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La aplicacién de hongos entomopatdgenos es una alternativa ecoldgica que
contribuye a la proteccién del medio ambiente y el ecosistema. Este trabajo
tiene como objetivo abordar algunos aspectos sobre la taxonomia, los méto-
dos de identificacion, caracterizacién, modo de accidn, el rango de hospe-
dantes y la influencia de factores ambientales en la efectividad bioldgica del
género Metarhizium. Las técnicas de caracterizacion incluyen la morfologia
de las colonias, conidios, conidiéforos y fidlides, el perfil de proteinas extra-
celulares, la determinacién de sus caracteristicas fisioldgicas y la evaluacién
de su actividad patogénica mediante la determinacion de los porcentajes de
mortalidad, en funcién de concentraciones y tiempos letales. El uso de las
técnicas moleculares resulta esencial en los estudios filogenéticos. La impor-
tancia del género Metarhizium como agente de control biolégico de diferen-
tes ordenes de insectos y otros artrépodos, estd incrementandose en nume-
rosos paises y se encuentra insertado dentro de varios sistemas de manejo
de plagas en Cuba.
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ABSTRACT

The use of entomopathogenic fungi is an ecological alternative which con-
tributes to the protection of the enviroment and the ecosystem. This paper
deals on some aspects of the taxonomy, identification methods, characteri-
zation, action ways, host range and the influence on enviromental factors in
the biological effectiveness of Metarhizium genus. The characterization pro-
cedures includes the morphology of colonies, conidias, conidiophores and
phialides, the profile of extracelular proteins, the determination of the physi-
ological characteristics and the assessment of the pathogenic activity
through the determination of mortality percentages according letal concen-
trations and times. The use of molecular techniques is essential in the phylo-
genetical studies. The importance of Metarhizium as biological control agent
of different orders of insects and others arthropods is increasing in several
countries and it is included in various pest management systems in Cuba .
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INTRODUCCION

Los hongos entomopatdégenos pertenecientes al gé-
nero Metarhizium Sorokin (Hypocreales: Clavicipi-
ceae) son considerados agentes de biocontrol efecti-
vos, por su accién ante una amplia gama de organis-
mos, el bajo impacto sobre el ambiente y la fauna be-
néfica (Roberts y St. Leger, 2004; Souza et al., 2014).
Se utilizan mundialmente para la prevenciéon y el ma-
nejo de diversas plagas de interés agricola (Bischoff et
al., 2009; Perinotto et al., 2014).

Su distribucién y abundancia en el ambiente se
afectan en gran medida por varios factores abidticos
y bidticos, tales como la temperatura, las radiaciones
solares, la humedad relativa y el hospedante. Han si-
do aislados mayormente a partir de insectos, aunque
pueden desarrollarse en la rizosfera de las plantas y
en el suelo, donde actian como saprofitos
(Zimmermann, 2007). Tienen una temperatura opti-
ma entre los 25 y 35°C, aunque crecen entre los 10 y
40°C. Hasta el momento sdlo se conoce su reproduc-
cién asexual, sin embargo mediante estudios filoge-
néticos, se conoce que el estadio sexual pertenece al
género Metacordyceps G.H. Sung, J.M. Sung, Hywel-
Jones & Spatafora (Kepler y Rehner, 2013).

El género Metarhizium se conoce por ser parasito
de insectos de diferentes 6rdenes (Roberts y St. Le-
ger, 2004). Aunque existe variabilidad en cuanto al
rango de hospedantes de las diferentes especies. M.
acridium (Driver & Milner) J. F. Bisch., Rehner & Hum-
ber es especifico para el orden Orthoptera (Fernandes
et al., 2010; Wang et al., 2012). M. robertsii J.F. Bisch.,
S.A. Rehner & Humber ataca a un amplio grupo de in-
sectos. Los aislados de M. anisopliae Metschnikoff
(Sorokin) controlan especies de insectos y artrépodos
plagas de diferentes dérdenes, entre los cuales se en-
cuentran Hemiptera, Heteroptera, Coleoptera, Lepi-
doptera, Thysanoptera, Orthoptera (Souza et al.,
2014), Diptera (Carolino et al., 2014), Isoptera (Niassy
et al., 2013) y Acari (Ojeda-Chi et al., 2011).

El desarrollo de la micosis contiene diferentes pa-
sos, cada uno con una importancia particular, coloni-
zan al insecto por via cutdnea, para provocar su
muerte y la posterior diseminacién en el habitat
(Roberts y Humber, 1981). Debido a su facil produc-
cién masiva, su modo de accién y actividad bioldgica
se considera un género comercialmente atractivo, y
existe un interés creciente en el uso de sus especies
en programas de control bioldgico de plagas de im-
portancia econdmica.
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Este trabajo tiene como objetivo ofrecer una pano-
ramica actual del género Metarhizium con énfasis en
el control microbiano de insectos plagas, en su ocu-
rrencia natural, rango de hospedantes y modo de ac-
cion, métodos de identificacion y caracterizacion, y
sus perspectivas de uso para el control bioldgico de
plagas (Delgado y Murcia-Ordoiiez, 2011).

DESARROLLO
Distribucion geografica

El género Metarhizium tiene una amplia distribucion
geografica (Hu y St. Leger, 2002). Robert y St. Leger
(2004) plantearon que se ha aislado a partir de dife-
rentes érdenes de insectos en areas del mediterraneo
o tropicales, y hasta cerca del circulo Antartico. Otros
habitats donde se han encontrado de manera natural
son los quistes de nematodos, como Heterodera
schachtii Schmidt y Globodera rostochiensis Woll
(Zimmermam, 2007).

Metarhizium spp. coloniza la rizosfera y se adhiere
a la superficie de las raices de las plantas por lo que
puede tener una alta influencia como repelente de
insectos de suelo en estos nichos ecoldgicos (Hu y St.
Leger, 2002; St. Leger et al., 2011). Estas especies tie-
nen la capacidad de utilizar como fuentes de nutrien-
tes los exudados vegetales (Kepler y Rehner, 2013).
Otros resultados refieren cepas de Metarhizium con
una asociacion especifica con diferentes especies de
plantas, lo que sugiere su impacto en la competencia
por la rizosfera, sobre la ecologia de la planta, y en
general, conducen a implicaciones co- evolutivas im-
plicitas (St. Leger et al., 2011).

Las especies de M. anisopliae y M. robertsii son pa-
tégenos de un amplio grupo de artrépodos (Garisto -
Donzelli et al., 2010; Ojeda-Chi et al., 2011). M. aniso-
pliae se ha aislado de sedimentos del rio y material
orgdnico en descomposicién. Se plantea que acttan
como saprofitos en el suelo sin embargo, M. robertsii
actla como enddfito y promotor del crecimiento ve-
getal (Zhao et al., 2014).

Efecto de factores bidticos y abidticos sobre
Metarhizium y su relacion en el control de insectos plaga

La principal ruta de infeccién en la mayoria de los in-
sectos, ocurre por contacto directo con el hongo ino-
culado. El porcentaje de infeccién o mortalidad resul-
tante estd ampliamente influenciado por el estado
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susceptible del hospedante, el método de aplicacidn
y los factores ambientales como la temperatura, hu-
medad, velocidad del viento y estructura de la vege-
tacion. La segunda ruta de infeccidn, en el caso de los
adultos es por los residuos o deriva de la aspersién. El
método de aplicacién, formulacién y los efectos de
los factores ambientales desempefian un papel im-
portante, sobre la persistencia y distribucién espacial
de los propdgulos del patégeno (Rath et al., 1992).

Existe la posibilidad de una transmision horizontal
del patdogeno producido en individuos infectados por
cualquiera de las vias antes mencionadas. La dinami-
ca de esta fase esta influenciada por los factores bio-
ticos que relacionan la edad especifica del insecto
hospedante y las caracteristicas de comportamiento
del hospedante y del patdégeno, asi como factores
abidticos que tienen una particular incidencia sobre
procesos fisioldgicos y bioquimicos involucrados en la
interaccién hospedante-patogena. Es necesario com-
prender las interacciones que existen en la dindmica
hospedante-patdégeno y las condiciones ecoldgicas en
que se desarrollan estos eventos (Alatorre, 2000).

En particular, el estudio de la ecologia del género
Metarhizium y el impacto que tienen los factores am-
bientales definen el desarrollo de estrategias de con-
trol bioldgico satisfactorias, y al relacionarse con la
persistencia en el ambiente, esto ha permitido la se-
leccion de cepas promisorias de alta virulencia. La
preferencia de habitats y la sobrevivencia fuera del
hospedante son aspectos que en ocasiones han sido
ignorados en las investigaciones (Roberts y St. Leger,
2004). Cuando las condiciones ambientales son ade-
cuadas las esporas germinan iniciando el proceso de
infeccion sobre un hospedante susceptible, esto favo-
rece la presencia de epizootias en la poblacién del in-
secto huésped. Son varios los factores bidticos y abio-
ticos que afectan la eficacia, estabilidad y persistencia
de Metarhizium en el campo (Zimmermann, 2007),
los que se explican a continuacidn.

Entre los factores bidticos estan los pardsitos y de-
predadores, organismos que favorecen la dispersion y
complementan la actividad de los entomopatdgenos.
Las plantas hospedantes desempeiian un papel im-
portante en las relaciones tritréficas (planta-
hospedante-entomopatdgeno), ya que en muchas si-
tuaciones producen sustancias con caracteristicas fun-
gistdticas, que afectan a los hongos entomopatdge-
nos. Las plantas interfieren en los patégenos fungicos
de forma directa o indirecta. Los insectos herbivoros
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tienen una relacién compleja con las plantas hospe-
dantes, incluso puede estar determinado por la varia-
cion entre plantas y sus enemigos naturales. Los pa-
tégenos fungicos que se desarrollan en su interior,
pueden ser afectados no solo por las reacciones de
inmunidad, sino también por la composicidn quimica
del alimento ingerido por el insecto (Feldhaar y Gross,
2008).

La temperatura afecta directamente el proceso de
desarrollo de la enfermedad. La respuesta ante las
variaciones de temperatura se considera como un
punto de partida para la seleccion de cepas fungicas
con potencial para el control bioldgico, por incidir en
el crecimiento vegetativo y persistencia en el campoy
por tanto, en su eficacia (Souza et al., 2014).

La humedad relativa es un factor esencial para la
germinacion de los conidios, no solo afecta la eficacia
sino también la sobrevivencia del entomopatdgeno
en condiciones naturales. Generalmente, se necesita
una alta humedad relativa para la germinaciéon de los
conidios. La dptima germinacion ocurre con un 100%
de humedad relativa, con un 92,5% puede observarse
cierta germinacién y con valores menores al 85% no
se logran resultados satisfactorios (Carrillo-Rayas y
Blanco- Labra, 2009).

La temperatura y la humedad relativa interacttdan
para incidir sobre la viabilidad de los conidios. El
desarrollo de las micosis es afectado por temperatu-
ras extremas (<15° y >322C), pero ocasionalmente el
hongo solo retarda su desarrollo o capacidad para es-
porular. Si la humedad relativa se mantiene en 70%
por un periodo de 14 horas continuas, el micelio se
hara evidente sobre los insectos infectados (Ortiz y
Alatorre 1996). Por otra parte, si el tiempo de exposi-
cién es menor, ocurrird la infeccién, pero el micelio y
las esporas no se manifestaran sobre el insecto cada-
ver.

La radiacidn solar ultravioleta (UV-A y UV-B) incide
en la eficacia de Metarhizium en condiciones de cam-
po, ya que son susceptibles a la radiacién. Sin embar-
go, pueden persistir en el ambiente ya sea en el cuer-
po de los insectos infectados o por la presencia de es-
tructuras de resistencia. Los aislados con conidios de
pigmentacion oscura pueden ser mas estables que los
que presentan conidios de pigmentacion mads clara.
Zimmermann (2007), detecté una vida media de 1.5
horas en conidios (claros) de M. anisopliae por esti-
mulacion de la radiacidn solar, en contraste a los de
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Aspergillus niger van Tieghem con una vida media de
15 horas. Ante esta limitante, una practica recomen-
dable es incluir protectores UV, en los productos for-
mulados que se comercializan.

Los micoinsecticidas pueden ser compatibles con
otras practicas de control. Diversos estudios han de-
mostrado que los fungicidas, herbicidas, e insecticidas
pueden prevenir la germinacién y desarrollo micelial
del hongo in vitro. Sin embargo, el control de plagas
con micoinsecticidas no se ve afectado por la aplica-
cién de pesticidas, si existe un periodo de 7 dias entre
cada aplicacién (Anderson y Roberts, 1983).

Clasificacion taxondmica e identificacion

La primera especie descrita del género Metarhizium
fue un aislado proveniente de insectos infectados en
Ucrania en la década del 70 (Roberts y St. Leger,
2004). Este género fue establecido por Sorokin (1883)
y nombrado como muscardiana verde, el cual fue des-
crito primeramente por Metschnikoff (1879) cerca de
Odessa, infectando larvas de Anisoplia austriaca
(Herbst.). Inicialmente Metschnikoff propuso el nom-
bre de Entomophthora anisopliae (Metschn.) para el
aislado fungico y un afio después fue renombrado co-
mo Isaria destructor (Metschn.), citado por Zimmer-
mann (2007). Kepler et al. (2014), realizaron un anali-
sis mas profundo en la taxonomia del género y lo cla-
sificaron como Metarhizium Sorokin, Veg. Parasitenk.
Mensch Tieren: 268 (1879), emend. Kepler, S.A. Reh-
ner & Humber. Se considera a M. anisopliae como la
especie tipo de este género (Bischoff et al., 2009; Ke-
pler et al., 2014).

Kepler et al. (2014) plantearon que el género es
aceptado como originalmente lo describié Sorokin y
rectificado por Rombach et al. (1987), pero incluye es-
pecies de hongos anamorfos que no producen si-
nema. Presenta conidiéforos ramificados, y ocasional-
mente simples en algunas especies, con una o varias
fialides, las cuales tienen forma variable, ya que pue-
den ser truncadas o alargadas. Los conidios son de
hialinos a pardo claro o verdes en cadenas secas, o de
lo contario de hialinos a lilas.

Las revisiones taxondmicas mas importantes de es-
te género se realizaron por Tulloch (1976), Rombach
et al. (1986, 1987), Driver et al. (2000), Bischoff et al.
(2009) y Kepler et al. (2014). Es necesario destacar
que 65 nombres del taxdn Metarhizium fueron lista-
dos en Index Fungorum por CABI Bioscience.

MARIA ELENA MARQUEZ GUTIERREZ ET AL.

La clasificacién taxondmica de Metarhizium ha su-
frido cambios de acuerdo a los criterios de varios au-
tores. Tulloch (1976) clasificé a las especies de este
género, sobre la base de sus caracteristicas morfoldgi-
cas y reconocid dos especies: M. anisopliae y M.
flavoviride Gams & Rozsypal. Rombach et al. (1986,
1987), presentaron una clave con las especies acepta-
das del género incluyendo los siguientes taxa: M. al-
bum Petch, M. brunneum Petch, M. anisopliae
(Metschn.) Sorokin var. anisopliae, M. anisopliae
(Metschn) Sorokin var. majus (Johnston) Tulloch, M.
flavoviride var. flavoviride Gams & Rozypal y M. flavo-
viride var. minus Rombach, Humber& Roberts. Sobre
la base del color de las colonias y varias caracteristicas
morfoldgicas, algunos taxa adicionales han sido des-
critos en China como M. cylindrosporum Chen & Guo,
M. guizhouense Chen & Guo, M. pingshaense Chen &
Guo y M. taii Z.Q. Liang & A.Y. Liu.

Segun Mycobank (IMA, 2015), el género Metarhi-
zium taxonémicamente pertenece al:

Reino: Fungi

Phylum:  Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género:  Metacordyceps

Especie: Metacordyceps spp.
Estado anamorfo: Metarhizium

Liang et al. (1991) fueron los primeros en confirmar
la relacidon de Metarhizium con el género Cordyceps
(Fr.) Link (Clavicipitaceae, Hypocreales). Ellos descri-
bieron a Cordyceps taii Z. Q. Liang & A. Y. Liu y lo rela-
cionaron con el anamorfo M. taii Z. Q. Liang & A. Y.
Liu. Ademas Liu et al., (2001) describieron a Metarhi-
zium como el anamorfo de C. brittlebankisoides Zuo Y.
Liu, Z. Q Liang, Whalley, Y. J. Yao & Y. A. Liu. Esta rela-
cién a nivel de género entre anamorfo — teleomorfo
fue respaldada por estudios filogenéticos realizados
por Liu et al. (2002) y Huang et al. (2005). Estudios de
las relaciones filogenéticas basados en andlisis em-
pleando los datos de secuencias de regiones nrSSu,
nrLSU (del inglés nuclear ribosomal small and large
subunits) y EF-1a (del inglés translation elongation
factor 1-alpha), RPB1 (del inglés RNA polymerase I
largest subunit), RPB2 (del inglés RNA polymerase se-
cond largest subunit), gen [ tubulina, atp 6
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(mitocondrial ATP6) conllevaron a que los estados se-
xuales de Metarhizium se transfieran de Cordyceps a
Metacordyceps segun Sung et al. (2007).

Driver et al. (2000) realizaron estudios sobre la ta-
xonomia de Metarhizium, que incluyeron aislados
fungicos de diversas localidades y varias colecciones
de hongos. Para ello utilizaron los métodos molecula-
res RAPD-PCR (Ramdom amplified polymorphic DNA)
y los datos de secuencias de las regiones ITS1, 5.8S
rDNA, ITS2 y 28S rDNA D3. Esta investigacion dividid
el género en 10 grupos filogenéticos. Especificamente
los nombres M. album, M. flavoviride y M. anisopliae
se mantuvieron. Sin embargo, M. flavoviride se divi-
dié en 5 y M. anisopliae en 4 grupos filogenéticos.
Driver et al. (2000) describieron y representaron los
grupos filogenéticos para la taxonomia de Metarhi-
zium. Las cuatro variedades de M. anisopliae descri-
tas por estos autores fueron: M. anisopliae var. acri-
dium Driver & Milner, M. anisopliae var. anisopliae,
M. anisopliae var. lepidiotae Driver & Milner (como
M. anisopliae var. lepidiotum) y M. anisopliae var.
majus. También describieron M. flavoviride var. flavo-
viride, M. flavoviride var. minus y dos nuevas varieda-
des por los datos de secuencia ITS distintivos: M.
flavoviride var. Novazealandicum Driver & Milner y
M. flavoviride var. pemphigumDriver & Milner , asi
como un grupo de especies indeterminadas de M.
flavoviride var. Type E. Ademas Bischoff et al. (2006)
realizaron estudios moleculares mediante andlisis fi-
logenético multigen utilizando las secuencias de la re-
giones EF-1a, RPB1, RPB2 y describieron la especie M.
frigidum (= M. anisopliae var. frigidum A.C. Rath, C.J.
Carr & B.R. Graham).

Huang et al. (2005) dirigieron la taxonomia y las re-
laciones entre varios taxa provenientes de China que
no fueron incluidos en las investigaciones previamen-
te realizadas por Driver et al. (2000). En estos estu-
dios M. guizhouense, M. pingshaense y M. taii se tra-
taron como sinonimias de M. anisopliae.

Bischoff et al. (2009) emplearon un estudio filoge-
nético multigen usando secuencias completas cerca-
nas a partir de regiones nucleares codificadas EF-1a,
RPB1, RPB2 y regiones del gen B tubulina y se evalud
la morfologia de estos taxa, e incluyeron aislados ex-
tipos. Basados en los resultados de analisis filogenéti-
cos y datos morfolégicos, describieron dos nuevas es-
pecies: M. globosum J. F. Bisch., S.A. Rehner & Humber
vy M. robertsii, elevaron tres variedades de M. aniso-
pliae a nivel de especie, M. acridium; M. lepidiotaen
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(Driver & Milner) J. F. Bisch., S.A. Rehner & Humber;
M. majus (J.R. Johnst.) J.F. Bisch., S.A. Rehner & Hum-
ber y se reconocié a M. guizhouense como el anamor-
fo de Metacordyceps taii.

Kepler y Rehner (2013) plantearon que la aplicacion
de técnicas moleculares permite lograr una mejor
identificacion de las especies en comparacién con el
empleo de técnicas convencionales como Unica he-
rramienta. Utilizaron secuencias de genoma nuclear
de M. acridum y M. robertsii, identificaron regiones
de genes conservados, desarrollaron cebadores para
amplificar regiones intergénicas de 7 loci y mediante
el empleo de especies del complejo M. anisopliae, de-
mostraron que los datos de secuencias derivadas de
loci intergénicos son mas variables y brindan mas in-
formacion filogenética que los marcadores antes dis-
ponibles. Estos nuevos marcadores permitieron iden-
tificar aislados por debajo del nivel de especie en el
complejo M. anisopliae.

Recientemente, Kepler et al. (2014) reorganizaron
el género basado en la morfologia, técnicas molecula-
res y estudios filogenéticos obteniendo una base de
datos de genes que codifican para las proteinas BTUB
(beta tubulina), RPB1, RPB2 y TEF (del inglés 3’ por-
tion of translation elongation factor 1 alpha). Se obtu-
vo como resultado la descripcion de las especies M.
brasiliense Kepler, S.A. Rehner & Humber y M. korea-
num Kepler, S.A. Rehner & Humber pertenecientes al
complejo M. flavoviride, ademds determinaron 21 es-
pecies. La nomenclatura de este género no ha tenido
cambios, y se identifica con el nombre de Metarhi-
zium Sorokin.

Métodos para la caracterizacion de Metarhizium

La caracterizacién de este género se basa en la des-
cripcion y medicion de estructuras de interés taxono-
mico, en la determinacidn de sus caracteristicas fisio-
I6gicas y en la evaluacién de su actividad patogénica,
asi como en estudios isoenzimaticos (Zimmermann,
2007). Driver et al. (2000), Bischoff et al. (2009), Ke-
pler y Rehner (2013) y Kepler et al. (2014) destacan
en sus investigaciones la importancia de las técnicas
moleculares y estudios filogenéticos para la identifi-
cacion de las especies de Metarhizium.

Tradicionalmente, la identificacion de Metarhizium
se ha basado en métodos fenotipicos tales como: la
morfologia de los conidios, conidiéforos y fidlides o
métodos bioquimicos, como el perfil de proteinas ex-
tracelulares, que son influenciados por el ambiente.
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También resulta importante la caracterizacion pato-
génica y fisioldgica.

Para que la micosis se propague de un individuo a
otro, a nivel de poblacidn, es necesario que el aislado
tenga alta capacidad de transmision, ademas de que
sea virulento, capacidad que es medida mediante bio-
ensayos. a) Prueba de patogenicidad, en la que se de-
termina si un agente bioldgico causa enfermedad en
el insecto a una dosis establecida; b) Intervalo de res-
puesta bioldgica, en el que se recomiendan cuatro
concentraciones que permiten establecer o determi-
nar la concentracién minima inhibitoria del 100% de
la poblacion y la maxima que ocasione 0% de mortali-
dad; y por ultimo, c) los bioensayos, que permiten de-
terminar la CL50 (concentracidn en que se presenta el
50% de mortalidad de los insectos tratados) y la TL50
(tiempo en que se alcanza el 50% de mortalidad de
los insectos tratados con el hongo a una dosis deter-
minada), y ademas permiten definir la concentracion
o dosis a aplicar en campo (Alatorre, 2000). Por lo ge-
neral, las dosis de aplicacién varian con el tipo de cul-
tivo, presencia y tipo de plaga, asi como con el prepa-
rado comercial que se utilice.

La caracterizacion patogénica del género Metarhi-
zium ha estado basada en el estudio comparativo de
los porcentajes de mortalidad por micosis provocada
por el hongo en funcién de concentraciones y tiem-
pos letales (Torres et al., 2013). Estos parametros se
han empleado en la determinacién de la virulencia
para el control de diferentes plagas como Franklinie-
lla occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae),
Eurygaster integriceps Puton (Hemiptera: Scutelle-
ridae) y Bactrocera oleae Gmelin (Diptera: Tephri-
tidae) (Niassy et al., 2012; Sedighi et al., 2013; Yousef
etal., 2013).

Bridge et al. (1993), realizaron la caracterizacién de
24 aislados de Metarhizium spp. mediante el empleo
del sistema API ZYM, y demostraron que los aislados
de M. anisopliae difieren de M. flavoviride en el pro-
cesamiento de la actividad a flucosidasa. Posterior-
mente, Rath et al. (1995) caracterizaron 16 cepas de
M. anisopliae en cuanto a la utilizacion de 49 carbohi-
dratos, empleando el sistema API 50CH, concluyeron
que la utilizacidon de carnohidratos era relevante co-
mo criterio taxondmico para separar Metarhizium de
otros hongos entomopatdégenos como B. bassiana.

Delgado et al. (2001) relacionaron la actividad enzi-
matica y la patogenicidad de cepas de M. anisopliae
sobre Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera:
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Curcolionidae). Ademas Padilla-Melo et al. (2000) de-
terminaron la actividad patogénica de aislados de M.
anisopliae obtenidos de diferentes érdenes insectiles.
Otros autores realizaron la caracterizacidn patogénica
de M. anisopliae y M. acridium y su relaciéon con la
temperatura, obteniendo como aislados mas virulen-
tos los de M. acridiuma 32°C (Berlanga —Padilla y Her-
nandez-Veldzquez , 2002). Toriello et al. (2008) eva-
luaron la virulencia y termotolerancia de M. aniso-
pliae considerando el tiempo letal medio (TLso) vy el
crecimiento a temperaturas de 25 a 40°C.

Los estudios bioquimicos realizados por Niassy et
al. (2013) demostraron el papel de las quitinasas y las
diferencias de virulencia entre aislados de Metarhi-
zium. Perinotto et al. (2014) cuantificaron la actividad
enzimatica de lipasas, quitinasas y proteasas en ensa-
yos para el control de acaros y lo recomiendan como
marcadores bioquimicos de M. anisopliae relaciona-
dos con la virulencia.

Las caracteristicas fisioldgicas son de gran impor-
tancia en la evaluacién de Metarhizium para la selec-
cion de aislados con potencialidades en el control bio-
I6gico. Onofre et al. (2001) evaluaron el crecimiento
micelial y la esporulaciéon de M. flavoviride en dife-
rentes medios de cultivo y regimenes de iluminacion.
Obando et al. (2013) y Torres et al. (2013), caracteri-
zaron aislados nativos de México de M. anisopliae se-
gln su patogenicidad y variables fisioldgicas como
desarrollo micelial, velocidad de germinacion y pro-
duccién de conidios. Gato et al. (2015) calcularon la
tasa de crecimiento y el nivel de esporulacion en dife-
rentes medios de cultivo de siete cepas cubanas del
complejo M. anisopliae. Ademds, determinaron el
crecimiento y el efecto de la exposicidn a las tempe-
raturas de 28, 30, 32, 34 y 37°C. Los resultados indica-
ron que el rango de temperatura favorable para el
desarrollo de los cultivos es de 28-30°C. La mayor
concentracion de conidios en las cepas se produjo en
Medio Completo (BioCen), Agar Dextrosa de Sabo-
raud (BioCen) y Extracto de Malta (BioCen).

En los estudios antes mencionados se discute la re-
levancia e importancia del empleo de técnicas carac-
terizacion como la determinacién de la virulencia y
las caracteristicas fisiolégicas para la seleccién de ce-
pas de hongos como agentes microbianos para el
control bioldgico.
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Rango de hospedantes y modo de accién de
Metarhizium

El género Metarhizium es conocido por ser pardsito
de insectos de diferentes 6rdenes que envuelven el
cadaver de los hospedantes de una cubierta de coni-
dios con tonalidades que varian desde verde a carme-
lita (Roberts y St. Leger, 2004). Sin embargo, existe
variabilidad en cuanto al rango de hospedantes de las
diferentes especies.

M. robertsii tiene accion contra un amplio grupo de
insectos, mientras que M. acridium es especifico para
el orden Orthoptera (Fernandes et al., 2010; Wang et
al., 2012). A diferencia de los aislados de M. aniso-
pliae que controlan especies de insectos y artrépodos
plagas de diferentes drdenes, entre los cuales se en-
cuentran Hemiptera, Heteroptera, Coleoptera, Lepi-
doptera, Thysanoptera, Orthoptera (Souza et al.,
2014), Diptera (Carolino et al., 2014), Isoptera (Niassy
et al., 2013) y Acari (Ojeda-Chi et al., 2011). Se ha in-
formado la patogenicidad de M. brunneum hacia co-
ledpteros (Reddy et al., 2014) y dipteros (Yousef et
al., 2013). M. flavoviride, ha sido empleado en el bio-
control de ortopteros, homédpteros y coledpteros
(Onofre et al., 2001). La especie M. majus resulta vi-
rulenta hacia especies del orden Coleoptera
(Scarabaeidae) (Bischoff et al., 2009). Ademas Kepler
et al. (2014) plantean que M. brasiliense infecta salta
hojas (Hemiptera: Cicadellidae) y M. koreanum con-
trola insectos del orden Hemiptera (Delphacidae).

Ferrén et al. (1972), citado por Roberts y St. Leger
(2004), evaluaron cepas de Metarhizium contra 9 es-
pecies de coledpteros de la familia Scarabaeidae. Los
resultados evidenciaron que la mayoria de especies
de insectos fueron susceptibles solamente ante aisla-
dos fungicos provenientes de insectos de la misma
especie. Por otra parte, se informa que aislados obte-
nidos de muestras de suelo se han comportado alta-
mente virulentos contra insectos plaga especificos
(Zimmermann, 2007).

El hongo inicia su proceso infectivo en los insectos
hospedantes cuando los conidios viables se retienen
por contacto en la superficie del integumento, mien-
tras encuentran un espacio propicio para establecer
la asociacion patogeno-hospedante e iniciar la forma-
cion del tubo germinativo (hifa de penetracién) pene-
tra al interior de las distintas capas de la cuticula del
insecto (Fig. 1). En este evento interviene un mecanis-
mo fisico y uno quimico, el primero consiste en la
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presion ejercida por la hifa, la que penetra la cuticula.
El mecanismo quimico consiste en la accion enzimati-
ca, las cuales causan descomposicion del tejido en la
zona de penetracidén. Después de la penetracion, la
hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del in-
secto, colonizandolo completamente en forma de
blastosporas en la hemolinfa, y a partir de la cual se
forman pequefias colonias y estructuras del hongo.
Este evento es acompafiado por la liberacion de me-
tabolitos secundarios con actividad insecticida
(toxinas peptidicas) que aceleran la muerte del insec-
to. Al final, la muerte del insecto se debe a una com-
binacidn de factores: la accién de toxinas del hongo,
obstruccidn fisica de la circulacion de la hemolinfa, la
privacion de nutrientes y la invasion de érganos. Al
agotarse los nutrientes dentro del insecto, el hongo
inicia un crecimiento miceliar colonizando los 6rganos
del hospedante. Finalmente, las hifas penetran la cu-
ticula desde el interior del insecto y emergen a la su-
perficie iniciando la formacién de conidios, con lo que
se puede completar el ciclo infectivo (Carrillo-Rayas y
Blanco-Labra, 2009).

El apresorio ademas de servir de anclaje del coni-
dio, ejerce una presidén hacia el interior del insecto. El
hongo desarrolla cuerpos hifales, los cuales se van di-
seminando a través del hemocele e invaden diversos
tejidos musculares, cuerpos grasos, tubulos de Mal-
pighi y hemocitos, ocasionando la muerte del insecto.
Al agotarse los nutrientes, el hongo inicia un creci-
miento micelial e invade todos los érganos del hospe-
dante. Las hifas penetran la cuticula desde el interior
del insecto y emergen a la superficie, donde en condi-
ciones ambientales apropiadas inician la formacion
de nuevos conidios, continuando con el ciclo patogé-
nico. La dispersion de los conidios ocurre a través del
viento, el suelo, la lluvia e incluso insectos enfermos al
entrar en contacto con otros sanos (Roberts y St. Le-
ger, 2004; Pucheta et al., 2006). Todas estas fases ocu-
rren en un periodo de entre cuatro y diez dias, en de-
pendencia del hospedante y de la especie del hongo.

Las especies del género Metarhizium poseen un
conjunto de mecanismos que les permite penetrar y
asimilar los nutrientes del hospedante para superar
los mecanismos de resistencia. Diferentes metabolitos
fungicos favorecen la penetracién fisica y colonizacion
del insecto (Dong et al., 2009). Las enzimas degrada-
doras de la cuticula destruyen o modifican la integri-
dad estructural del hospedante, inhiben sus procesos
selectivos e interfieren con su sistema regulatorio.
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Figura 1. Esquema que muestra la estructura, composicion de la cuticula de insectos y formas de penetracion de los hongos

entomopatogenos (Montesinos, 2008).

Figure 1. Diagram that showing the structure, composition of the cuticle of insects and penetration forms of entomopathogenic

fungi (Montesinos, 2008).

Produccion de metabolitos secundarios y toxinas

Se ha demostrado la importancia de las enzimas que
son secretadas durante el proceso de infeccién fungi-
ca (Carrillo-Rayas y Blanco-Labra, 2009). Estos estu-
dios se han conducido a describir las interacciones
que tienen lugar entre el hongo y el insecto plaga.

La actividad entomopatégena requiere de la accion
de enzimas hidroliticas como proteasas, quitinasas,
lipasas, quitobiosas, lipooxigenasa que degradan
componentes cuticulares y proporcionan nutrientes
para una mayor proliferacién del hongo, dentro del
insecto. Las proteasas tipo subtilisinas Prl, son el fac-
tor clave para la penetracién del hongo a la cuticula
del insecto (Perinotto et al., 2014).

En el antagonismo de M. robertsii contra Fusarium
solani (Mart.) Sacc y Colletotrichum falcatum Went se
demostré la accion patogénica de proteasas, amila-
sas, lipasas, quitinasas y caseinasas producidas por M.
anisopliae, M. globosum, M. guizhouense (Sanivanda
y Kalla, 2014).

Las especies de Metarhizium tienen la capacidad de
sintetizar toxinas que son utilizadas en la interacion
patogeno-hospedante. Se destacan las destruxinas
(dimetildestruxina y protodestruxina) ya que su modo
de accion inhibe la sintesis de ADN, ARN y proteinas
en las células de los insectos (Pucheta et al., 2006).

Ademas son sustancias que presentan actividad toxi-
ca sobre insectos, acaros y nematodos (Monzdn,
2001).

Las destruxinas (dtxs) son las toxinas mas importan-
tes producidos por Metarhizium, se han informado
mayormente en M. anisopliae (Wang et al., 2012),
aunque M. album y M. flavoviride también las produ-
cen (Roberts y St. Leger, 2004). Wang et al. (2012)
plantearon que hay 39 dextruxinas diferentes, las
cuales han sido clasificadas en 6 grupos: dtxs A, dtxs
B, dtxsC, dtxs D, dtxs E, dtxs F y sus derivados.

Las destruxinas afectan varios organelos celulares
tales como la mitocondria, el reticulo endoplasmatico
y la membrana nuclear, paralizando las células y cau-
sando disfuncidn del intestino, tubulos de Malpighi,
hemocitos y tejido muscular (Wang et al., 2004). Ade-
mas estos metabolitos bioactivos inducen la contrac-
cién del musculo visceral en insectos. Los efectos ci-
totdxicos sobre las células epiteliales ocurren a través
de los canales de Ca** y ATP- asa tipo vacuolar (Wang
etal., 2012).

La actividad bioldgica de las destruxinas ha sido
descrita por Strasser et al. (2000), Pedras et al.
(2002), Roberts y St. Leger (2004) y comprende:

1) Efectos sobre insectos y relacién con la virulencia
2) Efectos sobre diferentes células y lineas celulares
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3) Efectos sobre vertebrados
4) Interaccién con plantas

La produccion de destruxinas y viridoxinas Ay B se
correlacionan con la especificidad de hospedantes de
algunas especies de Metarhizium. Adicionalmente a
la actividad insecticida, se han explorado sus poten-
cialidades farmacéuticas con aplicaciones en el trata-
miento contra el cadncer, osteoporosis, enfermedad
de Alzeheimer y hepatitis B. Wang et al. (2012). M.
anisopliae secreta citocalasinas, son metabolitos fun-
gicos con permeabilidad celular que se unen a los fila-
mentos de actina, inhiben su polimerizacion y pueden
interferir en varios procesos celulares (Zimmermann,
2007).

Perspectivas del uso de Metarhizium spp. para el
control biolégico de plagas

Los avances en el conocimiento de la ecologia y biolo-
gia de este género fungico ha impulsado su empleo
como agente de control bioldgico. Histéricamente
Metarhizium spp. ha sido el hongo entomopatégeno
mas empleado en el campo para el control de insec-
tos precedido por Beauveria bassiana (Balsamo) Vui-
llemin (Fernandes et al., 2010).

Especies de Metarhizium han sido utilizadas en pro-
gramas de control biolégico contra diversas plagas,
como saltamontes y termitas. M. anisopliae ha sido
efectivo en el control de mosquitos trasmisores de
enfermedades a humanos como la malaria (Bischoff
et al., 2009, Kepler y Rehner, 2013). Otra especie am-
pliamente utilizada es M. acridium con la que se han
desarrollado productos comerciales contra insectos
de la familia Acridoidea.

La especie M. anisopliae fue el primer hongo produ-
cido mundialmente de forma masiva y utilizado en el
control de insectos plagas segun Roberts y St. Leger
(2004). Esta especie ha sido un modelo para el estu-
dio del control bioldgico de insectos plaga y se utiliza
comercialmente en paises como Brasil, Colombia,
Australia y Estados Unidos.

El amplio rango de hospedantes del género Metarhi-
zium lo hace comercialmente atractivo como agente
de control bioldgico (Dalla Pria et al., 2008). Varios mi-
coinsecticidas a base de Metarhizium como ingredien-
te activo han sido comercializados y registrados en di-
versos paises, como son los bioproductos BioBlast,
BioPath de la Compaiiia EcoScience y Green Muscle de
CABI Bioscience/NPP (Zimmermann, 2007).
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Experiencias del empleo de Metarhizium anisopliae
en Cuba

Los estudios del género Metarhizium en Cuba surgen
en las décadas del 80 y 90. Estos incluyeron la carac-
terizacion, patogenicidad vy fisiologia de aislados au-
téctonos y otros, que fueron obtenidos en colabora-
cién con diferentes paises. Se evalué el crecimiento y
la esporulacién en cultivo liquidos estatico y sobre so-
portes sdlidos (Castifieiras et al., 1984; Lujan, 1988,
Lujan et al., 1992).

Meneses et al. (1980) estudiaron la efectividad de
diferentes aislados de M. anisopliae en el control de
Lissorhoptrus brevirostris Suffrian (Coleoptera: Curcu-
lionidae), en el cultivo del arroz en campo. Se estudié
la actividad bioldgica de varias cepas autéctonas so-
bre adultos de C. formicarius, las cuales fueron alta-
mente virulentas (Castifieiras et al., 1984).

Castifieiras et al. (1990, 1990a, 1991) determinaron
la virulencia en laboratorio y en campo para el con-
trol de Cosmopolites sordidus (Germar) (Coleoptera:
Curculionidae). Se determiné la virulencia in vitro de
11 aislados de M. anisopliae sobre adultos de Cylas
formicarius Fabricius (Coleoptera: Brentidae), obte-
niendo valores de 52,25% de mortalidad a los 30 dias.
Ademas, Cabrera et al. (1990) evaluaron el crecimien-
to y esporulacién de cuatro cepas de M. anisopliae (4,
PIC, Brasil, 44) a temperaturas de 24 a 32°C.

Estos estudios permitieron la seleccion de la cepa
LBMa-11 de M. anisopliae para el control de las espe-
cies Lissorhoptrus oryzoplhilus Kuschel (Coleoptera:
Curculionidae) y Monecphora bicincta fraterna Uhler
(Hemiptera: Cercopidae), en los cultivos de arroz
(Oryza sativa L.) y pastos (Brachiaria spp.), respectiva-
mente (Meneses et al., 1980, 1981; Jiménez y Fernan-
dez, 1980; Jiménez y Calderdn, 1990; Calderdn et al.,
1991; Castineiras et al.,1984; Lujan et al., 1992; Duar-
te et al.,1992).

Desde el afio 1988, esta cepa se reproduce de forma
masiva por tecnologias de produccién artesanal en
los Centros de Reproduccién de Entomdfagos y Ento-
mopatogenos (CREE) pertenecientes al Sistema Esta-
tal de Sanidad Vegetal y constituye el ingrediente ac-
tivo del producto comercial Metasave-1, que se em-
plea para el control de 11 plagas insectiles en diferen-
tes cultivos (Tabla 1).

Las investigaciones actuales se enfocan a trabajos
de prospeccién y variabilidad intraespecifica, con el
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consiguiente estudio de las propiedades bioldgicas. El
empleo de técnicas para la caracterizacidn fenotipica,
y molecular asi como la influencia de factores abioti-
cos como la temperatura, constituyen otros aspectos
de interés para la seleccion de cepas con potencial en
el control bioldgico del tetuan, Cylas formicarius Fa-
bricius (Coleoptera: Brentidae), una de las principales
limitantes de la produccién de Ipomea batatas L. en
Cuba y a nivel mundial (Gato et al., 2015).

CONCLUSIONES

El conocimiento del origen geogréfico del aislado, las
enzimas involucradas en la patogenicidad, la capaci-
dad de adhesion de los conidios a la cuticula, la pro-
duccion y regulacidn de las toxinas y la susceptibili-
dad del hospedante, asi como los factores involucra-
dos en la virulencia del microorganismo y el medio
ambiente, influyen en el éxito del proceso de infec-
cion de especies de Metarhizum y por tanto en su efi-
cacia como agente de control bioldgico. Ante las ac-
tuales demandas de la produccidn agricola, su utiliza-
cion podria incrementarse con nuevas aplicaciones
para el control de otras especies de insectos y artro-
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podos plaga, al constituir una alternativa sostenible
en la proteccidn de los cultivos.
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Table 1. Application of M. anisopliae LBMa-11 strain for the control of pests affecting crops of economic importance in Cuba

Cultivos Plagas que controla

Oryza sativa L Lis§orhoptrus oryzophilus, Tagosqdes oryzicolus Muir (Hemiptera:.Delpha.cidae), Oebalug insu-
) laris Stal. (Heteroptera: Pentatomidae), Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera:Noctuidae)
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Citrus spp. Pachnaeus litus (Coleoptera: Curculionidae)

Zea mays L. Spodoptera frugiperda

Solanum tuberosum L.
Cucumis sativus L.
Phaseolus vulgaris L.
Capsicum annuum L.

Solanum lycopersicum L.
Cedrela odorata L.
Pinus sylvestris

Coffea arabica L. Hypothenemus hampei

Phaseolus vulgaris L.

Thrips palmi Karmny (Thysanoptera:Thripidae)

Hypsipyla grandella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
Rhyacionia frustrana Scudder in Comstock (Lepidoptera: Tortricidae)

Diabrotica balteata LeConte(Coleoptera: Chrysomelidae)

Solanum lycopersicum L.
Cylas formicarius
Cosmopolites sordidus

Ipomoea batata L.
Musa spp
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