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Importancia en la patogenicidad de la
accion enzimatica del hongo Beauveria
bassiana sobre la broca del café

Importance of the enzymatic action of Beauveria
bassiana on its pathogenicity toward the reel

Oscar Fernando Castellanos Dominguez’

Resumen

Durante los Glltimos siete afios en Colombia el
ataque de la broca al café se ha convertido en
un grave problema para la economia nacio-
nal. Los métodos usados para su erradicacion
no han ofrecido resultados contundentes, aun-
que entre ellos el mas efectivo lo constituye
el empleo de un bioinsecticida obtenido del
hongo Beauveria bassiana. Actualmente es
necesario plantear el mejoramiento de las pro-
piedades patogénicas del bioinsecticida a par-
tir de investigaciones mas profundas que
permitan a su vez visualizar todos los compo-
nentes de la accion del hongo sobre el insec-
to. Una de las etapas cruciales en la infeccion
es la accion enzimatica del hongo sobre la cu-
ticula del msecto. La patogenicidad entonces
puede depender en gran medida de ésta. El
conocimiento de las particularidades de esta
etapa permitird elaborar un mejor producto
contra la broca. En este articulo se hace un
justificacion detallada de la necesidad de pro-
fundizar en la investigacion de la accion
enzimatica. Es importante tener en cuenta cier-
tas consideraciones para no caer en falsas in-
terpretaciones del verdadero papel de las
enzimas en la patogenicidad, entre las cuales
encontramos: 1. Algunas partes de la cuticula
son mas susceptibles al ataque enzimatico que
otras, 0 sea que no solamente es importante la
actividad catalitica del complejo enzimatico
producido por el hongo sino, ademas, el sitio
especifico de la accion de estas enzimas en la
cuticula; 2. La actividad de las algunas
enzimas (proteasas) es un factor determinante
sobre todo en los estados iniciales de la infec-
cion, mientras otras (quitinasas) se manifies-
tan principalmente en los estados tardios de
¢ésta. 3. Aun registrandose buena actividad
enziniatica, puede ser posible que la patoge-
nicidad sea baja debido a la poca agresividad
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de las toxinas; 4. La accion enzimatica es bas-
tante compleja y para la descomposicion de
cada uno de los componentes de la cuticula
interactian varias enzimas. Por ello se debe
realizar un estudio detallado del mayor ntimero
de actividades especificas para entender cual
de ellas determina principalmente la capaci-
dad infecciosa del agente patogeno, para lue-
go poder relacionarla con la patogenicidad.

Palabras claves: Cuticula, Infeccion, Viru-
lencia, Proteasas, Quitinasa, Feniloxidasa,
Lipasa, Hypothemenus hampei, Bioinsec-
ticida, Enzimas.

Summary

During the last seven years in Colombia the
assault of the insect Hypothemenus hampei,
called the “reel” to the coffee, has been con-
verted into a serious problem for the national
economy. The methods used for its eradica-
tion have not offered forceful results, though
between them the most effective constitutes
the employment of a bioinsecticide obtained
from the entomopatghogenic fungus
Beauveria bassiana. Currently it is necessary
to outline the improvement of the parhogenic
properties of the bioinsecticide as of deepest
investigations that permit at the same time to
visualize all the components of the action of
the fungus on the insect. One of the crucial
stages in the infection is the enzymatic action
of this fungus on the cuticle of the insect. The
pathogenicity then can depend to a large ex-
tent on this. The knowledge of the particulari-
ties of this stage will permit to elaborate a
better product against the reel. In this article
1s made a detailed justification of the need of
deepening in the investigation of the enzy-
matic action. It is important to take into ac-
count certain considerations so as not to to fall
in untruthful interpretations of the real paper
of the enzymes in the pathogenicity, between
those which we find: 1. Some parts of the cu-
ticle are more susceptible on enzymatic as-
sault than others, or rather that not only it is
important the catalytic activity of the enzy-
matic complex produced by the fungus or but,
furthermore, the specific site of the action of

these enzymes in the cuticle; 2. The activity
of some enzymes (proteases) is a determinant
factor above all in the initial states of the in-
fection, while others (chitinases) are expressed
mainly in the late states of it. 3. Yet it being
registered good enzymatic activity, it can be
possible that the pathogenicity will be de-
creased due to the few aggressiveness of the
toxins; 4. The action of enzymes is quite com-
plex and for the decomposition of each one of
the components of the cuticle take part sev-
eral enzymes. Because of this it should be to
accomplish a detailed study of the greater num-
ber of specific activities to understand which
one determines mainly the infectious capac-
ity of the pathogenic agent. for then be able to
relate it to the pathogenicity.

Key words: Cuticle, infection, virulence,
Protease, Chitinase, Feniloxidase, Lipase,
Hypothemenus hampei, Bioinsecticide, Enzi-
mes, Beauveria bassiana.

Infroduccién

El cuitivo del café en Colombia se remonta
desde finales del siglo pasado. Desde enton-
ces y hasta hoy el café se ha convertido en el
producto bandera de la economia nacional y
su exportacion se constituyo en el 25.1% de
la exportaciones totales en 1994 (Rev. Banco
de la Republica 1995). La economia nacional
ha llegado a depender de una manera signifi-
cativa de este producto, asi, por ejemplo, en
los afios de bonanza cafetera de 1980-1981 se
genero un “boom” de la economia colombia-
na. De otro lado, a mediados de la década de
los 80 el ataque de la roya que desbasto miles
de hectareas de cafetales afectd gravemente
la economia nacional.

En 1988 proveniente del Ecuador y del Brasil
incursiono al territorio de nuestro pais un pe-
queflo insecto coleoptero, el Hypothenemus
hampei, conocido como la broca del café, el
cual ataca directamente el grano y deposita alli
sus huevos (Asocia 1994). Se reproduce con
gran facilidad a temperaturas cercanas a 25°C
y suciclo de desarrollo dura aproximadamen-
te un mes, que varia de acuerdo con la altitud
y las condiciones climaticas, especialmente de
humedad. En estos diez anos ha originado
un verdadero problema econdmico expresado
en la disminucion de la produccion del café
y de las exportaciones de este producto. Ha-
ciael aio de 1992, aproximadamente 150 mil
hectareas de café se hallaban infectadas por
broca en nuestro pais. En la actualidad se es-
tima que unas 600 mil hectareas cultivadas
de café pueden estar infestadas (Calderon y
Cortés 1993).

En estudios recientes de la Federacion Nacio-
nal de cafeteros y los Comités Departamenta-
les de Caficultores se han hecho analisis
estadisticos relacionados con el grado de in-
festacion, la frecuencia en el control y el me-
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todo empleado contra la broca (Asocia 1994).
La presencia de la broca en la zona cafetera,
presento los siguientes registros:

- EI 25 % de los productores tienen en sus
propiedades un nivel de infestacion me-
nor del 10%.

- El19% de los productores tienen un ni-
vel de infestacion mayor del 10 % (28 %
en promedio).

Con relacion a las practicas de control, los
productores utilizan las siguientes técni-
cas (Cenicafé 1993):

- EI 95 % recurre al RE-RE (recoleccion
oportuna y repase

- El49 % de los caficultores utiliza el hon-
g0 B. bassiana como medio de control en
forma de bioinsecticida.

- El 37 % maneja la pulpa del café contro-
lando quimicamente con insecticidas
supremamente toxicos (ej. ondosulfan -
Thiodan 35 CE) (Castro 1990).

- EI'l % recurre al uso de la avispa.

‘
En la actualidad el bioinsecticida contra la
broca del café esta basado en el uso del hongo
entomopatogeno B. bassiana, el cual ataca
directamente al insecto. La forma como infecta
el hongo B. bassiana alabroca del café es la
siguiente (Rodriguez 1992): La infeccion se
inicia por la adherencia de las conidias de este
hongo a la cuticula del insecto y la
germinacion de la espora en la superficie de
la misma. La hifa invasora penetra en los te-
jidos del hospedero (a menudo el cuerpo gra-
so es el primero en ser atacado) y se ramifica
a través del hemocelo, o sea los cuerpos hifales
o segmentos de hifa se quiebran y circulan en
el hemocelo del huésped durante los primeros
estados de infeccion, distribuyéndose amplia-
mente. Después de llenar el cuerpo del insec-
to agonizante o muerto con micelio, las hifas
emergen. crecen a través del integumento del
insecto v producen esporas sobre la superfi-
cie externa del hospedero. Estas esporas son
dispersadas por el viento y la lluvia o por los
insectos infectados durante la alimentacion o
lacopula. La patogenicidad y la habilidad para
sobreponerse a los mecanismos de defensa de
sus huéspedes se debe en gran parte a la pro-
duccion de toxinas. B. bassiana produce un
depsipéptido ciclico conocido como
beauvericin (Roberts 1981), que es de alto peso
molecular'y soluble en agua. Esta sustancia
se libera después de la invasion al hospedero.

Estado actual de la produccidén
del bioinsecticida contra la
broca

La necesidad de desarrollar una tecnologia
para la obtencion de un mejor bioinsecticida a

partir del B.bassianaen contra de la broca del
café, entendiendo la complejidad del proble-
ma, exige analizar detenidamente los meca-
nismos de la patogenicidad con ayuda de
métodos serologicos (Shimizu y Aizawa
1988), inmunoquimicos (Yingchun y
Ekramodoullan 1991), inmunolégicos y
bioquimicos (Fargues y otros 1981) y
quimiotaxonomicos (Bridge et al. 1990). De
los métodos anteriormente mencionados cabe
resaltar el desarrollado por Bridge para el es-
tudio de 16 cepas diferentes de B.bassiana,
aisladas en 10 paises productores de café, las
cuales fueron estudiadas especificamente en
su accion contra la broca del café. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos el autor lle-
ga a la conclusion que para el desarrollo de un
insecticida bioldgico a nivel industrial es re-
comendable llevar a cabo el analisis
quimiotaxondmico, el cual consiste en reali-
zar un estudio profundo de la variacion fisio-
logica y la capacidad enzimatica en
dependencia a las condiciones naturales y ar-
tificiales en la cuales el hongo crece. En un
estudio de las actividades cataliticas de los
complejos enzimaticos producidos por las di-
ferentes cepas, mediante la determinacion en
medios de cultivo tratados con diferentes
substratos selectivos, se determino cualitati-
vamente usando métodos colorimétricos la
presencia de diferentes actividades enzima-
ticas (Lester 1975). Son también usados los
métodos electroforéticos, en los cuales el gel
es tratado en soluciones de substratos especi-
ficos, que permiten, después de una colora-
cion indicada, cualitativa y en algunos casos
semicuantitativa determinar la actividad
catalitica (Lawrence y Melnick 1960; Shaw y
Prasad 1974; Woodbury et al. 1971; Leger y
otros 1986). De los métodos cualitativos usa-
dos hoy en dia sobresale el desarrollado por
Leger y su grupo (1986), el cual permite
especificamente determinar para los
entomopatogenos 15 diferentes actividades,
usando un método adaptado de una técnica
rapida, conocida comercialmente como
APIZYM.

El uso de bioinsecticida a partir de B.
bassiana es el método mas efectivo para el
control biologico de la broca del café, pero
su potencial tiene que ser aun desarrollado.
Aunque las bioinsecticidas obtenidos con el
principio biologico de este hongo son pro-
ducidos con éxito a nivel industrial en Bra-
sil y Rusia, éstos no son de gran cobertura
comercial en la actualidad. Las razones de
su poca aplicabilidad universal radican en las
particularidades de cada insecto que se quie-
ra atacar y las condiciones medio ambienta-
les de la interaccion especifica patogeno-
huésped (Ferron, 1981). Charnley (1989),
analizando el presente y futuro de los
micoinsecticidas, plante6 la necesidad de re-
lacionar en el proceso de produccion de ce-
pas con mayor virulencia los siguientes

factores: 1. Evaluacion de los determinan-
tes de la patogenicidad (produccion de toxi-
nas); 2. Adhesion de la espora a la cuticula;
3. Germinacion de la espora; 4. Diferencias
en las estructuras de la cuticula penetrable por
el tubo germinal: 5. Mecanismos (mecanicos
y enzimaticos) de penetracion de la espora
en el hospedero; 6. Defensa del hospedero.

Mecanismo bioquimico de la
patogenicidad

Teniendo en cuenta estas consideraciones y los
registros de trabajos anteriores, el mecanismo
bioquimico del ataque del hongo a la broca
del café puede ser representado fundamental-
mente en tres etapas (Roberts 1981; Smith et
al. 1981; Charnley y Leger 1986; Butt, 1990;
Lecuona et al. 1990):

1. Laadherencia de las esporas del hongo en
la cuticula del insecto.

2. Laaccion enzimatica del hongo sobre la
cuticula del insecto que termina por des-
truirla permitiendo la entrada del tubo
germinal de la espora en el cuerpo del
insecto.

3. La accién de las toxinas producidas por
la espora, las cuales finalmente matan al
insecto.

La patogenicidad clasicamente se define como
la capacidad de un agente externo de causar
una enfermedad (Bustillo 1987), la cual es
medida por la virulencia (Dulbecco et al.
1985). La virulencia se emplea para compren-
der dos rasgos de un organismo patogénico:
su infectividad (la capacidad para colonizar a
un huésped, representada numéricamente por
la dosis infecciosa media - DI50) y la grave-
dad de la enfermedad producida (representa-
da por la dosis letal media DL50) (Tortuva y
Funke 1993; Dulbecco et al. 1985).

En el caso de la patogenicidad del hongo B.
bassiana la adherencia y la accion enzimatica
sobre los componentes de la cuticula influyen
principalmente en la infectividad del hongo
sobre la broca, y sus toxinas determinan prin-
cipalmente la gravedad de la enfermedad pro-
ducida o la capacidad del hongo para matar al
insecto.

Hace poco menos de tres décadas que los pro-
cesos bioquimicos antes mencionados de la
patogenicidad del hongo B. bassiana empe-
zaron a ser estudiados. Los investigadores fi-
jaron su atencion en un principio basicamente
en la forma de accion de las toxinas y sus par-
ticularidades especificas. Paralelamente en la
entomologia el estudio de los procesos de ad-
herencia también tomaban auge. Algunos de
los resultados mas importantes de dichas in-
vestigaciones sobre la adherencia y las toxi-
nas, realizados desde entonces hasta hoy, son
los siguientes:
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Sobre los mecanismos de adherencia de las
conidias del B. Bassiana en la cuticula de la
broca del café se encuentran pocos registros
en la literatura de los ultimos aflos. Sin em-
bargo, es sabido que casi todos los patégenos
poseen mecanismos que facilitan su union a
los tejidos del hospedero (Tortuva y Funke
1993; Dulbecco ef al. 1985). Para la mayor
parte ellos, como en el caso del hongo B.
Bassiana, la adherencia es un paso previo ne-
cesario para su accion patogénica. La adhe-
sion entre el patogeno y el hospedero tiene
lugar por medio de moléculas de superficie
del patdgeno, llamadas adhesinas, que se unen
a receptores superficiales complementarios
que existen en las células del hospedero. La
mayor parte de adhesinas estudiadas hasta el
momento son glucoproteinas o lipoproteinas,
mientras los receptores de las células del hos-
pedero son generalmente azucares como la
manosa. Las adhesinas de diferentes cepas
de la misma especie pueden variar en su es-
tructura. Diferentes tipos de células del hos-
pedero pueden tener diferentes tipos de
receptores. Si se logra alterar las adhesinas,
los receptores 0 ambos, asi como sus meca-
nismos de interaccion se puede inducir o inhi-
bir la adhesion de un patégeno al hospedero.
El entendimiento de las particularidades de los
mecanismos de adhesion y los factores influ-
yentes en este proceso son fundamentales para
determinar que tipo de formulantes deberan
ser usados en la produccion industrial de un
bioinsecticida, por ejemplo, a partir de un hon-
go como el B. bassiana (Pereira y Roberts
1990). Lecuona y sus colaboradores (1990)
estudiando las alteraciones de la epicuticula
del insecto al ser infectado por 147 cepas di-
ferentes de B. bassiana y 6 cepas de B.
brongniartii, con ayuda de la microscopia
electronica, encontraron que las conidias se
adhieren especificamente a los receptores de
naturaleza polisacarida del hospedero por in-
termedio de una particular segregacion azu-
carada del hongo. Simultineamente en la
cuticula se modifica la distribucion de sus
componentes. Asi, por ejemplo, seis horas
después de la aplicacion de los hongos sobre
el Ostrinia nubulalis aproximadamente el 85
% de los carbohidratos de la cuticula desapa-
recen. De otra parte segun Boucias y sus co-
laboradores (1988) la infeccion por el hongo
B. bassiana es iniciada cuando la conidia en-
tra en contacto con la cuticula del insecto y se
adhiere por mecanismos hidrofébicos.

Después de cruzar la cuticula del insecto la
espora se transporta por el hemocelo hasta el
momento de la muerte, desarrollandose en
presencia de sustancias producidas por el in-
secto para su defensa. Como parte de la reac-
cion de defensa cerca de las esporas son
producidos por el insecto unos seudotejidos o
granulomas (Vey et al. 1975). Los hongos
entomopatogénicos como la Beauveria produ-
cen toxinas que son capaces de destruir los

granulomas, las cuales permiten a las
blastoesporas invadir el hemocelo, aunque la
patocitosis no siempre es observada (Vey et
al. 1975). El hongo B. bassiana al producir
una toxina depsipéptida ciclica tiene un me-
canismo de accion similar a las toxinas de este
tipo del hongo Metarhizium, como las des-
truxinas reportadas por Ferron (1985). Estu-
dios realizados con toxinas producidas por
difer:ntes cepas de B. bassiana demostrod que
existe una correlacion entre la cantidad de toxi-
naproduciday la virulencia contra la Galleria
mellonella (Sikura y Bevzenko 1972). Veyy
colaboradores (1973) realizaron los primeros
estudios citologicos in vitro de los efectos del
beauvericin. Estudios histopatologicos de te-
jidos infectados con toxinas depsipétidas ci-
clicas sugieren que estas matan al huésped
creando una degeneracion progresiva de los
tejidos del huésped por cambios estructura-
les de las membranas, lo cual genera la deshi-
dratacion de las células (Zacharuk 1971).
También son observados cambios en la acti-
vidad eléctrica de los nervios (Evlakhova y
Rakitin 1968), causada por el incremento del
consumo de oxigeno en un intento del insecto
por restablecerse. Recientemente Zizka vy
Weiser (1993) estudiando el efecto de
beauvericina sobre la ultraestructura de la lar-
va de Culex pipiens establecieron que con
concentraciones de hasta 0,1 mg/ml de toxina
se obtiene una mortalidad del 44 % en 48 ho-
ras. El principal sintoma de la intoxicacion fue
la vacuolizacion generalizada. El efecto toxi-
€0 se concentro en las mitocondrias, las cua-
les se inflaron y tomaron aspecto de vacuolas
esféricas. La cromatina de los nticleos se con-
centr6 en forma de granulos alargados a lo lar-
go de la membrana nuclear. El mas afectado
fue el epitelio de las moscas en donde la mem-
brana basal se rompid y su contenido se disol-
vi lentamente.

Aunque la informacion obtenida sobre estos
dos factores: la adherencia y las toxinas ha
servido para entender mas detalladamente los
procesos involucrados en la patogenicidad,
éstano es suficiente para correlacionar estric-
tamente estos factores en dependencia de va-
riables, tales como las condiciones del medio
de crecimiento del hongo, que permitan la
manipulacion de procesos, tendientes a la ob-
tencion a gran escala de bioinsecticidas a par-
tir del B. bassiana. Evidentemente se hace
necesario entender también la forma de pe-
netracion de la conidia en el insecto, o sea in-
vestigar los procesos enzimaticos por los
cuales la cuticula es deshecha y el tubo
germinal llega hasta el hemocelo. Porello en
anos recientes, se ha dirigido el interés de las
investigaciones hacia el conocimiento de la
produccion de enzimas extracelulares, el ana-
lisis de 1soenzimas, la caracterizacion de DNA,
el estudio de las caracteristicas de crecimien-
to influyentes en la produccion de enzimas.

Varios investigadores han establecido que este
hongo produce diferentes tipos de enzimas
extracelulares, incluyendo: proteasas
(Bidochka y Khachatourians 1990), quitinasas
(Pegg y Young 1982; Leger et al. 1991),
amilasas (Ozino ef al. 1992), beta-glucanasa
(Zaykina et al. 1983), lipasas (Hegedus y
Khachatourians 1988), fenoloxidasas
(Bidochka 1989), esterasas (Patente 94-
14644, 1994).

Accién enzimatica del hongo
sobre la cuticula del insecto y su
influencia en la patogenicidad

Enla actualidad la necesidad de investigar las
particularidades de la accion enzimatica para
el desarrollo de un proceso tecnolégico, ten-
diente a producir bioinsecticidas a gran esca-
la, esta relacionada con la posibilidad de
mejorar las cualidades patogénicas del produc-
to final en dependencia de las condiciones
del proceso (como posteriormente se mostra-
ra) asi como también con la optimizacion de
las pruebas de control de calidad del produc-
to final. Esta tltima parte se lleva a cabo por
medio del bioensayo (Gonzalez y otros 1993),
el cual toma para su ejecucion de 3 hasta 11
dias. Si se considera que para el bioensayo se
deben tomar insectos adultos de 3 o 4 dias,
los cuales para llegar a este estado requieren
de 20 a 25 dias de desarrollo [desde la pene-
tracion del insecto padre en el grano de café
pasan tres dias para colocar los huevos, los
cuales toman 7 dias para llegar a ser larvas,
12 dias mas para convertirse en la prepupa, y
7 dias adicionales para llegar a adulto (ASO-
CIA 1994)], esto quiere significar que el
bioensayo y su estado preliminar de prepara-
cion tarda no menos de 30-35 dias. Lo ante-
rior implica retardo en los procesos de
investigacion y desarrollo de la tecnologia
antes mencionada. Por ello, se hace indispen-
sable desarrollar un método analitico que per-
mita, en condiciones de laboratorio, en tiempos
mucho mas cortos, tener datos aproximados,
correlacionables con la patogenicidad. Eviden-
temente modelar 100 % todos los procesos
implicados en la patogenicidad es practica-
mente imposible, haciendo insustituible to-
talmente el bioensayo como control de calidad
de la patogenicidad. Se trata de buscar, enton-
ces, controles que permitan reducir sensible-
mente la cantidad de bionsayos y dejar esta
prueba para momentos prioritarios.

Para lograr este objetivo se requiere entender
detalladamente los procesos enzimaticos vy
eventualmente la accion de las toxinas, los
cuales se modifican en dependencia de las
condiciones de interaccion patogeno-huésped.
Sin embargo, la evaluacion de la actividad
catalitica de las enzimas producidas, en este
caso por el hongo, es inicialmente escogida
por ser pruebas de laboratorio de rapida eje-
cucion (1-3 horas), por tener estrecha relacion
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con la capacidad de infectar del hongo y ser
un factor determinante de la patogenicidad del
mismo.

Las enzimas producidas por los hongos
entomopatogenos actuan sobre los componen-
tes de la cuticula de los insectos. Para enten-
der mejor qué tipo de enzimas y cuales pueden
ser sus mecanismos de accion se requiere sa-
ber la composicion de la cuticula.

Los insectos crecen mediante una serie de
mudas, volviendo a formar de vez en cuando
todo el éxoesqueleto y reabsorbiendo gran
parte de la cuticula vieja antes de despren-
derse de ella. La cuticula de los insectos en su
desarrollo contiene dos capas, una fina
epicuticula de proteina y lipido y en su parte
exterior una procuticula mas gruesa de pro-
teina y quitina. Después de la muda la region
exterior de la procuticula se endurece hasta
cierto grado, diferenciandose, entonces, la
procuticula en dos capas, la exterior mas dura
o exocuticula y la interior més blanda o
endocuticula (Gilmour 1968). El endureci-
miento va acompanado por un oscurecimien-
to del color. ’

El componente predominante de la cuticula es
la proteina (Hepburn 1985). El principio basi-
co del endurecimiento de la cuticula es el re-
sultado del curtido de la proteina cuticular
mediante la accion de quinonas (en este pro-
ceso se incluye la formacién de compuestos,
tales como: acido protocatético, acido
dihidroxifenilacético, la dihidroxifenilalanina
- DOPA, dopamina, N-acetildopamina, N-
acetildopaminquinona, melanina) derivadas de
la tirosina, siguiendo complejos mecanismos
de’ oxidacion enzimatica (Aso et al. 1984).
Es evidente que en este mecanismo el insecto
usa diferentes enzimas de tipo fenolasa. Es-
tas enzimas contienen cobre y catalizan la
orto-hidroxilacion de los monofenoles y la
deshidrogenacion de los o-fenoles. La protei-
na curtida y oscurecida que se forma por la
accion de las quinonas, las cuales sirven para
crear enlaces cruzados, es llamada esclerotina.

La presencia de componentes fenolicos (pro-
venientes de la tirosina por oxidacion) y
tirosinasas, en el integumento de los artropo-
dos generan procesos de melanizacion de la
cuticula (Neville 1975), los cuales pueden
acentuarse en el momento del ataque de los
agentes patogénicos alterando su capacidad de
penetracion. Las sustancias que actuan en este
proceso generalmente afectan las enzimas pro-
ducidas por los hongos patogénicos o como
repelente de los mismos (Travland 1979).
Existen cinco mecanismos, por los cuales los
fenoles y sus derivados pueden ejercer un efec-
to repelente contra la accion de los hongos
entomopatogenos (Leger et al, 1988): 1. Los
fenoles y los productos de sus oxidaciones,
como las quinonas y la melanina, pueden ser

toxicos para el hongo o pueden inactivar las
enzimas producidas por ¢l; 2. La cuticula
melanizada puede ser mas resistente a la ac-
cion mecanica de penetracion; 3. La cuticula
melanizada puede ser muy resistente a la ac-
cion de las enzimas; 4. La melanina puede di-
ficultar la difusion de las enzimas; 5. Las
paredes de las conidias pueden sufrir un pro-
ceso de induccion por la melanina presente del
insecto, lo cual conlleva a la pérdida de plas-
ticidad de la pared celular dificultando los pro-
cesos de crecimiento. La posible influencia
de la melanizacion en la enzimas extrace-
lulares del hongo B. bassiana quedo cuestio-
nado desde los anos 60 con el hallazgo sobre
la capacidad de este hongo de sintetizar las
fenoloxidasas a partir de arilaminas in vitro,
lo cual sugiere que la pigmentacion de la cuti-
cula del insecto no debe afectar negativamen-
te a las enzimas de la B.bassiana (Ferron
1981).

El segundo componente constitutivo de la cu-
ticula es la quitina, que consta de unidades N-
acetilglucosamina ligadas mediante enlaces
1,4-beta-. La quitina se la considera como el
polisacérido caracteristico de los artropodos,
aunque también se encuentra en otros anima-
les y en la pared celular de los hongos. En los
insectos la quitina es uno de los constituyen-
tes principales del exoesqueleto, y la produ-
cen la mayoria de las células ectodérmicas
(Gilmour 1968). Es probable que gran parte
de la quitina de la cuticula esté unida a la pro-
teina por enlaces covalentes, lo cual sugiere
que el material basico de la cuticula de los in-
sectos debe ser una glucoproteina. Aunque en
los productos de la hidrolisis de la quitina de
los insectos toda las muestra revelan la
preponderancia de N-acetilglucosoamina,
también hay un porcentaje pequefio de gluco-
samina y algunos grupos pequenos libres.
Estos tltimos son principalmente radicales
aspartilo e histidilo, y probablemente repre-
sentan algunos de los puntos de enlace de la
proteina. Parte de la cuticula puede estar dis-
puesta en l[aminas, alternando capas de quitina
y proteina. Esta disposicion podria originarse
por “cristalizacion” de glucoproteinas
preexistentes durante la deshidratacion de la
nueva cuticula, sin embargo, su existencia
puede también sugerir que la proteina y la
quitina se segregan segun determinadas pau-
tas, y que los enlaces cruzados se realizan des-
pués de depositarse.

Sobre el tercer componente de la cuticula, los
lipidos, se sabe que la mayor parte de las gra-
sas de los insectos (incluyendo la cuticular)
estan compuestas por acidos saturados palmi-
to y estatico, con dieciséis y dieciocho ato-
mos de carbono, respectivamente, asi como
acidos no saturados, como el oléico, con un
doble enlace. Eventualmente la cantidad de los
acidos grasos menos saturados, pueden ser

mayor en dependencia de la dieta alimenticia
del insecto y de su medio ambiente (Gilmour
1968).

La accion de las enzimas sobre los compo-
nentes de la cuticula ha sido ampliamente in-
vestigada en los ultimos 15 afios. Las proteinas
llegan a hacer parte hasta del 65 % de la mis-
ma en el caso del saltamontes Melanoplus
sanguinipes (Bidochka 1989). Esto supone que
el papel de las proteasas producidas por el
hongo B. bassiana al atacar la broca del café
es determinante para la hidrolisis de la cuticu-
la. Muchas investigaciones de la actividad
proteolitica del complejo segregado por B.
bassiana se han realizado. Bidochka y
Khachatourians (1990) estudiando la proteasa
extracelular purificada producida por este
hongo encontraron que en las cepas en las
cuales la actividad proteolitica fue sobresalien-
te el tiempo letal medio (TL50) de! saltamon-
tes M. sanguinipes fue mas bajo (TL505,7-6,8
dias) que en aquellos casos en los cuales esta
actividad fue poco significativa (TL50 11,3
dias), corroborando de esta manera que la
actividad de las proteasas es un factor deter-
minante de la virulencia del hongo. Estos
mismos autores aceptan que en la literatura
aun no es clara una relacion directa entre la
actividad enzimatica de la proteasa de dife-
rentes microorganismos entomopatogénicos v
su virulencia, por cuanto en algunos casos la
virulencia es indiferente a la actividad
proteolitica (Champlin y otros 1981: Pekrul v
Grula 1979). Sin embargo Bidochka y
Khachatourians concluyen que la actividad
proteolitica debe ser tomada como un factor
de la virulencia teniendo en cuenta las siguien-
tes consideraciones: 1. Algunas partes de la
cuticula son mas susceptibles al ataque

. enzimatico que otras, o sea que no solamente

es importante la actividad catalitica del com-
plejo enzimatico producido por el hongo sino,
ademas, el sitio especifico de la accion de
estas enzimas en la cuticula; 2. La actividad
de las proteasas es un factor determinante so-
bre todo en los estados iniciales de la
patogenicidad. Por consiguiente al no tener en
cuenta estas consideraciones pueden surgir
errores en el estudio de la influencia de la ac-
tividad de las enzimas en la patogenicidad. En
otro trabajo de estos mismos autores (1987)
sobre la purificacion y las propiedades de una
proteasa extracelular producida por el hongo
B. bassiana implicada en los procesos de
patogenicidad, fue caracterizada esta enzima
con un peso molecular de aproximadamente
35 kDa, pH 6ptimo de 8.5, temperatura opti-
ma para la actividad catalitica de 37°C. esta-
ble a 27°C. ademas, esta proteasa pierde el 40
% de la actividad a los 30 minutos de
incubacion a este temperatura.

En los ultimos cinco afios los estudios de las
proteasas producidas por el hongo B. bassiana
se han aumentado y tienden a resolver. entre
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otros, el interrogante de como inducir la pro-

duccion de una proteasa determinada que per-

mita su mejor incidencia en el efecto
1

patogénico del hongo sobre el insecto. La uti-
lizacion de métodos de induccion de las
enzimas ha encontrado resultados positivos
que permitieron obtener el gen (1080 bp) de
una proteasa (Poly A, MM 37,4 kDa) alta-
mente activa para la degradacion de la cuti-
cula en medios de cultivos adaptados con 0,2
% de cuticula pretratada y 0,2 % de quitina
(Joshietal. 1995). Los autores de este trabajo
compararon el gen obtenido con el gen de la
proteasa-K del hongo saprofito Tritirachium
album, encontrando que, a similitud de éste,
el gen de Poly A es determinante de la
patogenicidad del hongo.

La existencia de una misma enzima, como la
proteasa encontrada en diferentes micro-
organismos: Metarhizium, Beauveria, Ascher-
soniay Verticillium spp, hace suponer que los
hongos entomopatogenos que atacan un de-
terminado insecto puedan tener componentes
de sus complejos enzimaticos iguales o con
caracteristicas muy similares, entre las cuales
se incluya el tener un papel determinante en
la patogenicidad (Patente Ja. 9002335, 19%9).
En el caso de esta proteasa, caracterizada por
ser altamente especifica hacia Bz-Phe-Val-
Arg-NA; con MM de 25-30 kDa y pH 6ptimo
de 8,0; y estable a temperaturas hasta de 50°C
v pH de 6-9; practicamente no manifiesta ac-
tividad hacia proteinas azufradas, cuticula
de langosta y elastina o sea probablemente no
actia como factor en la patogenicidad.

Luego de hidrolizarse el componente protei-
nico, la quitina, que se encuentra cerca de las
subunidades proteinicas, queda mas expues-
ta'y es entonces atacada por las quitinasas. Por
ello la accion de la quitinasa en el medio de
reaccion del complejo enzimatico del B.
bassiana con la cuticula del insecto es mas
tardia que la proteasa (Legeret al. 1987). Re-
cientemente este mismo investigador y sus
colaboradores (Leger y otros 1996) demostra-
ron la veracidad del mecanismo tardio de ac-
cion de la quitinasa usando anticuerpos
policlonales (45 kDa) y la inmunocitoquimica
estructural, lo cual les permitio registrar con
considerable precision la segregacion de la
quitinasa durante la penetracion al huésped.
Ha sido demostrado que la hidrolisis de
quitina se lleva a cabo mediante un mecanis-
mo de reacciones paralelas y consecutivas, en
el cual actuan enzimas con diferente especifi-
cidad: las quitinasas y las quitinobiosas y la
N-acetilglucosoamidasa (Pegg y Young 1982;
Leger et al. 1991). Unos anos antes Cooper
et al. (1978) habian propuesto un mecanismo
mas sencillo de la hidrolisis de la quitina,
mediante el cual la N-acetilglucosoamina se
produce debido a un ataque progresivo de la
exoquitinasa en los extremos de este polimero.
Es probable que como en el caso de otros

polisacaridos, el mecanismo cinético de la des-
composicion de la quitina incluya este par de
propuestas, asi fue demostrado para la

hidrolisis de la celulosa (Lutzen y otros 1983;
Castellanos y otros 1994). La actividad de
las quitinasas en numerosos casos ha sido
correlacionada a la virulencia de la B. bassiana
contra los lepidopteros (Yanagita 1980;
Samsinikova y Misiskova 1973; El-Sayed y
otros 1989), Galleria mellonella (Samsi-
nikova et al. 1971; Bajan et al. 1979).

Ademas de las quitinasas, existen ciertas
carbohidrolasas producidas por Beauveria, 1as
cuales, en menor grado, estan relacionadas con
la patogenicidad, y eventualmente han sido
objeto de investigacion. Es el caso de las
amilasas (Ozino et al. 1992) y la 1,3- beta
glucanasa (Zaykina et al. 1983), de las cuales
su actividad fue registrada en el medio de cul-
tivo del hongo y caracterizada su especifici-
dad, aunque su papel en la patogenicidad no
fue claramente determinado.

El papel de las lipasas en la ruptura de
epicuticula de los insectos ha sido menos es-
tudiada en comparacién con las investigacio-
nes realizadas con proteasas o quitinasa.
Samsinakova y Misikova (1973) realizaron
un analisis detallado de la relacion existente
entre la actividad lipolitica de algunas cepas
de B. bassianay su virulencia. La importacia
de este tipo de enzimas en la patogenicidad
fue discutido también por Hegedus y
Khachatourians (1988). Ellos realizaron una
investigacion sobre la produccion de una
lipasa extracelular de B. bassiana GK 2116,
encontrando que cuando este hongo es culti-
vado en medio con extracto de levadura,
peptona y caldo de dextrosa, la segregacion
de las lipasas es moderada, pero afiadiendo
aceite de oliva (0,02-5 %) en calidad de in-
ductor la produccion de esta enzima es
incrementada significativamente, registran-
dose en el medio de cultivo después del quin-
to dia. Para la produccion de lipasa no se
recomienda usar medios con glucosa y sales
minerales y es deseable retirar del medio de
cultivo los posibles inhibidores de crecimien-
to y produccion de la enzima, como los aci-
dos grasos. El efecto de la quitina como
inductor de quitinasas y quitobiosas de hon-
gos entomopatogénicos fue demostrado por
Ulhoa y Peberdy (1993) al estudiar la infiuen-
cia de la fuentes de carbon en la produccion
de estas enzimas.

Un amplio estudio de la forma de inducir la
produccion de varias de la enzimas produci-
das por B. bassiana, que destruyen la cuticu-
la, realizo Guptaetal. (1992), tomando cinco
diferentes cepas en medios de cultivo con 1,0
% de gelatina, 1,0 % de glucosa y 0,6 % de
nitrato de sodio, asi como 0,5 % de cuticula
pretratada y purificada de Galleria mellonella
o Trichoplusia ni. Al registrar la produccion

de proteasa, quitinasas y esterasas Gupta en-
contro que esta depende basicamente de los
componentes del medio, asi, por ejemplo, en

aquellos casos en los cuales el medio era enri-
quecido con glucosa la produccion de
quimioesterasa fue significativamente mayor.
Gupta y colaboradores concluyen que para el
desarrollo de produccion industrial de un
bioinsecticida de B. bassiana es necesario co-
nocer la variabilidad en la produccion de la
enzimas, participantes en la destruccion de la
cuticula, en dependencia de los inductores que
tomen parte en los medio de cultivo.

Sobre las esterasas producidas por el hongo
B. bassiana fue realizado un estudio, anali-
zando la hidrolisis del R-ketoprofen (acido 2-
(3-bezoylfenil) propidnico en presencia de
S-enantiomeros (Patente 94-14644, 1994),
encontrandose que las esterasas de este hon-
go pueden ser usadas para la transformacion
de S-a R-ketoprofen, bajo condiciones de pH
5.5-6,5 en un amplio intervalo de temperatura
10-40° C. En este trabajo también se reporta
la metodolcgia para purificar la esterasa de B.
bassiana, aunque no se hace referencia de la
relacion de la actividad catalitica de esta enzi-
may la patogenicidad del hongo.

La fenoloxidasa de los insectos oxida fenoles
y ortoquinonas, las cuales hacen enlaces cru-
zados con otras y con aminas terminales de
proteinas para producir el pigmento negro,
melanina. Las feniloxidasa ha sido implica-
da en el endurecimiento de la cuticula
(Andersen 1985), en la reparacion de heri-
das cuticulares (Bidochka 1989) y en la res-
puesta inmune de los insectos a la infeccion
(Soderhall y Smith, 1986). Después de la in-
feccion o dano, la feniloxidasa es activada
en el hemocelo por un complejo de cascada
enzimatico y otros factores a través de una
proteolisis limitada del propolipéptido
fenoloxidasa (Soderhall y Smith 1986). Dada
la complejidad del los substratos con los cua-
les esta involucrada esta enzima, son varios
los métodos desarrollados para cuantificar la
actividad de la fenoloxidasa (Bidochka, 1989
Gillespie y otros 1991).

Consideraciones en la
investigacion de las
actividades enzimdticas

Como fue sefalado antes, la variacion del
medio de cultivo y de las condiciones de
esporulacion pueden afectar sensiblemente la
composicion del complejo extracelular produ-
cido por los hongos entomopatogenos, la acti-
vidad de la enzimas, asi como la caracteristicas
de las toxinas, aunque es muy dificil regular
la patogenicidad como tal modificando estos
parametros. Algunos trabajos registrados con-
cluyen que entre la actividad de las enzimas,
principalmente de las proteasa, las lipasas y
las quitinasas no existe relacion clara con la
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patogenicidad del hongo (Pekrul y Grula
1979), independientemente de sus condicio-
nes de cultivo o de la interaccion del hongo
con el insecto. Sin embargo, es necesario en-
tender que las enzimas se pueden correlacionar
con la capacidad de los hongos
entomopatogenos de infectar al insecto, pero
ellas no son las que lo matan directamente.
Esta funcion es cumplida por las toxinas. Por
ello, ann registrandose buena actividad
enzimatica, puede ser posible que la
patogenicidad sea baja debido a la poca agre-
sividad de las toxinas. Ademas, teniendo en
cuenta que la accion enzimética es bastante
compleja, y que para la descomposicion de
cada uno de los componentes de la cuticula
Interactiian varias enzimas, se debe realizar
un estudio detallado del mayor nimero de ac-
tividades especificas para entender cual de
ellas determina principalmente la capacidad
infecciosa del agente patdogeno, para luego
poder relacionarla con la patogenicidad. En
los trabajos de Pekrul y Grula fueron deter-
minadas las actividades enzimaticas de las
proteasas, lipasas y quitinasas usando
metodologias generales de cuantificacion to-
tal de actividad catalitica sin tener en cuenta
la composicion de cada uno de los complejos
estudiados, y sus conclusiones fueron hechas
sin tener en cuenta las consideraciones antes
senaladas, planteadas por Bidochka y
Khachatourians.

Por ultimo, es de senalar que la produccion
de las enzimas por el hongo B. bassiana no
es un evento casual o motivado estrictamen-
te por su accion patogénica al inducirse cuan-
do la conidia hace contacto con la cuticula
del huésped, jugando un papel importante
en el metabolismo del microorganismo. Asi
lo demostro Ogarkov (1993), quien encon-
tr6 una aplicacion en la industria de la
curtiembres de las proteasas neutras produ-
cidas por este hongo. De igual modo las
quitinasas producidas por B. bassiana y por
otros hongos entomopatégenos pueden ser
usadas en el control biologico de agentes
fitopatogenos y en los procesos de
bioconversion de los residuos de la industria
pesquera y de quesos (Zikakis 1989). En hon-
20 B. bassiana ha sido también utilizado para
las investigaciones de procesos de produc-
cion industrial de las lipasas. En la patente
japonesa 87-04570 (1986) se registré un no-
vedoso método para el cultivo de Aspergillus,
Beauveria, Metarhizium, Geotrichum,
Penicillium, Verticillium y Mucor spp. pro-
puesto para la produccion a gran escala de
lipasas: lipasa, lipoproteina lipasa y
lisofosfolipasa de uso industrial.
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