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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los cultivo de mayor importancia en Colombia y a
nivel mundial, se destaca por ser una de las fuentes vegetales de proteinas y carbohidratos.
S. tuberosum se ve afectado por una gran cantidad de plagas, entre ellas se encuentra Tecia
solanivora, este importante fitopatégeno fue identificado en Guatemala - (Centroamérica). El
presente articulo estd centrado en exponer el control biolégico utilizado para contrarrestar el
ataque de T. solanivora, que abarca el uso de microorganismos y la produccién de exo-productos
microbianos. Actualmente los principales microorganismos antagénicos de T. solanivora son:
Bacillus thuringiensis (Bf), granulovirus, y los nematodos Steinernema sp y Heterorhabditis sp.
Para lograr la infeccion, estos microorganismos deben sobrevivir las condiciones adversas
del ambiente, colonizar su entorno y finalmente evadir la respuesta inmune del huésped, lo
anterior lo logran produciendo diferentes exo-productos con actividades antimicrobianas, liticas
y toxicas, entre otros. Esta importante caracteristica le permite a un agricultor mantener las
poblaciones del insecto a niveles inferiores.
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Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is one of the most important crop in Colombia and worldwide, stands
out as one of the vegetable sources of proteins and carbohydrates. S. tuberosum is affected
by a large number of pests; among them is Tecia solanivora, this important phytopathogen was
identified in Guatemala - (Central America). This article is focused on exposing the biological
control used to counter the attack of T. solanivora that covers the use of microorganisms and
the production of exo-microbial products. Actually the main antagonistic microorganisms of T.
solanivora are: Bacillus thuringiensis (Bf), granulovirus, and nematodes Steinernema sp and
Heterorhabditis sp. To achieve the infection, these microorganisms must survive the adverse
conditions of the environment, colonize the environment and and finally evade the host immune
response, this is achieved by producing different exo-products with antimicrobial activities,
lithic and toxic substances, among others. This important feature allows a farmer to maintain
populations of the insect at lower levels.

Introduccién

En el ambito de la agricultura, la busqueda de productos libres de pesticidas quimicos ha
llevado a la innovacion de productos agricolas que puedan controlar naturalmente determinada
malezas, enfermedad, o plagas. Hoy en dia se han evidenciado diferentes alternativas, una
de las més eficientes se encuentra el control biolégico, el cual se constituye como una forma
eficiente de controlar determinada plaga mediante el uso de otro organismo o microorganismo.

(11, [2], [3], [4].

Solanum tuberosum es una planta dicotiledénea, perteneciente a la familia Solanaceae [5].
A partir del crecimiento de sus raices se originan nuevos tubérculos indispensables para
la acumulacion de nutrientes y sustancias [6]. Las condiciones ¢ptimas para su desarrollo
abarcan diferentes variables climaticas tales como la temperatura (entre 10°C hasta 15°C) y la
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altitud (entre 2000 y 3000 msnm). La papa es aprovechada por aproximadamente mil millones
de consumidores en todo el mundo [7]. Durante la produccion agropecuaria, S. tuberosum
es atacado por agentes oportunistas que afectan el producto final y su comercializacién, uno
de estos oportunistas son los insectos, los cuales se centran en atacar diferentes partes de la
planta [8]. Las familias de insectos Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera son las principales
oportunistas de la papa. [9], [10].

Tecia solanivora y su manejo integral

T. solanivora pertenece al orden Lepidoptera y familia Gelechiidae, este insecto es uno de los
fitopatogenos de S. tuberosum. El ciclo de vida de T. solanivora consta de cuatro estados:
huevo, larva este es subdivido en los instares larvales (L1, L2, L3 y L4), pupa y adultos. El ciclo
inicia posterior a la eclosion de los huevos, emerge la larva L1, esta sale en busca de alimento
al interior de los tubérculos y se alimenta de estos hasta llegar al instar L4. Posteriormente se
convierte en pupa, para finalmente emerger como adulto (figura 1) [11], [12], [13].

Para el manejo de este insecto se observan mudltiples opciones. Primordialmente, el uso
de pesticidas, los cuales inhiben a T. solanivora actuando como una neurotoxina causando
parélisis hasta inducir su muerte, entre los grupos mas utilizados estan: los organofosforados,
piretroides y carbamatos [14], [15].
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Figura 1. Ciclo de vida de T. solanivora.

Existen otras opciones innovadoras que han aportado significativamente al control de T.
solanivora, entre ellas encontramos el control de tipo biolégico que se basa en la implementacion
de bioplaguicidas constituidos de microorganismos con actividad antagonica contra el insecto.
Actualmente, se conocen distintos grupos de microorganismos entomopatdégenos de Tecia
solanivora, estos poseen distintos mecanismos de accion para el insecto [16], [17].

Otra division del control de T. solanivora comprende la produccion de plantas genéticamente
modificadas, las cuales logran expresar en cierto tipo de proteina Cry de Bt [18]. Se han
evaluado distintos métodos para esta modificacion genética, uno de ellos es mediante la
transferencia de ADN. Esto se logra mediante el uso de plasmidos, con la ayuda de la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, esta posee un plasmido denominado Tiy a través de este se logra
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la transferencia de genoma directamente a la planta [19]. Finalmente, se encuentra el control
de tipo etoldgico, este comprende el uso de feromonas sexuales que actuan como trampas
atrayentes para machos y hembras, evitando la copulacion [20].

Actividad entomopatdgena

La actividad entomopatdégena en el ambito de la agricultura, significa la regulacion de
determinada poblaciéon de insectos plagas a través de determinado microorganismo, este
posee exo-productos bioldgicamente activos, y se caracterizan por tener propiedades liticas
y toxicas, alguno de estos compuestos son: proteasas, lipasas, quitinasas, hemolisinas, entre
otros. A continuacion se activaran estos compuestos en condiciones in vivo, l0s cuales se veran
implicados en la invasion del hemocele y la proliferacion sistematica en todo el insecto hasta
finalmente causar su muerte [12], [13]. Primordialmente, los microorganismos entomopatégenos
son ingeridos por el insecto plaga, otro método de invasion es la penetracion de la cuticula
esto es realizado por determinados nematodos tales como: Steinernema sp y Heterorhabditis
sp [22], [23], [24].

Bty su mecanismo de accion

Una de las bacterias mas estudiadas como biocontrolador de insectos es B, esta clasificada
como Gram positiva, aerobia facultativa, esporulante, esta ha sido aislada principalmente del
suelo y del agua; la mayoria de las cepas de Bt producen cristales de proteinas, los cuales
le otorgan su poder insecticida frente a insectos plaga, abarcando los ¢rdenes Lepidoptera,
Diptera, Coledptera, Hemiptera, Himendptera'y Maldfaga entre otros; las principales proteinas
implicadas en esta accion, son: Cry I, Cry Il, Cry lll. Los genes que interactian en la produccion
de estas proteinas, residen en plasmidos conjugativos. Hasta el 2014 se encontraron
aproximadamente 700 toxinas Cry subclasificadas dentro de 72 grupos. Se han evidenciado
cepas nativas de Bt como biocontroladoras de T. solanivora hallandose la cepa 146-15801 que
mejor actua [11], [13], [19], [20] [21].

El principal factor de virulencia es la produccion de cristales, el cual al ser ingeridos por
el insecto, se despliegan las sub-unidades de proteinas denominadas Cry y son activadas
proteoliticamente en determinados ambientes de pH del intestino medio, se evidencia que las
toxinas Cry |, se activa en el pH alcalino del intestino medio; mientras tanto la toxina Cry Il tiene
solubilidad en pH acidos (3,9 hasta 4,2) y alcalinos (9,5 hasta 11,3) [27]. Los sintomas que un
insecto susceptible presenta al ingerir los cristales de proteinas son: cese de ingesta, paralisis
del intestino, aumento en las deposiciones, emesis, paralisis total y finalmente la muerte [25],
[28], [29], [30].

El mecanismo de accion de Bt inicia cuando las larvas de T. solanivora ingieren las pro-toxinas
provenientes de Bt, estas se solubilizan en el intestino medio por accion del pH y enzimas
proteoliticas, liberando la toxina, a continuacién, las toxinas se une a receptores especificos
ubicados sobre las vesiculas de la membrana de las microvellosidades apicales, al darse el
reconocimiento inician la formacion de poros (entre 1,0 6 2,0 nm), causando permeabilidad de
la membrana vy lisis. Finalmente, las esporas de Bt ingresan a la hemolinfa, donde germinan y
ocasiona septicemia y muerte en la larva (figura 2) [28], [31], [32], [33].
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Figura 2. Mecanismos de accion de Bt implicados en la muerte de T. solanivora.

Bioprospeccion de Bt

Lépez-Pasos y colaboradores en el 2013 [25] rescataron informacion sobre la aplicacion de
Bt con T. solanivora y se evidencia la actividad biolégica en larvas de T. solanivora 'y cuyos
resultados mostraron una mortalidad superior al 20 %. En la actualidad el principal uso de las
proteinas de Bt, se ha fortalecido en la aplicacion a plantas transgénicas, por otra parte también
se han realizado recombinaciones de proteinas para la evitar la resistencia de esta plaga a las
proteinas [20], [34], [35].

La implementacion de Bt se logra gracias al uso de bioformulaciones, en un estudio realizado
en el 2014 por Villanueva y colaboradores destaca las mezclas con Bfy granulovirus y se
comprobd que al usar materiales excipientes como carbonato de calcio lograron ocasionar en
condiciones de pos-cosecha mortalidad de larvas de T. solanivora hasta en un 82.7% [20].

Granulovirus (PhopGV)

Otra estrategia exitosa para el control de esta plaga es el uso de los virus, donde se destaca
la familia Baculoviridae, caracterizada por poseer ADN de doble cadena y esta compuesta por
cuatro géneros, dentro de los que se destacan dos grupos: los nucleopoliedrovirus (NPV) y los
granulovirus (GV), este ultimo grupo tienen como blanco algunos insectos, sus formas infectivas
son: viriones derivados de cuerpos de inclusion (Cl) y viriones brotados (BV) [36], [37]. En el
estudio filogenético se ha logrado establecer los genes involucrados en la afectacion a un
insecto plaga entre ellos encontramos el gen p743 que interviene en la replicacion del ADN, el
gen jie-2 que actua como controlador del ciclo celular, el gen lef-7 que estimula en la replicacion
de ADN [36].

La infeccion inicia cuando las particulas virales que se encuentran en el ambiente estan en
forma de Cl, y son ingeridas por el insecto, estas llegan al intestino y por accién del pH, se
liberan los Cl. Posteriormente, estos viriones atraviesan la membrana del intestino y se unen por
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fusion a las microvellosidades de las células epiteliales, en el ndcleo de cada célula, comienza
la transcripcion de genes virales, las nucleocapsides formadas dentro de las células constituyen
los nuevos BV, estos BV circularan a través de la hemolinfa diseminando la infeccion a los
demas tejidos y 6rganos susceptibles como hemocitos, cuerpo graso entre otros produciendo
una infeccion secundaria (figura 3) [37], [38], [39].
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Figura 3. Mecanismos de accion de granulovirus implicados en la muerte de T. solanivora.

Bioprospeccion de Granulovirus

A partir de un estudio realizado por Espinel-Correal y colaboradores en el 2010, el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) estandarizdé un producto de uso comercial, el cual presenta
una eficacia en contra de T. solanivora del 90% y una duracion de 24 meses a temperatura
ambiente. Y hasta el 2017 se realizé un proceso de escalamiento al producto, pues se evidencio
que adicionalmente presenta actividad antagonica a Tuta absoluta [23].

En un estudio realizado por Carpio C. y colaboradores en el 2013 desarrollaron un producto a
partir de un granulovirus aislado, este producto fue preparado en un bioformulado compuesto
por carbonato de calcio y algunos coadyuvantes tales como: cloruro de magnesio y lectina de
soja encontrandose una mortalidad >98% siendo promisorio como opcioén al tratamiento [40].

Nematodos Mutualistas

Otro modelo importante de bacterias con actividad entomopatégena son Xenorhabdus vy
Photorhabdus, las cuales establecen relaciones mutualistas con nematodos de las familias
Steinernema sp y Heterorhabditis sp respectivamente [41]. Ambos nematodos tienen ciclos
de vida similares, y se divide en huevo, larva, estadios juveniles (J1, J2, J3, J4), y adultos,
Unicamente el tercer estadio juvenil (J3) de estos nematodos son infectivos y buscan al
hospedador, detectando sus excrementos y la produccion de CO, [42]. Steinernema spp
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s6lo es capaz de entrar en el hospedador a través de las aberturas naturales: boca, ano y
espiraculos, mientras que las especies de Heterorhabditis spp lo pueden hacer a través de la
epidermis del insecto [43].

En cuanto al estudio del genoma de las bacterias mutualistas, en una investigacion realizada
por Peteira y colaboradores en 2014, las huellas genéticas de los aislados del nematodo y de
la bacteria simbionte. En general, contienen relaciones filogenéticas para el control de insectos
[44].

Para lograr la infeccion los nematodos logran el siguiente mecanismo de accion: Una vez
Steinernema sp y Heterorhabditis sp localizan el insecto, penetran en él a través de la cuticula
0 aberturas naturales (boca, o ano). Posteriormente son liberadas las bacterias, las cuales
producen y secretan toxinas, lipasas y proteasas. Estos causan una depresion del sistema
inmune del insecto e inhiben el crecimiento del mismo, la proliferacion de las bacterias en el
hemocele y la disgregacion de érganos vy tejidos llevara finalmente a la muerte del insecto por
septicemia finalmente, el nematodo se alimentara de los tejidos que la bacteria ha metabolizado
(figura 4) [41], [45], [46].

Bacterias con
actividad
entomopatdgena

Xenorhabdus sp
vy Photorhabdus

sp

Mutualismo  con I

los nematodos

Mecanismos  de

accién in vivo

Steinernema sp y
Heterorhabditis sp

)

3. Liberacion

sistematica de las = sl

Mo huésped por
. J aperturas
entomopatogenas

4. Produccién de I

enzimas

| 1. Nematodo

estadio I3

5. Septicemia

iy

Figura 4. Mecanismos de accion de los nematodos mutualistas implicados en la muerte de T. solanivora.

Bioprospeccion de nematodos entomopatogenos

El uso de nematodos entomopatdégenos en contra de T. solanivora en los Ultimos afo se ha visto
muy limitado, pues estos nematodos se han visto mayormente utilizados para atacar otro tipo
de insectos plagas, uno de las principales estudios realizado por Fan XueJuan y colaboradores
en el afio 2000, estos implementaron a Steinernema spp 'y Heterorhabditis spp, y evidenciaron
que estos son capaces de producir una mortalidad en T. solanivora hasta en un 70% alas 72
horas [47], [48], [49].
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En el 2010 Argotti y colaboradores evaluaron estos nematodos en larvas de Galleria mellonella
y larvas del cuarto instar de T. solanivora evidenciando una mortalidad superior al 90% y del
72% respectivamente [50].

Limitaciones al uso de microorganismos entomopatégenos

A pesar de su especificidad existen multiples factores que pueden afectar el rendimiento para
la aplicacion de microorganismos entomopatégenos, principalmente los factores ambientales
suelen reducir la eficacia tal como es el caso de Bt [20], [23], [28], [51], que se ve afectado
por la radiacion solar, otra limitacion presente es el tiempo que tarda el microorganismo en
causar la muerte, como tal es el caso de granulovirus, generalmente este virus suele causar
la muerte del insecto entre los 12 y 21 dias tiempo para que T. solanivora ocasione dafio
al tubérculo [23]; a su vez granulovirus se ve afectado por la luz ultravioleta que causa la
inactivacion afectando la replicacion del ADN, para el caso de Xenorhabdus'y Photorabdus, es
indispensable la existencia de los nematodos que los transporta hasta el insecto, ocasionando
que las aplicaciones de estos microorganismos en los cultivos sean mas complejas [52], [53].
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