celular de los hongos.
El sistema humoral utiliza proteinas antibidticas y
otras moléculas efectoras que circulan en el hemocele y/o
cuticula con la finalidad de inactivar los agentes patdégenos
que accedan al interior del insecto. Se ha descrito que los
insectos sintetizan moléculas con accion biocida especifica
tales como cecropinas, defensinas, atacinas, lisozimas, entre
otros. (Boman et al., 1991). Aunque es un tema aun
controvertido, se ha determinado la existencia de
fenoloxidasas y hemaglutininas (lectinas) en la hemolinfa que
podrian simular el papel de antigenos en combinacion con
proteinas depositadas en la superficie de los invasores. En

algunos dipteros, el plasma de la hemolinfa se encarga de
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melanizar y encapsular los microorganismos invasores via
tirosina-fenoloxidasa sin que los hemocitos estén
involucrados en la formacion de la capsula (Tanada y Kaya,
1993).

Elsistema celular, por su parte, estd compuesto por
los hemocitos que circulan por el hemocele capaces de
reconocer los elementos extrafios mediante receptores tipo
Toll que activan la produccion de varios péptidos
antimicrobianos (Levitin y Whiteway, 2008). Cuando la
concentracion de microorganismos patdégenos es baja, la
fagocitosis es el principal mecanismo para eliminar a los
invasores. A concentraciones mayores, se forman agregados
denominados noédulos. Existen evidencias que indican que las
proPO (pro-fenoloxidasas) juegan un papel muy importante
en este sistema, las cuales son enzimas clave para la sintesis
de melanina, polimero que suele depositarse sobre los
patdgenos, formando los encapsulados (Marmaras et al.,
1996). En Drosophila, dicha reaccion es regulada mediante
una cascada de sefiales que involucra serin proteasas
inducibles (MP1 y MP2) y su inhibidor (serpin Spn27A), las
primeras actuan como activadores de la fenoloxidasa y el
segundo regula la actividad enzimatica. MP1 activa la
melanizaciéon en respuesta a infecciones provocadas, por
hongos y bacterias, mientras que MP2 estd principalmente
involucrada en la respuesta a infecciones de origen fungico
(Tangetal.,2006).

Aunque se han clonado los genes que codifican
para las fenoloxidasas de Sarcophaga bullata 'y Apis mellifera
(Chase et al., 2000; Lourencgo et al., 2005), el estudio de estas
enzimas aun es limitado; sin embargo, el interés por dilucidar
el papel de estas enzimas durante la respuesta inmune en los
insectos ha cobrado importancia en los ultimos afios (Kan e?

al.,2008).

3) Otras estrategias de defensa
Como parte de la constante lucha por la supervivencia,

algunos insectos son capaces de mejorar sus habilidades de

defensa contra patogenos de acuerdo a la densidad de sus
poblaciones. Bajo tales circunstancias, la seleccion natural
favorece a aquellos individuos que usan sefiales asociadas a la
densidad de poblacién para desarrollar mecanismos de
defensa optimos. Como consecuencia, los individuos que
crecen hacinados son mas resistentes que aquellos que se
desarrollan en condiciones de baja densidad. Este fenomeno
denominado “profilaxis dependiente de la densidad” (Wilson
y Reeson, 1998), se da principalmente en insectos que
presentan polifenismo, como la langosta del desierto
Schistocerca gregaria. Se observo que cuando estos insectos
se desarrollan en condiciones de hacinamiento son
significativamente mas resistentes al hongo Metarhizium
anisopliae que langostas solitarias, debido a una actividad
antimicrobiana potenciada en sus sistemas de defensa
(Wilsonetal.,2002).

Los insectos también son capaces de modificar su
comportamiento con el proposito de luchar contra los agentes
patdgenos, tal es el caso de la langosta Locusta migratoria que
al ser infectada por Metarhizium anisopliae incrementa su
temperatura corporal por exposicion al sol deteniendo el
desarrollo de las blastosporas del hongo y facilitando la
accion de los hemocitos de su sistema inmune (Ouedraogo e?
al.,2003).

En el caso de los insectos sociales, éstos han
desarrollado multiples adaptaciones de conducta o
comportamiento para evitar o combatir las infecciones por
parésitos y patogenos. El primer caso de adaptaciones del
comportamiento social consiste en remover a los miembros
de la colonia con signos de enfermedad (Richard et al., 2008).
En el caso particular de las abejas, ademas de reconocer y
remover a individuos enfermos, son capaces de producir una
“fiebre social”, donde las obreras se aglomeran e incrementan
la temperatura en torno a larvas enfermas con el proposito de
eliminar a los patégenos (Starcks et al., 2000). Una segunda
modificacion del comportamiento se produce en los propios

individuos enfermos para reducir la transmision de la

enfermedad, manteniéndose fuera de los nidos o alejados de
las larvas o de la reina. Finalmente, una tercera modificacion
del comportamiento consiste en una interaccién social
alterada de grupos de individuos sanos con individuos
infectados. El incremento del contacto de individuos sanos
con los enfermos puede resultar en una ‘“vacunaciéon”
colectiva de los individuos sanos, incrementando su
inmunidad (Richards et al., 2008).

La utilizacion de los hongos entomopatogenos
en la agricultura ha ido en aumento en los ultimos afios debido
al gran potencial que tienen en el manejo de plagas,
representando una alternativa eficiente al uso de insecticidas
quimicos, considerados altamente nocivos para la salud del
hombre y los ecosistemas. El entendimiento de los
mecanismos involucrados durante el proceso de infecciony la
utilizacion de las nuevas técnicas de ingenieria genética
permitiran la obtenciéon de nuevos productos bioldgicos
efectivos para su utilizaciéon en campo y la proteccion de

especies benéficas de insectos.
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