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Resumen

Muchos insecticidas de sintesis quimica se han convertido en un método
insostenible para el manejo de insectos plaga, mientras que los bioplaguicidas
a base de microorganismos entomopatégenos han emergido en las dltimas
décadas como una alternativa para la agricultura sostenible. En el presente
capitulo se mostrar4 el uso de entomopatdgenos que podrian estar involucrados
en el desarrollo de bioinsecticidas de nueva generacién. Se mostrardn los avances
hechos con el aprovechamiento de microesclerocios como estructuras de
resistencia y una forma novedosa de produccién y de liberacién de propagulos
en el campo. Se mencionardn las ventajas y el camino por recorrer al utilizar la
estrategia de silenciamiento génico que aprovecha el desarrollo de las émicas
como nuevas tecnologias en biologia molecular. De igual forma, se abordara
otra estrategia promisoria, que es el uso de metabolitos como potenciadores
de la actividad biocontroladora, como toxinas, quitinasas o de proteinas
derivadas de baculovirus. La estrategia de combinacién de microorganismos
que aprovechan eventos de sinergismo, adicidén o de coinfeccién es la que lleva
mds tiempo de uso, sin embargo, atn falta por conocer mayores detalles al
respecto y, por ende, sigue teniendo un gran potencial si se aprovechan todos

los atributos que pueden tener los microorganismos evaluados.
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Control biolégico, coinfeccidn, entomopatdgenos, esclerocio, silenciamiento

génico
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Abstract

Most chemical synthesis insecticides have become an unsustainable method to
control insect pests. Biopesticides based of entomopathogens microorganisms
have emerged as an alternative for a sustainable agriculture in the past decades.
This chapter will discuss different strategies that might be used in the
development of next generation biopesticides. In order to provide resistance
against abiotic factors, and as a novel method for the production and release of
propagules, microsclerotia are being developed. From a molecular standpoint,
the advantages and perspectives of gene silencing, taking advantage of the
“omics’, will be explored. Another promising strategy involves enhancing the
activity of biopesticides by reducing lethal doses, decreasing the time they
require to kill insects, or increase the species range they affect. One alternative is
the use of metabolites such as toxins, enzymes or baculovirus-derived proteins
as additives. Alternately, combining microorganisms to take advantage of
synergism, additive effects or coinfection, is currently the most used strategy
to enhance biopesticide activity, however, it remains understudied and its full

potential has yet to be taken advantage of.
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Introduccién

En los capitulos anteriores hemos hecho un recorrido
por las estrategias de control bioldgico de insectos
con diferentes microorganismos (hongos, bacterias,
virus) como principio activo de las plagas blanco. Sin
embargo, han sido usados de la manera “tradicional”
mediante la aplicacién del microorganismo en forma
individual, enfrentados a todas las condiciones biéticas
y abi6ticas que puedan experimentar y que en capitulos
pasados se han mencionado. Ademds, muchos otros
factores pueden amenazar el éxito de esta estrategia,
tales como la conversién de habitats no especializados
en agricultura a otros estrictamente agricolas, lo que
reduciria el éxito reproductivo de los agentes de control
y su capacidad de dispersién en el nuevo ambiente. El
cambio climatico, las modificaciones en la sincronia
entre el entomopatdgeno y el hospedero, las invasiones
de nuevas especies o el resurgimiento de especies plaga
secundarias y la reduccién de la biodiversidad también

pueden influenciar en el éxito del control microbiolégico.

El uso de microesclerocios

Por tal razén, en este capitulo nos centraremos
en algunas estrategias que se podrian considerar
novedosas desde la visién tradicional para atacar el
problema de los insectos plaga. Estas comprenden
desde la produccién, el manejo y el sistema de entrega
al ambiente hasta el aprovechamiento de otros
compuestos que contribuyan a dar un valor agregado
al producto final. En este mundo de cambios tan
rapidos, muchas estrategias mencionadas han tenido
mayor oportunidad de desarrollo e implementacién
con sus variantes, pero hay otras que hasta estos
tltimos afios se han empezado a trabajar, y a medida
que se han abierto puertas u obtenido respuestas
se van encontrando nuevos retos o preguntas por
resolver. Son, entonces, algunas de estas opciones,
apuestas con miras a resolver problemas de origen
antiguo, pero con nuevos retos como fruto del avance
de la frontera del conocimiento y de los inexorables

cambios de nuestro entorno.

como estrategia promisoria para el control biolégico

La estabilidad de los propagulos fungicos en el
ambiente se ve afectada por factores bidticos y
abidticos como la temperatura, la radiacién solar,
el pH y la desecacién (Lingg & Donaldson, 1981).
Las estructuras fungicas mds utilizadas como
ingrediente activo de bioproductos para el control de
insectos plaga y enfermedades son los conidios. Los
conidios son esporas asexuales y son responsables
de la actividad biocontroladora. Estos propigulos se
dispersan en el medio ambiente gracias a las corrientes
del viento, el movimiento del agua y los insectos, entre
otros. La produccién masiva de conidios se realiza
principalmente mediante procesos de fermentacién
(liquido-sélido)

diferentes sustratos sélidos de origen vegetal que son,

sélida y  bifdsica utilizando
generalmente, de tipo lignoceluldsicos con variable
almidén (Prabhakar, Krishnaiah,

contenido de
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Janaun, & Bono, 2005). Los sustratos naturales
presentan algunas desventajas: la principal es que la
fuente de carbono hace parte de la estructura; cuando
el microorganismo crece, el medio sélido se degrada y
cambia sus caracteristicas fisicas, como la porosidad, y,
en la mayoria de los casos, su capacidad de transferir
calor y masa se reduce (Barrios-Gonzilez, 2012;
Barrios-Gonzilez & Mejia, 1996; Manpreet, Sawraj,
Sachin, Pankaj, & Banerjee, 2005). El escalamiento
de los procesos de fermentacién sélida es dificil de
implementar, debido a que presenta problemas en el
control de la temperatura, la transferencia de oxigeno,
el pH y la humedad (gradientes) (Dos Santos, Da
Rosa, Dal'Boit, Mitchell, & Krieger, 2004; Maurel,
Orliaca & Christen, 2003); ademds, son altamente
demandantes de mano de obra y generan grandes

volumenes de desechos sélidos, de manera que estos



problemas impactan negativamente la factibilidad
técnica y econdmica de diferentes bioinsumos a base

de conidios.

Una estructura reproductiva asexual alternativa a los
conidiossonlosesclerocios,los cuales se caracterizan por
ser particulas sélidas, compactas y de forma y tamafio
relativamente regular, capaces de sobrevivir por largos
periodos de tiempo en estado de latencia (Willetts,
1971). Los esclerocios se forman a partir de una masa
de hifas que se empaca y compacta, y se diferencian
como agregados de tejido que madura y se melaniza.
Estas estructuras ayudan a los hongos a sobrevivir
en condiciones adversas como el congelamiento, la
desecacidn y la ausencia de hospederos. El tamano de
los esclerocios es muy variable, depende de la especie
fangica y las condiciones durante su formacién, y
pueden medir varios milimetros o ser de tamafio
micrométrico; en el segundo caso se denominan
microesclerocios (Smith, Henkel, & Rollins, 2015).
Los microesclerocios (MS) son estructuras comunes
en varios hongos fitopatégenos, como en el caso de
Verticillium albo-atrum, cuyos microesclerocios son
altamente persistentes en el ambiente y sobreviven en el
suelo entre 6 y 12 afios (Huisman & Ashworth, 1976,
citado por Goble, Gardescu, Fisher, Jackson, & Hajek,
2016). Aunque esta estructura ha sido conocida y
estudiada para diferentes patdgenos vegetales, fue solo
recientemente que se describié para algunos hongos
entomopatdgenos, como Metarhizium  anisopliae
(Jackson & Jaronski, 2009; Jaronsky & Jackson,
2008), Metarhizium brunneum (Behle & Jackson,
2014), Nomuraea rileyi, ahora reclasificado como
Metarbizium rileyi (Song et al., 2013), Purpureocillium
lilacinum (Song, Shen, Zhong, Yin, & Wang, 2016) y
el hongo antagonista Trichoderma harzianum (Kobori,
Mascarin, Jackson, & Schisler, 2015).

La produccién masiva de microesclerocios (ms)
de hongos biocontroladores se realiza en cultivo
sumergido, donde la relacién carbono-nitrégeno del
medio juega un papel fundamental, aunque el tiempo
de fermentacién se considera el pardmetro critico
en términos de la formacién de estas estructuras, su
endurecimiento y su melanizacién (Jackson & Jaronski,
2012). Los tiempos de fermentacién reportados para la
produccién de microesclerocios de diferentes hongos
benéficos oscilan entre cuatro y siete dias (Jackson &

Jaronski, 2012; Kobori et al., 2015; Song et al., 2013);
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la formacidn se inicia a partir del segundo dia, con su
subsecuente crecimiento, compactacién y melanizacién
durante los siguientes dias (Jackson & Jaronski, 2012).
Los rendimientos han sido variables, con valores entre
2,6 - 42x10* ms mL" para M. brunneum (Jackson
& Jaronski, 2012), 1,5 - 2,5x10* ms mL"! para
T. harzianum (Kobori et al, 2015), 3,84x10* y
2,1x10° ms mL* para M. rileyi (Song, Lin, Du, Yin
& Wang, 2017; Song et al., 2013) y 1,1 x 10° ms mL"
para P. lilacinum (Song et al., 2016).

Bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura,
los microesclerocios germinan, producen micelio y
posteriormente esporulan produciendo conidios (figura
21.1), por lo que la utilizacién de microesclerocios de
hongos entomopatdgenos y antagonistas se perfila como
una estrategia factible e innovadora para la liberacién
de propagulos fungicos que posteriormente producen

una cantidad importante de indculo infectivo.

Los ms han sido principalmente formulados como
grinulos y utilizan diferentes soportes sélidos,
como caolin, celulosa y tierra de diatomeas (Goble
et al., 2016); este tltimo es el mis empleado. Para
formulacién de pequefios volimenes, el protocolo
descrito por Kobori et al. (2015) consiste en adicionar
5 g de tierra de diatomeas a 100 mL de cultivo liquido
una vez terminada la fermentacién. La mezcla se filtra
al vacio y la torta obtenida se quiebra, se distribuye en
la superficie de una placa y se seca toda la noche con

aire a 22 °C hasta humedades inferiores al 5 %.

Formulaciones de microesclerocios de diferentes
hongos han sido evaluadas a nivel de laboratorio
y campo para el control de algunas plagas y
enfermedades. Por ejemplo, Goble et al. (2016)
estudiaron la produccién de conidios, la persistencia y
la patogenicidad de microesclerocios de M. brunneum
F52 en una formulacién liquida para el control del
escarabajo asidtico de los cuernos (Anoplophora
glabripennis) en cultivos forestales. En este trabajo
los microesclerocios formulados produjeron conidios
infectivos durante 30 dias en condiciones de campo
y la produccién se vio positivamente influenciada
por la alta humedad relativa, la alta temperatura y
los periodos de lluvia. Los conidios producidos por
los microesclerocios en el campo fueron evaluados
en condiciones de laboratorio y evidenciaron alta

patogenicidad, con tiempos letales medios entre

Carlos Espinel C., Gloria Patricia Barrera C., Lissette Aracelly Torres T., Juliana Andrea Gémez V., Paola Emilia Cuartas O., Felipe Borrero E., Laura Fernanda Villamizar R.
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Fotos: Laura Fernanda Villamizar

Figura 21.1. Microesclerocios de Beauveria pseudobassiana.

a. Microesclerocio; b. Microesclerocio germinado;
c. Conidiacién a partir de microesclerocio germinado.
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15,5 y 21,5 dias sobre hembras adultas de la plaga.
Behle, Richmond, Jackson y Dunlap (2015) evaluaron
los microesclerocios de este mismo aislamiento
de M. brunneum F52 para el control de larvas del
escarabajo japonés (Popillia japonica) en condiciones
de laboratorio y campo en cultivos de pastos. Los
microesclerocios se utilizaron en formulacién liquida
y en granulos y se compararon con formulaciones
comerciales de conidios de este mismo hongo y con los
insecticidas quimicos Imidacloprid y Trichlorfon. Las
formulaciones del hongo redujeron significativamente
la densidad de larvas en comparacién con el control
no tratado, con niveles de control entre 38,6% vy
69,2%, que en algunos casos resultaron similares a
los obtenidos con los agroquimicos evaluados. La
formulacién en grinulos fue también evaluada por
Behle, Jackson y Flor-Weiler (2013) para el control
de ninfas de la garrapata Ixodes scapularis. En dicho
trabajo, se determiné que los microesclerocios
aplicados sobre mezcla para macetas mantenidos
bajo condiciones controladas fueron capaces de
producir conidios durante dos semanas y los conidios
permanecieron viables por ocho semanas después
de la aplicacién. Las ninfas fueron susceptibles a la

infeccidén y se alcanzaron mortalidades entre el 56 %

y el 74 %.

En otra investigacién, los microesclerocios del
hongo biocontrolador de fitopatégenos Trichoderma
harzianumfuerontambiénproducidosenfermentacién
liquida y evaluados para el control del damping off
causado por Rbizoctonia solani en semilleros de
melén (Kobori et al., 2015). La incorporacién de
granulos en el suelo mejoré la emergencia de plantas
y redujo en un 90 % la incidencia de la enfermedad,
incrementando asi la sobrevivencia de las plantas de
meldn. Esta formulacién demostré ademds una alta
estabilidad, ya que mantuvo la misma produccién
de conidios por gramo de granulado después de 12

meses de almacenamiento a temperatura ambiente

(Kobori et al., 2015).

En conclusién, los microesclerocios de los hongos
biocontroladores son una estructura con alto potencial
para el desarrollo de una nueva generacién de bio-
productos. Se trata, entonces, de un ingrediente activo
tolerante a condiciones de estrés como la desecacidn,
con alta persistencia en campo y con capacidad de
multiplicarse, producir y liberar grandes cantidades



de propagulos activos en el ambiente. Ademds, tiene
ventajas adicionales, como la facilidad para producirlos
en sistemas de fermentacién liquida utilizando medios
de cultivo simples y econémicos, que ademds pueden
ser ficilmente estandarizados, escalados y controlados
para obtener altos rendimientos y reproducibilidad
entre lotes de produccién. Aunque por ser estructuras
de resistencia es posible que no requieran el desarrollo

de formulaciones de alta complejidad, es importante

Nueva estrategia para
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el desarrollo de formulaciones adecuadas con algunos
adyuvantes y fuentes nutricionales que podrian mejorar
el desempenio ecofisiolégico de los microesclerocios en
campo. A pesar de las ventajas de estas estructuras,
actualmente son pocos los trabajos desarrollados sobre
produccién, formulacién y evaluacién de formulados
a base de microesclerocios, que son una herramienta
novedosa que podria remplazar los bioproductos
fangicos a base de conidios, blastosporas o micelio.

el control de plagas basado en silenciamiento génico

Para el control de insectos plaga se han desarrollado
diversas estrategias que incluyen el uso de insecticidas
de sintesis quimica y organismos vivos presentes
en el medio ambiente (Mazid, 2011). Una nueva
generacién de controladores bioldgicos se basa en la
combinacién de moléculas, metabolitos secundarios
y otros adyuvantes que mejoran las caracteristicas
insecticidas. Con el desarrollo de nuevas tecnologias
en biologia molecular (émicas) se generé un auge de
nuevas y revolucionarias estrategias para el control de
plagas. Es asi que se ha identificado una gran variedad
de proteinas con accidén insecticida y se introdujo
el concepto de plantas resistentes que expresan estas
proteinas en las denominadas plantas transgénicas.
Sin embargo, esta estrategia no ha sido infalible y se
han desarrollado resistencias de algunos insectos, por
lo cual la busqueda de nuevas formas de control con

nuevos modos de accién es constante.

ARN interferente

El descubrimiento de un mecanismo de silenciamiento
génico denominado ArN interferente (ARNI) dio inicio
al desarrollo de una nueva generacién de aplicaciones
para el control de insectos plaga. El mecanismo de
ARN] es empleado de manera natural por organismos
eucariotas para la regulacién de la expresién génica, el
reordenamiento gendémico y la defensa contra dcidos
nucleicos fordneos (Carthew & Sontheimer, 2009;
Perrimon, Ni, & Perkins, 2010). El ARNi funciona

como un ‘silenciador de genes” especifico de secuencia

de ARN, el cual genera la degradacién o, en algunos
casos, la inhibicién de la traduccién del arN blanco

(Fire et al., 1998).

Las primeras observaciones de este mecanismo de
silenciamiento se realizaron con el gen en la enzima
nopalina sintasa (N0s) en plantas de tabaco (Rothstein,
DiMaio, Strand, & Rice, 1987) y posteriormente se
definieron las caracteristicas moleculares del proceso
de interferencia mediante la aplicacién de arn de
doble cadena (ARNdc) exégeno en el nematodo
Caenorhabditis elegans, el cual silencié un ARNm
enddgeno y se denomind ARN interferente (Fire et al,,
1998). En este sistema se describié que moléculas de
ARNdc con secuencia especifica de un gen blanco
pueden ingresar por el tracto digestivo del nematodo e
inducir la disminucién de su transcripcién (Timmons,
Court, & Fire, 2001). Debido a que el silenciamiento
de genes bajo este mecanismo es conservado en células
eucariotas (Fire, 2007), se convirti6 en una herramienta
fundamental para estudios de genémica funcional en
insectos. La descripcién del funcionamiento general
del mecanismo se muestra en el capitulo 20, "Nuevas

estrategias para el control de fitopatégenos "

En resumen, el mecanismo de ARN interferente en
insectos involucra una enzima denominada Dicer (del
tipo RNasa 111), la cual rompe las moléculas de ARNdc
en secuencias mis pequefias (21-24 pares de bases)
denominadas siARN o miARN, segin su biogénesis;
estas son incorporadas en un complejo con mdltiples
subunidades denominado risc (del inglés RNA-
induced silencing complex), que realiza el silenciamiento
identificando y capturando ARNm citoplasmatico

Carlos Espinel C., Gloria Patricia Barrera C., Lissette Aracelly Torres T., Juliana Andrea Gémez V., Paola Emilia Cuartas O., Felipe Borrero E., Laura Fernanda Villamizar R.
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complementario para evitar su transcripcién. Aunque
en plantas, nematodos y hongos se describié la accién
de un ARN polimerasa dependiente de arn (RARP)
para amplificar el mecanismo de interferencia mediante
la formacién de nuevas moléculas de siARN, en
insectos esta enzima no tendria homélogos (Gordon
& Waterhouse, 2007), por lo tanto, podrian existir
mecanismos andlogos para esta funcidn, los cuales son
de vital importancia para que el silenciamiento sea

sistémico en insectos.

ARN interferente
en el control de plagas

La investigacién en ARN interferente en el campo de
la entomologia ha demostrado ser util en el estudio
de la funcién, la regulacidén y la expresiéon de genes,
con modelos como Drosophila melanogaster, Tribolium
castaneum y Bombyx mori (Arakane, Specht, Kramer,
Muthukrishnan, & Beeman, 2008; Hossain et al,,
2008; Miller, Brown, & Tomoyasu, 2008). En diversos
trabajos se emplea esta tecnologia para analizar genes
involucrados en el desarrollo, en aspectos fisioldgicos
generales, en la reproduccién, en el comportamiento y
en las vias biosintéticas de los insectos. Esta aplicacién
también se enfoca al desarrollo de alternativas de
control de plagas buscando genes especificos para
bloquear el desarrollo, la reproduccién u otros que sean

vitales en la supervivencia del insecto (De Andrade &

Hunter, 2016).

Teniendo en cuenta que la molécula desencadenante
del mecanismo ARNi es el ARNdc, los primeros
trabajos en control se basaron en el desarrollo de plantas
transgénicas que expresan este tipo de moléculas con
secuencia complementaria a genes blanco de insectos.
Asi, las moléculas pioneras se realizaron sobre la
subunidad A del gen de ATPasa (V-ATPasa) y el
gen de citocromo P450 (CYP6AE14) para control
de Diabrotica virgifera virgifera Leconte (Coleoptera:
Chrysomelidae) y Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) (Baum et al., 2007; Mao et al., 2007).
Estos trabajos introdujeron el mecanismo de RNAi
inducido por el hospedero en insectos (HI-RNAI, del
inglés host-induced RNAi) para su control (Gordon
& Waterhouse, 2007), donde el insecto consume

parte de la planta para adquirir el ARNdg, el cual, en

Capitulo 21. Nuevas estrategias para el control biolégico de insectos

el intestino, induce el mecanismo que silencia el gen.
Mamta y Rajam (2017) publicaron una tabla resumen
de los desarrollos de HI-RNAI para el control de

plagas.

Posteriormente se introdujo el concepto de ARNI
ambiental, en el cual el mecanismo de ARNi es inducido
después de la exposicién del insecto al ARNdc por
administracién oral o tépica (Kupferschmide, 2013).
A partir de alli se han publicado un gran nimero de
trabajos encaminados al desarrollo de una alternativa
de control bioldgico basado en ARNI, que sea especifica

y evite dafios colaterales del ecosistema.

Seleccién del gen blanco

y produccién de ARNdc

Los genes candidatos para el desarrollo de ARNI
son aquellos de funcién conocida. Se han empleado
genes de enzimas detoxificantes, sintesis celular,
nutricién, metabolismo y citoesqueleto, los cuales
han sido seleccionados con base en diferentes
tecnologifas denominadas émicas, incluyendo librerfas
esT (del inglés expressed sequence tags) y RNAseq
para la caracterizacién de transcriptomas, entre
otros. La seleccién puede estar basada en genes muy
especificos o de amplio espectro, dependiendo de la
variabilidad de la regién genémica empleada. La mayor
especificidad se logra sobre regiones uTr (del inglés
untranslated region) (Whyard, Singh, & Wong, 2009);
por el contrario, genes como V-ATPasa pueden tener
efecto sobre B. tabaci, D. virgifera virgifera y B. dorsalis
(Thakur, Mundey, & Upadhyay, 2016). Ademds, para
ampliar el espectro de la estrategia ARNi también se
pueden utilizar mezclas de ARNdc dirigidas contra
diferentes especies de insectos (Thakur et al., 2016).

La sintesis de las cadenas de ARNdc (sentido y
antisentido) se puede realizar por via enzimadtica in
vitro, o pueden ser clonadas de manera independiente
en un plasmido bajo el promotor del bacteriéfago T7.
Los plasmidos se alinean con enzimas de restriccién y
se transcriben de manera independiente utilizando la
ARN polimerasa T7. En cualquiera de los dos casos, las
cadenas sencillas de ARN se mezclan en concentraciones

equimolares y se anillan por complementariedad para

generar el ARNdc (Kontogiannatos et al., 2013). Una



manera de producir ARNdc a mayor escala es mediante
la transformacién de células de E. coli usando una cepa
deficiente en ARNasalll, conocida como HT115
(DE3), asi la produccién del plismido que contiene
el inserto del gen de interés se produce después de la
induccién con 1pTG (isopropylthio-B-galactoside), dado
que las unidades transcripcionales que generarin el
ARNdc estdn reguladas por el operador y represor Lac
(Tenllado, Martinez-Garcia, Vargas, & Diaz-Ruiz, 2003).

Vias de administraciéon del ARNdc

Existen diversas posibilidades para administrar el
ARNdc que desencadena el mecanismo de ARNi en
el control de insectos. Para efectos de investigacién, se
ha probado la inyeccién del ARNdc en el hemocele
del insecto, su aplicacién en dietas sintéticas o por

alimentacién en gota; sin embargo, para el desarrollo
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de una estrategia de control aplicable a campo, estas
metodologfas no son factibles (Thakur et al., 2016).
Para ello, se han estudiado formas de administracién
oral bajo diferentes estrategias, como las plantas
hospederas transgénicas que expresen moléculas de
ARN(dc o la aplicacién directa de las moléculas (figura
21.2).Por otra parte, se han realizado estudios con virus
infectivos (baculovirus recombinantes) que pueden
expresar ARNdec. Hajos et al. (1999) describieron el
uso del nucleopoliedrovirus de Autographa californica
(AcMNPV) que expresa ARNdc dirigido contra la
hormona juvenil esterasa (JHE) bajo el promotor p10

para el control de Chloridea (Heliothis) virescens.

Se han descrito diversas formas posibles para aplicar
el ARNdg, incluyendo cebos, aerosoles, sistemas de
riego, etc. Las formulaciones permiten proteger las
moléculas de ARNdc para prevenir la degradacién
y aumentar su posibilidad de ingreso en el sistema

celular del insecto blanco. Dentro de las estrategias

Figura 21.2. Esquema de la estrategia de control de insectos plaga mediante ARNi. A. Seleccién del gen blanco;

B. Produccién de moléculas desencadenantes; C. Vias de aplicacién; C1. Métodos utilizados en laboratorio: aplicacién

tdpica e inyectada y aplicacién oral mediante dietas artificiales y método de la gota; C2. Estrategias de liberacién en

campo; C2a. Aplicacién de moléculas desencadenantes formuladas; C2b. Aplicacién a través de vectores (bacterias y

virus); C2c¢. Uso de plantas hospederas transgénicas.

Fuente: Elaboracién propia
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utilizadas se encuentran: el recubrimiento en lipo-
somas (Whyard et al., 2009) y nanoparticulas de
quitosin (Zhang, Zhang, & Zhu, 2010) para proteger
de condiciones ambientales; también se han usado
péptidos denominados CPP (del inglés cationic cell-
penetrating peptides) que pueden proteger las moléculas
de la degradacién endosomal y entregar la carga

directamente en la célula (Endoh & Ohtsuki, 2009).

Eficacia del control

de plagas mediado por ARNi

La eficacia del control mediado por ARNI es variable
entre diferentes grupos de insectos, posiblemente por
diferentes factores inherentes a la especie en cuestion.
A pesar de diversos estudios en diferentes érdenes de
insectos como Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera,
Hymenoptera, Lepidoptera y Diptera, los dos tltimos

parecen tener menotr susceptibilidad al mecanismo

ARNI (Thakur et al., 2016).

En algunos casos, existen limitantes como la degradacién
rapida de las moléculas de ARNdc, ineficientes formas
de internalizacién de las moléculas en la célula o
baja presentacién y subsecuente interaccién con la
magquinaria del mecanismo de interferencia. Ademas,
se tienen reportes que demuestran que el pH vy las
enzimas intestinales pueden degradar el ARNdc
antes de internalizarse en las células (Garbutt, Bellés,
Richards, & Reynolds, 2013; Hakim, Baldwin, &
Smagghe, 2010). En este sentido, se han descrito
ejemplos en los que se demuestran las causas de
variabilidad en la eficiencia del mecanismo ARNI en

diferentes grupos de insectos (Ivashuta et al, 2015;
Shukla et al., 2016; Wang et al., 2016).

Uso de metabolitos como

Otros factores que determinan el éxito de la estrategia
de ARNi incluyen la dosis empleada para la induccién
del mecanismo, donde algunos insectos responden a
altas dosis y otros pueden ser sobresaturados, lo cual
inhibe la maquinaria y la eficiencia del control (Garbutt
etal., 2013). Por otra parte, la longitud de las moléculas
también puede ser un factor decisivo de éxito y varfa
entre diferentes especies de insectos (Bolognesi et al,,
2012), donde se han descrito fragmentos entre 134 y
1.842 pb, con un rango frecuente entre 300 y 500 pb
(Scott et al., 2013).

El ARNdc producido in vitro mediante un sistema
enzimitico o producido de manera recombinante
en bacterias transformadas puede ser considerado
como un producto natural (bioplaguicida), ya que su
mecanismo de accién se presenta de manera natural.
Esta tecnologfa, como la mayoria de los plaguicidas
biolégicos, puede ser menos efectiva que los plaguicidas
quimicos; sin embargo, es aplicable en combinacién con
otras estrategias para evitar el desarrollo de resistencias
e inclusive para disminuir el impacto ambiental que
puede generar el control quimico convencional via
reduccién de dosis (Kourti, Swevers, & Kontogiannatos,
2017). Por otra parte, la aplicacién de ARNi puede ser
utilizada como sinergista para aumentar el efecto de
otros bioplaguicidas. Otro factor importante para el
desarrollo de ARNi como controlador biolégico son los
costos de produccidn, ya sea por via sintesis enzimdtica
o bacteriana. Para ensayos de laboratorio es posible
producir bajas cantidades; sin embargo, la produccién a
gran escala atin no es viable (Palli,2014). A pesar de ello,
los costos han ido descendiendo répidamente: mientras
en 2008 se estimaba el costo de 40 g de ARNdc en
500.000 délares, para el 2016 los costos estimados
para la misma cantidad fueron de 4.000 délares (De

Andrade & Hunter, 2016).

potenciadores de la actividad biol6gica

En Colombia, el uso de agentes de control bioldgico
(acB) ha venido tomando fuerza en los tltimos afios de-
bido a la concientizacién de los agricultores respecto a la

aplicacién indiscriminada de agroquimicos y sus conse-
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cuencias para la salud y el medio ambiente, a la aparicién
de resistencia por parte de las plagas y a las restricciones
del mercado internacional frente a los limites de residuos

de plaguicidas en los productos de importacion.



Numerosos esfuerzos se han realizado por parte de las
universidades, las organizaciones cientificas y los gremios
para desarrollar productos bioldgicos de alta calidad, que
sean rentables para los productores y que tengan igual
o mayor eficacia que los agroquimicos. Los productos
entomopatdgenos mas comtinmente empleados tienen
como principio activo hongos (Beauveria bassiana,
Metarbizium anisopliae, Lecanicillium lecanii, entre
otros), bacterias (Bacillus thuringiensis) y, minori-
tariamente, virus (baculovirus). Sin embargo, una de
sus grandes limitantes es el tiempo entre su aplicacién
y la muerte de los insectos, el cual suele ser de varios
dias, ademds de requerir, en algunos casos, dosis altas
para evidenciar una eficacia aceptable, lo cual puede

aumentar los costos.

Gracias al amplio conocimiento que hoy se tiene
respecto a estos organismos, es posible mejorar y
potenciar su uso mediante el aprovechamiento de sus
genes de virulenciay del rol bioldgico que desempenan
en la patogénesis. Los modos de accién quimicos o
bioquimicos toman entonces gran importancia en el
desarrollo de bioplaguicidas eficaces. La investigacidn
actual y futura sobre bioplaguicidas se beneficiaria de
un enfoque intensificado en la quimica, que tomara
en cuenta no solo la accién del microorganismo per se
sino que integrara una visién holistica desde multiples
frentes y mecanismos de accién (Hubbard, Hynes,
Erlandson, & Bailey, 2014). Una comprensién mds
completa de la base quimica del control bioldgico de
plagas puede facilitar el desarrollo de bioplaguicidas
de nueva generacién mediante el uso combinado de
agentes de control bioldgico con diferentes metabolitos
bioactivos que mejoren las caracteristicas insecticidas
del producto, ya sea disminuyendo su concentracién
o tiempo letal o ampliando el rango de hospederos
sobre los cuales tiene efecto. Dichas estrategias se han
investigado, ya sea mediante la manipulacién genética

de los organismos o como aditivos funcionales (Ortiz-

Urquiza, Luo, & Keyhani, 2015).

Los metabolitos bioactivos méds ampliamente estudiados
han sido las enzimas obtenidas de los hongos
entomopatdgenos. La penetracién de los hongos en la
epicuticula de los insectos depende de factores fisicos y
quimicos influenciados por la composicién y la maquinaria
enzimitica de los hongos. Dicha maquinaria incluye la
produccién de quitinasas, proteasas, lipasas y esterasas,

entre otras (Hubbard et al., 2014; Khachatourians, 1996).

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Otra estrategia que se ha estudiado es el uso de toxinas
especificas para insectos (insectotoxinas). Muchos
animales, particularmente las arafas y los escorpiones,
han desarrollado neurotoxinas que afectan tinicamente
el sistema nervioso de sus presas, paralizindolas y
luego matandolas. Por tal razén estas moléculas tienen
un gran potencial para el control de insectos plaga
(Gurevitz et al., 2007; Harrison & Booning, 2001;
Rohou, Nield, & Ushkaryov, 2007).

Quitinasas

Las quitinasas son enzimas que han sido detectadas
en una gran variedad de organismos, incluyendo los
hongos,y queintervienen enla degradacién dela quitina
presente en el exoesqueleto y en los revestimientos
intestinales de los insectos (Zhiqiang, 2005). Debido a
la importancia de la quitina y sus enzimas metabdlicas
en el crecimiento y el desarrollo de los insectos, las
enzimas quitinoliticas y sus genes han recibido mucha
atencién en los dltimos afios. Este interés se basa en
el hecho de que las quitinasas pueden participar como
agentes de defensa frente a insectos plaga y patdgenos
porque degradan estructuras vitales como la membrana
peritrdfica, la cuticula de los insectos, los huevos, la
pared celular de patégenos fingicos, o por liberacién
de moléculas que posteriormente provocan otros
tipos de respuestas defensivas por parte del hospedero
(Herrera-Estrella & Chet, 1999). Tanto los hongos
como las bacterias y los virus entomopatdgenos poseen
genes que codifican para la produccién de quitinasas, y
se ha demostrado que, en los procesos infectivos, estas
perforan la membrana del intestino de los insectos,
facilitando la entrada de los patégenos a la cuticula del

insecto y permitiendo asi la penetracién de los hongos

(Singh et al., 2014).

Dadalaimportancia delas quitinasas tanto en el control
de insectos como en la resistencia a enfermedades,
se han clonado numerosos cDNA de quitinasas
provenientes de plantas o de microorganismos y
algunos se han introducido en plantas bajo el control
de promotores constituyentes, lo cual ha dado como
resultado una mejora de la resistencia de la planta a
hongos fitopatégenos (Herrera-Estrella & Chet,
1999). En el caso de los insectos existe menos

informacién al respecto, con muy pocos casos de éxito
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reportados. Osman et al. (2015) aislaron un gen de
quitinasa proveniente del insecto Spodoptera littoralis
y desarrollaron plantas de maiz que expresaban esta
enzima. Los bioensayos realizados revelaron que se
presenté mds de un 60% de mortalidad de larvas de
Sesamia cretica cuando estas fueron alimentadas en el
maiz transgénico. Esta estrategia, sin embargo, debe
estudiarse mds a fondo. Es por esto que el estudio del
uso combinado de entomopatdgenos y quitinasa surge
como una estrategia innovadora para el desarrollo de

bioplaguicidas.

Quitinasas como sinergistas
de microorganismos:
caso Bacillus thuringiensis (Bt)

Las quitinasas microbianas se han utilizado en
experimentos de mezclas para aumentar la potencia
de microorganismos entomopatdgenos. Dichos efectos
sinérgicos se describieron desde los afos setenta, en
donde se usaron enzimas quitinoliticas bacterianas
para potenciar la actividad de la bacteria B. thuringiensis
(Kramer & Muthukrishnan, 1997). Se observé un
efecto letal mayor sobre larvas de S. littoralis cuando se
incorpord una combinacién de bajas concentraciones
de una toxina Bt recombinante (CrylC) y una
endoquitinasa de Serratia marcescens en la dieta de los
insectos (Regev et al., 1996). La mezcla de una cepa de
Bt con baja actividad quitinolitica con cepas de Bt con
alta produccién de quitinasas resulté en una menor
concentracidn letal media que la cepa inicial sobre larvas
de Spodoptera exigua (Liu et al., 2002). En otro estudio,
se purificé una quitinasa a partir del sobrenadante
del medio de cultivo de la cepa de Bt HD-I.
Dicha proteina potencié el efecto insecticida de la
proteina Vip cuando se utilizé contra larvas neonatas
de Spodoptera litura y redujo su concentracién letal
en un 30% (Arora, Ahmad, Rajagopal, & Bhatnagar,
2003). Incluso se modificé genéticamente una cepa
de Bt nativa a la que se le incluyé un gen que codifica
para la quitinasa chiBIA de Bacillus licheniformis
por recombinacién homdloga y se demostrd que se
redujo mds del 50% la concentracién letal 90 de la
cepa Bt sobre larvas de S. exigua. Ademis, utilizando
microscopia electrénica de barrido, se observaron

perforaciones en la membrana peritréfica de larvas que
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fueron alimentadas con quitinasas crudas o purificadas
desde el primer instar (Thamthiankul, Moar, Miller, &
Panbangred, 2004). Los estudios descritos demuestran
el potencial de emplear agentes entomopatdgenos en
mezcla con enzimas involucradas en la virulencia de

dichos microorganismos.

Proteinas derivadas
de baculovirus

Como se menciond, los baculovirus producen gran
cantidad de proteinas involucradas en su patogenicidad y
virulencia, muchas de las cuales se encuentran expuestas
en el cuerpo de inclusién y mejoran la eficiencia del
proceso de infeccién. Dichas proteinas se han empleado
durante mds de veinte afios para mejorar el efecto
insecticida de los baculovirus mediante su modificacién
genética, y se ha logrado disminuir su tiempo o su
concentracién letal; sin embargo, la seguridad de estos
virus recombinantes debe ser investigada mas a fondo.
Ademads, se deben tener en cuentalasrestriccioneslegales
que existen en varios paises para el uso de organismos
genéticamente modificados (Ravensberg, 2011). En
este contexto resulta mds interesante sacar provecho
de la adicidn de estas proteinas a los bioplaguicidas, ya
sea que estén producidas por otros organismos o como

proteinas derivadas de los cuerpos de inclusién virales.

Un ejemplo de esto es el uso combinado de las proteinas
del granulovirus de Xestia c-nigrum (XecnGV), cuyo
andlisis genético demostrd que posee cuatro proteinas
enhancinas y otras proteasas importantes (Hayakawa
et al, 1999) como potenciadores de la actividad
del nucleopoliedrovirus de Mamestra  configurata
(MacoNPV). Las enhancinas causan degradacién de
la mucina, el principal componente de la membrana
peritrofica, lo cual permite un mayor acceso de los
viriones a las células epiteliales del intestino medio y da
como resultado una mayor susceptibilidad del insecto
a la infeccién viral (Biedma, Salvador, Ferrelli, Sciocco-
Cap, & Romanowski, 2015). Se emplearon las proteinas
alcalinas solubles de XecnGV junto con MacoNPV en
ensayos de campo sobre cultivos de repollo durante dos
afios y se confirmé el efecto potenciador de las proteinas
solubles de Gv sobre la infeccién de nucleopoliedrovirus

y sobre la potencia de las formulaciones, que contenfan



10° cuerpos de inclusién/mL de npv y 5 pg/mL de
proteinas de Gv para el control de larvas de Mamestra
brassicae (Goto, Mukawa, & Mitsunaga, 2015). Aun
asi, es necesario explorar la posibilidad de desarrollar
cepas virales recombinantes que contengan las proteinas
potenciadoras o sinérgicas dentro de su genoma,
mediante métodos que garanticen su estabilidad y

seguridad.

Toxinas

Las toxinas provenientes de los aricnidos (principal-
mente escorpiones) han sido ampliamente estudiadas
en este contexto, ya que contienen moléculas que ac-
tlan especificamente sobre los insectos, los paraliza o
los matan (con dosis altas) y no tienen efectos en los
mamiferos (Gurevitz et al., 2007; Ortiz & Possani,
2015; Rohou et al,, 2007). Un grupo de toxinas de es-
corpién denominadas B-NaScTxs se acoplan al sitio
4 de los canales de sodio de las neuronas motoras y
provocan su activacién prematura, causando espas-
mos musculares y pardlisis (Pelhate & Zlotkin, 1982).
También se ha demostrado que esta familia de toxinas,
en altas concentraciones, no afecta las neuronas de los
mamiferos (De Dianous, Hoarau, & Rochat, 1987).
Gracias a la especificidad de dichas toxinas por los ca-
nales de sodio de los insectos, estas moléculas han sido
propuestas como alternativa para el control de insectos
plaga. Sin embargo, la gran limitante en su implemen-
tacidén ha sido la forma de aplicacién. Las aranas y los
escorpiones inyectan sus toxinas directamente en los
insectos y estas se diseminan ripidamente a través de
la hemolinfa. No se observa penetracidn a través de la
cuticula de los insectos o mediante la ingestién, lo cual

limita su aplicacién directa sobre los cultivos (Ortiz &
Possani, 2015).

Una solucién potencial es utilizar entomopatdgenos
que faciliten el paso de las toxinas del tracto digestivo a
la hemolinfa. En la década de los noventa se realizaron
estudios sobre la modificacién genética de baculovirus
para que expresen toxinas de arafias (Kiyatkin,
Kulikovskaya, Grishin, Beadle, & King, 1995; Rohou
et al., 2007) o P-toxinas de escorpiones, ya que se
estaban comenzando a utilizar como método de
control de plagas (Maeda et al., 1991). El baculovirus
modificado de Autographa californica con la toxina

del escorpién Androctonus australis incrementd la
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velocidad de mortalidad de larvas entre un 10 y un
15% aproximadamente y, ademds, gracias al efecto
paralitico de las toxinas, el 4rea foliar consumida por
las larvas se redujo cerca del 25% (Cory et al.,, 1994).
Similarmente, el nucleopoliedrovirus de Helicoverpa
armigera modificado con la misma toxina redujo su
tiempo letal entre un 17 y un 34 %, y el tiempo en que
las larvas se alimentaron, entre el 30 y el 43% (Sun
et al., 2004). De la misma forma, se han desarrollado
cepas de Metarhizium acridum con dos toxinas de
escorpién diferentes y en ambos casos se observé un
incremento en la velocidad de crecimiento de micelio
en la hemolinfa y una reduccidn en el tiempo letal de
aproximadamente el 30 % en Locusta migratoria (Peng
& Xia, 2014; 2015). Paralelamente se observé que se
necesita un 45 % menos de esporas de M. anisopliae
modificado con B-NaScTxs paralograrlaconcentracién
letal 50 en mosquitos vectores de malaria (Bilgo et al.,
2017). Sin embargo, debido a la baja aceptacién de los
microorganismos modificados genéticamente, se ha
detenido el desarrollo de esta tecnologia. No obstante,
los cambios en la opinidn publica y la legislacién, en el

futuro, podrian revivir su continuidad.

Como alternativa a la modificacién genética de los
baculovirus, las toxinas también se pueden utilizar
como aditivos en las formulaciones. Las toxinas de
arafias y escorpiones recombinantes se han ligado
a proteinas transportadoras como la lignina GNa
(Galanthus nivalis agglutinin). Al ligar la neurotoxina
de la arafa Segestria florentina con GNA se observd
una mortalidad en el saltahojas del arroz, Nilaparvata
lugens, del 100 % después de siete dias, y un incremento
del 50% en la mortalidad del 4ido Myzus persicae en
comparacién con el control (Down et al., 2006). La
fusién de GNA con la toxina del escorpién Mesobuthus
tamulus mostré una alta mortalidad (entre el 70 y
el 90%) en la polilla del tomate Lacanobia oleracea
(Trung, Fitches, & Gatehouse, 2006). Aunque se ha
visto que este método no es especifico y puede afectar
diferentes 6rdenes de insectos, se ha observado que
en larvas de L. oleracea inyectadas con estas proteinas
de fusién a una dosis subletal no se ve afectado el
desarrollo del parasitoide Eulophus pennicornis, lo cual
sugiere que puede ser un método complementario
en programas de manejo integrado de plagas
(Nakasu et al., 2016). Sin embargo, es necesario que se

evaltie su efecto sobre enemigos naturales depredadores.
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De momento no se han evaluado mezclas de baculovirus
con las combinaciones de GNA y toxinas (GNA/
Tx) y atn quedan muchos interrogantes por resolver.
En primer lugar, hay que determinar qué cantidad de
GNA/Tx es suficiente para potencializar el efecto de
los baculovirus para que estos se puedan usar de forma
correctiva. Esta cantidad va a definir si el producto
es viable econémicamente o si es mdas efectivo usar
tnicamente el GNA/Tx. Otra alternativa es evaluar
Gnicamente las toxinas como aditivo para potenciar los
baculovirus. Dado que los baculovirus abren poros en la
membrana peritréfica, es posible que los orificios sean

suficientes para que las toxinas lleguen a la hemolinfa.

Los metabolitos bioactivos producidos por los diferen-

tes organismos tienen un alto potencial para ser em-

pleados como potenciadores de la actividad insecticida
de microorganismos entomopatdgenos, enfocados a
mejorar diferentes caracteristicas de los bioplaguicidas
que se emplean tradicionalmente en los sistemas pro-
ductivos. Dada la poca aceptacién de emplear organis-
mos genéticamente modificados, una opcién viable es
la produccién de estos metabolitos en sistemas de bio-
fabricas y su inclusién aditiva en las formulaciones, con
resultados interesantes demostrados en laboratorio ,

en algunos casos, en campo.

Muchos de estos logros se derivan de una mayor com-
prensién de la biologia de estos organismos y de la in-
version en este tipo de investigaciones que se orientan
al empleo racional y seguro de entomopatégenos como

agentes de control de insectos.

Combinacién de microorganismos

en el control de insectos plaga

La interaccién patdgeno-hospedero se limita en la
mayoria de los casos al estudio de una sola especie de
patdgeno, sin embargo, se ha venido conociendo que
en la naturaleza las infecciones multiples son mucho
mds comunes de lo que se suponia. Se pueden dar
naturalmente infecciones en las que dos o mds agentes
infecciosos coexisten en el mismo hospedero y pueden
ser de linajes muy diferentes, incluso genéticamente,
pero pertenecientes a una misma especie. En el caso
de infecciones mixtas, pueden darse interacciones
complejas entre los patdgenos involucrados, se puede
aumentar o suprimir la capacidad virulenta de ambos
agentes infectivos o puede elevarse la capacidad de uno
y disminuirse la del otro. En tltimo caso, los agentes
estdn compitiendo por un recurso, que es el hospedero,
0, mis aun, podrian competir por una parte especiﬁca
del recurso (hemolinfa, cuerpos grasos, tejidos o célu-

las determinadas).

Hongos entomopatégenos
con otros microorganismos

Dentro de las estrategias de control biolégico se

puede incluir el uso de agentes biolégicos de manera
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combinada, dentro de las cuales es posible evidenciar
eventos de sinergismo o capacidad aditiva en su
toxicidad. Tal es el caso de un estudio realizado por
Torres & Cotes (1999), en el cual, al evaluar un
aislamiento del hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana y otro de Metarhizium anisopliae contra
del gusano blanco de la papa Premnotrypes vorax,
encontraron un incremento en el porcentaje de
eficacia al usarlos de manera combinada con respecto
a su aplicacién individual. La combinacién de los
aislamientos se hizo ajustindolos a su concentracién
letal media (CLso)’ la cual fue de 55 x 10° conidios mL!
para B. bassiana, y para M. anisopliae de 13 x 10°
conidios mL". Se encontraron diferencias significativas
en los porcentajes de eficacia alcanzados para el dia
10 por dichos tratamientos, incluyendo los obtenidos
por los testigos absoluto y tratado (tratamiento de los
insectos con Tween 80 al 0,1 %). Al evaluar la actividad
biocontroladora de manera combinada sobre adultos
de P. vorax, se encontré un porcentaje de eficacia del
25% al dia siguiente de inoculados. Este porcentaje
aumentd rdpidamente hasta alcanzar una eficacia
del 51,84% y del 100% para el dia cuarto y décimo
respectivamente. En contraste, cuando se evaluaron
los aislamientos de manera individual, se observs,

al siguiente dia de haber inoculado los insectos, una



eficacia del 3,7 % y del 14,29 % para B. bassiana y M.
anisopliae respectivamente. Sin embargo, aunque estos
porcentajes aumentaron gradualmente, no fue posible

alcanzar el 50 % de eficacia al décimo dia.

La disminucién en el tiempo de la mortalidad de los
insectos tratados con la mezcla de los aislamientos con
respecto a su utilizacién individual podria relacionarse
con un efecto sinérgico de mecanismos de accidén
de cada microorganismo. Estos resultados podrian
explicarse, en parte, por la accién combinada de las
toxinas de B. bassiana y de M. anisopliae a la que se

sometieron los insectos.

En procesos de control biolégico con Metarhizium
spp.» normalmente se lleva a cabo una sintesis de
diferentes péptidos ciclicos de variada composicién
amino e hidroxiamino, como es el caso de las
destruxinas producidas por M. anisopliae, toxinas que,
segin Poprawski, Robert y Maniana (1985), pueden
variar en su accién sobre el hospedero. Tal es el caso
de la destruxina E, que puede actuar en el momento
de la infeccién con un efecto tdxico caracterizado
por producir en el insecto flacidez y paralisis del
cuerpo. Ademis, el aislamiento de B. bassiana podria

haber

beauvericina, beauveroliodes y bassionalidae, los cuales

sintetizado los compuestos denominados

estdn asociados con la actividad insecticida del hongo

(Gillespie & Claydon, 1989).

Este evento de sinergismo en la toxicidad se apoya
en el hecho de haber obtenido al dia siguiente de la
inoculacién de los adultos con la mezcla una eficacia
del 25 %, mientras que, en este mismo dfa, al utilizarlas
de manera individual, se obtuvieron eficacias del
3,57 % y del 14,29 % respectivamente para B. bassiana
y M. anisopliae. Teniendo en cuenta estos resultados,
el mas ripido efecto de mortalidad podria atribuirse
a la actividad de M. anisopliae. Ademds, la actividad
de este hongo podria haber sensibilizado los insectos
a otros mecanismos de accidn correspondientes a B.
bassiana o a M. anisopliae que involucran procesos
mecdnicos y enzimdticos (Khachatourians, 1991).
Después del contacto entre el hongo entomopatégeno
y el insecto, se da una sintesis de enzimas con efecto
especifico sobre cada uno de los componentes de la
epicuticula y la cuticula. La primera es desintegrada
por la accién de las lipasas y la segunda por las

quitinasas, N-acetil- B-glucosaminidasas y proteasas

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

(Clarkson & Charnley, 1996). Dentro de estas
enzimas, la serina proteasa de M. anisopliae presenta
dos actividades, Pr1y Pr2, responsables de la hidrélisis
del 25% al 30% de las proteinas cuticulares que son
secretadas por el apresorio y por la hifa, que penetra
la cuticula, asi como también de la separacién fisica de
capas (Khachatourians, 1991). Estas enzimas de M.
anisopliae podrian haber causado rompimiento de la
cuticula del insecto, facilitando asf la penetracién de B.
bassiana. Los resultados demostraron que, al utilizarse
de forma combinada, puede existir una interaccidén
que potencializa la actividad biocontroladora de los
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae. Esta
interaccién puede darse desde muchas estrategias:
sinergismo, adicién, mutualismo o sintrofia. En el
caso de mutualismo, los microorganismos superan
algtin factor limitante en el medio, lo cual facilita su
desarrollo, mientras que en el caso de sintrofia los
microorganismos podrian compartir el microambiente,

pues el metabolismo de uno serfa accesible al otro

(Campbell, 1987).

Como se mencioné al principio de este apartado, la
accién combinada de los microrganismos no siempre
repercute en el aumento de la mortalidad. Tal es
el caso de un trabajo hecho por Uma Maheswara
Rao, Uma Devi y Akbar Ali Khan (2006) en el que
sometieron larvas de segundo instar de Spodoptera
litura a la aplicacién conjunta de Metarhizium rileyi
(antes Nomuraea rileyi) y B. bassiana en dos niveles
de temperatura, una constante (25 °C) y una variable
(32 °C/8 horas y 21 °C/16 horas); como resultado,
los dos hongos no tuvieron efecto sinérgico sobre la

mortalidad de los insectos.

Sin embargo, se han encontrado efectos sinérgicos o
aditivos entre patégenos de otros grupos sistemdticos,
por ejemplo, se han observado efectos durante la
infeccién fangica combinada de Metarhizium y
Beauveria y bacterias como Bacillus thuringiensis y
Pseudomonas (Yaroslavtseva et al., 2017). Por ejemplo,
Mwamburi, Laing y Miller (2009) encontraron una
reduccién del 52% de emergencia de adultos de
Musca domestica cuando aplicaron a las larvas en el
agua 500 mg/kg de la combinacién de B. thuringiensis
var. israelensis y un aislamiento de B. bassiana. Contra
el barrenador asidtico del maiz Ostrinia furnacalis
se ha evaluado en laboratorio la combinacién de

la toxina CrylAc de B. thuringiensis y B. bassiana,

Carlos Espinel C., Gloria Patricia Barrera C., Lissette Aracelly Torres T., Juliana Andrea Gémez V., Paola Emilia Cuartas O., Felipe Borrero E., Laura Fernanda Villamizar R.

937



938

Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

y se encontraron efectos aditivos sobre larvas de
tercer instar (Ma et al., 2008). Lednev et al. (2008)
aplicaron una combinacién de M. anisopliae, B.
bassiana y Pseudomonas spp. sobre Locusta migratoria,
y como resultado la mortalidad aumentd y el tiempo
letal disminuyé. Para el manejo de la polilla Sesamia
nonagrioides se han evaluado combinaciones de B.
thuringiensis con M. anisopliae y B. thuringiensis
con B. bassiana y se obtuvieron efectos aditivos
y mortalidad entre el 60 al 100% (Mantzoukas,
Milonas, Kontodimas, & Angelopoulos, 2013). De
igual manera, con la combinacién de un aislamiento
de B. bassiana y de B. thuringiensis sobre larvas de
segundo y cuarto instar de Earias vittella se encontré
un aumento en la mortalidad y una tasa menor de
formacién de pupas, de adultos y de eclosién de huevos
(Ali, Wakil, Zia, & Sahi, 2015). Wraight y Ramos
(2005) determinaron la eficacia en parcelas de campo
de una mezcla de B. thuringiensis y B. bassiana sobre
poblaciones larvales de Leptinotarsa decemlineata, y
obtuvieron una reduccién en la poblacién de hasta un
35 %. Por tltimo, Yaroslavtseva et al. (2017) realizaron
ensayos bioldgicos combinando Metarhizium robertsii
(7% 10° conidios mL™') con un aislamiento de B.
thuringiensis ssp. morrisoni var. thuringiensis (2 x 10°
cristales y esporas mL™?) sobre larvas de cuarto instar
de L. decemlineata. Encontraron una reduccién en el
tiempo letal (tres dias) en comparacién con el hongo
(ocho dias) y la bacteria, la cual fue igual al testigo. Se
concluyé que hubo un efecto sinérgico en comparacién

con la aplicacién individual de cada microorganismo.

Los mismos autores le atribuyeron a la bacteria un
cambio de la reaccién inmunofisiolégica del insecto
que permite el incremento de la susceptibilidad a
la infeccidén flngica. La bacteria mejora la actividad
fenoloxidasa, inhibiendo la inmunidad celular e
interrumpiendo la respuesta del sistema detoxificativo

ala accién del hongo.

En cuanto a la combinacién con virus entomopa-
tégenos, hay muy pocos estudios desarrollados. Lecuona
y Alves (1988) encontraron efectos en laboratorio
al mezclar B. bassiana, Beauveria brongniartii con el
virus de la granulosis de Diatraea saccharalis (DsGV).
Los autores registraron una mejoria en la eficacia de
los hongos, pero sin que se modificara la del virus.
Por otro lado, Pauli (2009) mezclé en laboratorio
un aislamiento de M. anisopliae, uno de B. bassiana y
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DsGV vy encontrd un efecto aditivo en la mezcla con
M. anisopliae, CL50 fue de 1,97 x 107 CI mL", aunque
se puede considerar una concentracién letal algo alta.

Con B. bassiana, se encontrd un efecto antagonista.

Coinfecciones virales:
virus - virus

El uso de virus entomopatégenos se ha enfocado
principalmente en el desarrollo de estrategias de
control biolégico mediante el uso individual de
aislamientos virales para el control de insectos de
importancia agricola o de importancia en salud
humana; sin embargo, en diferentes estudios se han
evidenciado interacciones virus-virus que pueden
determinar cambios en el desarrollo de la infeccidn.
Aunque la mayoria de estas interacciones han sido
descubiertas por casualidad y son el resultado de
procesos evolutivos por la caracteristica propia de
los virus como parésitos obligados, existen algunos
casos en donde las combinaciones dirigidas entre
virus entomopatdgenos han mostrado tener un
efecto significativo en la patogénesis viral (Cuartas
& Villamizar, 2011). Este cambio en la patogénesis
puede darse por interacciones directas de genes virales
o producto de los genes, interacciones indirectas
que modifican las condiciones del hospedero o
interacciones que perturban el sistema inmune de

los insectos (DaPalma, Doonan, Trager, & Kasman,

2010).

Las diferencias medibles en las combinaciones virales
incluyen cambios en el tropismo celular, en los procesos
dereplicacién viral, produccidn y liberacién de progenie,
latencia y patologia de la infeccién por cambios a nivel
del sistema inmune (Waner, 1994), lo que conlleva a un
aumento de la tasa de replicacién y de la patologia viral
en comparacién con infecciones individuales (Kasman,
2010). Aunque en la actualidad existen mds de quince
familias virales que afectan insectos (International
Committee on Taxonomy of Viruses [1cTv], 2016),
solo en las familias Ascoviridae, Baculoviridae,
Metaviridae, Polydnaviridae, Poxviridae y Reoviridae
se han evidenciado este tipo de interacciones (Cuartas
& Villamizar, 2011). A continuacién, se exponen

algunos ejemplos.



Interacciones directas

Las interacciones directas se caracterizan porque ocu-
rre una interaccidn fisica directa entre el producto de
los genes de dos virus distintos (DaPalma et al., 2010),
lo cual da como resultado virus ayuda-dependientes
(belper-dependent viruses), cuya replicacién o proceso
de infeccién es defectivo por si solo y requiere del
producto de los genes de otros virus para producir
una progenie infecciosa, recombinaciones gendmicas
que se producen naturalmente en la evolucién viral
como un mecanismo genético, que contribuye a la
heterogeneidad del genoma y a su plasticidad, y virus
incrustados (embedded viruses), como es el caso de los
retrovirus, que se integran en el genoma de un virus
ADN grande no relacionado (Cuartas & Villamizar,
2011; DaPalma et al., 2010; Jehle, Fritsch, Huber, &
Backhaus, 2003). Este tipo de interaccién requiere que
la coinfeccidn viral se desarrolle en una misma célula,
pero no necesariamente que la infeccién ocurra al
mismo tiempo (DaPalma et al.,, 2010).

Para el caso de los virus ayuda-dependientes, un
ejemplo de este proceso se presenta cuando un
aislamiento viral que no tiene la capacidad de replicarse
en cierta linea celular se combina con un aislamiento
que si se puede replicar, dando como resultado una
disminucién en la produccién de particulas virales
del segundo virus y una alta produccién de particulas
virales del primero, posiblemente por la activacién
de factores de transcripcién y traduccién y por la
elucién de los mecanismos de defensa del hospedero
(Lépez-Ferber, Simén, Williams, & Caballero, 2003).
Este efecto se ha evidenciado en la combinacién
entre el MNPV de Lymantria dispar (LAMNPV) y el
mMNev de Autographa californica (AcMNPV) en la
linea celular Ld652Y (Guzo, Rathburn, Guthrie, &
Dougherty, 1992; McClintock & Dougherty, 1987),
entte AcMNPV vy el mnev de Spodoptera exigua
(SeMNPV) en las lineas celulares Sf21 de Spodoptera
frugiperda y High 5 de Trichoplusia ni (Cheng &
Lynn, 2009; Yanase, Yasunaga, Hara, & Kawarabata,
1998) y en la coinfeccién entre ACMNPYV y el mnpv
de Thysanoplusia orichalcea (ThorMNPV) en la linea
celular Sf21 (Wang, Salem, Lynn, & Cheng, 2008).
Otro ejemplo se presenta en la coinfeccién entre
genotipos defectivos y genotipos completos como el

mNev de Choristoneura fumiferana y de S. frugiperda,
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cuyos genotipos defectivos no infectan por via oral al
carecer de los genes pif (gen de infectividad per os).
La coinfeccién entre estos genotipos permite que los
genotipos defectivos atraviesen el intestino medio y

entren al hemocele de la larva para replicarse en otros

tejidos (Lauzon, Jamieson, Krell, & Arif, 2005).

En cuanto a las recombinaciones gendmicas, un
ejemplo de esta interaccién se presenta entre el NPV
de Bombyx mori (BmNPV) y el AcMNPYV, donde
se ha evidenciado aproximadamente un 90% de
homologia entre el material genético; sin embargo, el
AcMNPV se replica muy bien en lineas celulares de
T. niy de S. frugiperda en las cuales el BmNPV no
es capaz de replicarse y, por el contrario, en la linea
celular desarrollada para B. mori se puede replicar, pero
debido a la ausencia de transcripcién de genes tardios
de proteinas estructurales no tiene la capacidad de
producir viriones brotados (Rahman & Gopinathan,
2003). En la linea celular de B. mori, la coinfeccién
entre BmnNPV y AcMNPV conlleva a la produccién
de virus recombinantes que presentan alta variacidén
entre los patrones de los parentales, debidos a procesos
de recombinacién genética y a que tienen la capacidad
de crecer en esta linea celular donde antes no lo
podian hacer (Kondo & Maeda, 1991; Rahman &
Gopinathan, 2003).

En el caso de los virus incrustados, este tipo de
interaccidn solo ocurre con los retrovirus que tras un
proceso de coinfeccién se integran al genoma de un
virus ADN grande no relacionado, como en el caso de
los baculovirus. Este efecto se ha evidenciado entre
el retrovirus T. ni y AcMNPYV, donde el retrovirus se
integra al genoma del Npv durante la replicacién viral y
adquiere una via diferente para su entrada y transmisién
dentro del hospedero, debido a la alteracién de los
genes de AcMNPV por la expresién de los genes del
retrovirus (Friesen & Nissen, 1990).

Interacciones indirectas

Lasinteracciones indirectas se presentan cuando ocurre
una alteracién del medio ambiente del hospedero
debido a una coinfeccién previa o simultanea de
dos virus diferentes que originan cambios en la
susceptibilidad del hospedero por alteracién de las

barreras fisicas de proteccién o cambios en la actividad
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biolégica por factores de potenciacién que inducen
cambios citopdticos, disminuyendo los valores de las

concentraciones letales y de los tiempos de mortalidad

(DaPalma et al., 2010).

Para este caso, en muchos aislamientos de baculo-
virus (la mayoria, granulovirus) se han encontrado
genes auxiliares que codifican para proteinas como
enhancinas y quitinasas que pueden alterar la estructu-
ra de la principal barrera de defensa de los insectos que
corresponde a la membrana peritréfica (Mp) y ejercen
una actividad potenciadora cuando son mezclados con
nucleopoliedrovirus. Estas proteinas acttian digirien-
do las proteinas de la mp de los insectos infectados,
alterando asi la integridad estructural e incrementan-
do su permeabilidad, lo que permite un ingreso mas
ripido de las particulas virales a las células y favore-
ce el proceso de infeccién (Granados, Fu, Corsaro, &
Hughes, 2001; Hoover, Humphries, Gendron, & Sla-
vicek, 2010; Rao et al., 2004; Shapiro, Preisler, & Ro-
bertson, 1987; Slavicek, 2012).

En este sentido, se han descrito diferentes combi-
naciones virales entre Gv y NPV que mejoran la
patogenicidad viral (figura 21.3). Por ejemplo, la mezcla
entre un GV y un Npv de Spodoptera litura presenta una
potencia relativa de 6,5 con respecto a la patogenicidad
del Npv solo (Guo, Fang, Wang, Zhong, & Liu, 2007);
la coinfeccién de un Gv y un npv de S. exigua y de un
GV de Xestia c-nigrum y un Nev de Mamestra brassicae
presenta una potencia relativa de 10 con respecto
ala CL,, de los npv solos (Hayakawa et al., 2000;
Mukawa & Goto, 2010); la coinfeccién entre un v de
S. frugiperda y un ~Nev de L. dispar hace que la
mezcla sea 13 veces mds patogénica que el npv de
manera individual (Shapiro, 2000) y la coinfeccién
entre baculovirus colombianos de S. frugiperda
(VG008+NPV003) presentd un aumento en la pato-
genicidad de 9,9 veces, con una CL, de 1,7 x 10* CI/
ml, en comparacién con 1,7 x 10° CI/ml cuando se usé
el Npv de manera individual (Cuartas, 2014).

En cuanto a la virulencia, el menor tiempo medio de
mortalidad (TMM) se ha encontrado con la mezcla entre
un 6v (VGO008) y un nev (NPV003) colombiano
de S. frugiperda con una reduccién de entre 72 y 96
horas con respecto al Npv individual (Cuartas, 2014).
Ademais, en las mezclas entre el Gv de T. ni y un npv
de A. gemmatalis, el v de X. c-nigrum y el Npv de
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Figura 21.3. Efecto de la combinacién de un nu-

cleopoliedrovirus y un granulovirus sobre Spodoptera
frugiperda. a. Larva desintegrada por la accién combinada
de NPV y Gv; b. Imagen de microscopia éptica de purificado
viral con azul de toluidina a partir de larva muerta con
sintomatologia de la infeccién; se observa la presencia de
tipicas estructuras de poliedros (circulo verde) e imagenes
sugestivas de presencia de granulovirus (circulo rojo);
c. Imagen de microscopia electrénica de transmisién de
purificado viral con tincién negativa (A. fosfotingstico)
donde se observa la estructura tipica de granulovirus

(flecha roja) y nucleopoliedrovirus (flecha verde).

Fotos: Carlos Espinel y Gloria Patricia Barrera



M. brassicae y la coinfeccién entre el Gv de H. armigera
y el Npv de L. dispar, han presentado reducciones del
™M de 2,48 y 55 horas respectivamente (Corsaro,
Gijzen, Wang & Granados, 1993; Hoover et al., 2010;
Mukawa & Goto, 2007; Shapiro, 2000).

En relacién con las combinaciones virales que inducen

cambios  citopdticos  (bioquimicos, moleculares,
morfoldgicos, etc.) en las células del hospedero, se
ha evidenciado que durante la coinfeccién entre un
Nev de Pseudaletia unipuncta (PsunMNPV) y un
entomopoxvirus de Pseudaletia separata (PsEV) ocurre
una potenciacién en el ingreso del npv a las células
epiteliales del intestino medio por un aumento en
la fusién con las microvellosidades de la membrana
debido a la presencia de un factor de potenciacién
(eF) viral de PsEV, posiblemente codificado por el gen
fusolin (Hukuhara & Wijonarko, 2001). Asimismo,
en la coinfeccién entre el granulovirus de P. unipuncta
(PsunGV) y el PsEV, debido a la presencia de factores
de potenciacién de los dos virus, se observé un aumento

en la patogenicidad viral (Hukuhara, Wijonarko,
Hosokawa, & Iwano, 2003).

Alteracidon del sistema inmune

En los insectos, el sistema inmune corresponde tni-
camente a respuestas innatas conformadas por diferentes
mecanismos, como barrerasfisicas (membrana peritréfica
y tegumento), inmunidad celular (reconocimiento
de células infectadas, encapsulacién y apoptosis) e
inmunidad humoral (hemolinas, léctinas, ercosanoides
y fenoloxidasa), que generan una proteccién inespecifica
contra diferentes patdgenos como bacterias, virus,
nematodos, hongos, etc., pero que, en algunos casos, son
evadidas de forma exitosa y permiten el desarrollo de la

infeccién (Sparks, Bartholomay, & Bonning, 2008).

En este sentido, se ha observado que mediante la
coinfeccién entre un mNpv de S. litura (SpltMNPV)
y un polydnavirus asociado a la avispa parasitoide
Microplitis  bicoloratus (MbPDV) se interrumpen
los procesos apoptoticos de respuesta inmune del
hospedero, posiblemente por la presencia de la
proteina P49 presente en el NPV que tiene la funcién
de bloquear la cascada de apoptosis al actuar sobre la
caspasa efectora 3 (Luo & Pang, 2006).
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Otro ejemplo de una infeccién mixta que puede llevar
a la alteracién de este mecanismo de proteccién se
da entre un polydnavirus de Cotesia congregata y el
AcMNPV en larvas de Manduca sexta, en donde se
observa un aumento en la susceptibilidad del insecto
a la infeccién, que se refleja en un menor tiempo
de mortalidad; esto se debe a que el polydnavirus
suprime la respuesta inmune del hospedero que evita

la encapsulacién de las células infectadas (Washburn,

Haas-Stapleton, Tan, Beckage, & Volkman, 2000).

Ademis, se ha descrito que el AcMNPV puede
producir proteinas capaces de bloquear la apoptosis
en hospederos permisivos, como las 1ap (inhibidores
de apoptosis) (Schultz & Friesen, 2009; Zoog,
Schiller, Wetter, Chejanovsky, & Friesen, 2002). En
este sentido, cuando el AcMNPV infecta células
de hospederos no permisivos, como las CF-203 de
Choristoneura fumiferana, se desencadena la cascada
de apoptosis como sistema de defensa; sin embargo,
cuando coinfecta simultdneamente este hospedero con
el mxev de C. fumiferana (CEMNPV), se disminuyen
los niveles de muerte celular hasta en un 99% vy se

detecta la sintesis de la proteina P35 y otras proteinas

1ap (Palli et al., 1996).

Perspectivas en el
uso de coinfecciones virales

Este tipo de estudios acerca de las interacciones entre
virus entomopatégenos posibilitan la  generacién
de nuevas estrategias de control de plagas que se
pueden combinar dentro de un programa de manejo
integrado (Cuartas & Villamizar, 2011). Una primera
aproximacién se podria generar para ampliar el rango
de hospederos mediante virus-ayuda dependientes
con la capacidad de potenciar los procesos infectivos a
través de sus genes o de sus proteinas transactivadoras,
o también mediante la supresién del sistema inmune
del hospedero por la interaccién con virus capaces de

bloquear esta respuesta.

En segundo lugar, para el desarrollo de formulaciones
exitosas de agentes microbiales para el control de
insectos plaga se podria realizar la potenciacién

bioldgica de aislamientos virales por mecanismos de
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bloqueo en la respuesta inmune del hospedero o por
mecanismos que permitan una entrada y diseminacién
rapida a las células blanco. Asi, para dos grupos de virus
entomopatdgenos importantes como los baculovirus y
los entomopoxvirus se han descrito proteinas como
las enhancinas, las quitinasas y las fusolinas que
potencian la entrada de las particulas infectivas a
las células blanco y la fusién de las particulas virales
a las células, lo cual disminuye el tiempo de entrada
y de diseminacién de los virus dentro del hospedero
(Granados etal.,2001; Hukuhara & Wijonarko, 2001).

Una tercera estrategia se podria enfocar en mejorar el

espectro de hospederos y la actividad bioldgica viral
mediante eventos de recombinacién genética (Rahman
& Gopinathan, 2003). Aunque se han evidenciado
algunas problematicas en el uso de productos a partir
de microorganismos recombinantes por el efecto
que podrian tener sobre organismos no blanco y la
dispersién del gen modificado fuera del contexto
ecoldgico natural, estas modificaciones podrian incluir
cambios en el espectro de los hospederos y en la
eficacia bioldgica, como menores dosis, modificaciones
estructurales, delecidn e insercién de genes e insercidén

de hormonas y toxinas (Cuartas & Villamizar, 2011).
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Conclusiones y perspectivas

Uno de los mayores retos que tienen que afrontar las diversas disciplinas involucradas
en el control biolégico de plagas agricolas en el futuro cercano es el desarrollo de
alternativas medioambientalmente amigables al uso extensivo de insecticidas quimicos.
Aunque el uso tradicional de bioplaguicidas basados en una o varias cepas adn tiene la
mayor participacién en el mercado, el desarrollo de estrategias de control microbiolégico
diferentes a las tradicionales se muestra como promisoria, aunque presentan resultados

variables y tienen la necesidad de ser validadas en diferentes sistemas insecto-patdgeno.

Con el propésito de abordar estos retos, se requeriria abarcar los problemas desde una
visién holistica, teniendo en cuenta, ademds del efecto directo del patdgeno, la exploracién
de sus caracteristicas bioquimicas, los ciclos bioldgicos, la compatibilidad con sustancias
que se adicionen, concentraciones, tipo de entrega o liberacién en el ambiente, esto
compaginado con el conocimiento de los umbrales de accién del insecto en el cultivo y el
sistema ecoldgico blanco. La clave es buscar nuevos mecanismos que se puedan combinar
como una herramienta mas del manejo integrado de plagas, un paradigma que se puede

ampliar con la adicién de estas nuevas estrategias.
p g

Para el caso especifico de la tecnologia del ARN], la ventaja desde el punto de vista de la
opinién publica es que no tiene que ver con la modificacién genética; sin embargo, atin
falta bastante investigacién. La respuesta variable en diferentes insectos plaga indica que
algunos mecanismos de respuesta son atn desconocidos. Estas pruebas no pueden ser
hechas con experimentos de ensayo-error: requieren de un entendimiento racional de las
moléculas de ARNdc tanto del tejido de las plantas como del insecto que se alimenta de
ellas. También se debe continuar con la investigacién en sistemas de produccién de bajo
costo. Pero, sin duda, es una apuesta que durante la préxima década va a ir aumentando

exponencialmente e incluyendo muchos mds sistemas.
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