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Resumen

Las bacterias, hongos, insectos y virus son los causantes de la mayor parte de
los problemas fitosanitarios, provocando una disminucidn de la calidad de los
productos de interés hasta la pérdida de las cosechas. La solucion a estos problemas se
ha ejercido con la utilizacién de compuestos quimicos que no sélo son de toxicidad no
selectiva sino que, ademds, pueden tener consecuencias como la contaminacién
ambiental y la aparicion de organismos resistentes. Por eso en los ultimos afios se han
investigado métodos alternativos para el control de plagas y enfermedades donde
destacan los procesos de biocontrol. Los bioinsecticidas se utilizan para designar a
muchos agentes de control de plagas como microorganismos (virus, bacterias,
hongos), nematodos entoméfagos, pesticidas de origen vegetal, feromonas, genes... La
ventaja de estos bioplaguicidas frente a los quimicos es que no son dafiinos y provocan
una menor carga ambiental, ademas de que atacan a una Unica plaga o a la especie
diana. Entre los principales bioplaguicidas destaca B. thuringiensis siendo uno de los
métodos mas baratos y efectivos. La caracteristica principal de esta bacteria es que
durante el proceso de esporulaciéon se produce una inclusién parasporal formada por
uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica. Estas proteinas se llaman cry
(crystal) y constituyen la base del insecticida biolégico mas difundido en todo el
mundo.

Palabras clave: biopesticidas, plagas, B. thuringiensis, proteinas cry.

Abstract
Bacteria, fungi, insects and viruses cause most of the phytosanitary problems,

being responsable of a decrease in the quality of the products of interest until the loss
of crops. The solution to these problems has been exercised using chemical
compounds of non-selective toxicity which, in addition, can lead to adverse
consequences such as environmental pollution and the appearance of resistant
organisms. For this reason, in the last years, alternative methods have been
investigated for the control of pests and diseases where biocontrol processes stand
out. Bioinsecticides are used to designate many pest control agents as microorganisms
(viruses, bacteria, fungi), entomophagus nematodes, plant-based pesticides,
pheromones, genes ... The advantage over chemicals of these biopesticides is that they
are not harmful and they cause a lower environmental load, as well as they attack
single pest or the target species. Among the main biopesticides in pest control, B.
thuringiensis is one of the cheaper and more effective methods. The main
characteristic of this bacterium is that during the sporulation process a parasporal
inclusion is formed constituted by one or more crystalline bodies of a protein nature.
These proteins are called cry (crystal) and they are the basis of the most worldwide
widespread biological insecticide.

Keywords: biopesticides, pests, B. thuringiensis, cry proteins.
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Introduccion

La mayor parte de los problemas fitosanitarios estan causados por bacterias,
hongos, insectos o virus que colonizan diferentes partes de la planta atacada
provocando efectos diversos desde una disminucién de la calidad de los productos de
interés hasta la pérdida total de las cosechas. De ahi que sea del mayor interés el
control de las plagas y las enfermedades de los vegetales, sobre todo de los de interés
agricola. Este control se ha ejercido clasicamente mediante la utilizacion de diversos
compuestos quimicos de toxicidad no selectiva, cuyo uso indiscriminado ha tenido
como consecuencias graves problemas de contaminacién ambiental y también Ia
aparicion y seleccién de organismos resistentes. Por ello, desde hace afios se viene
explorando la utilizacion de métodos alternativos para el control de plagas y
enfermedades, entre los que destacan los llamados procesos de biocontrol.

Este fendmeno natural de regulacion de plagas manejado por el hombre a
través de la intensificacion de la intervencién de agentes de control bioldgico, plantas
y herbivoros provisto de bases ecoldgicas se dio a conocer en la década de los 70 del
siglo pasado como Manejo Integrado de Plagas (MIP) (van des Boshch et al, 1982).
Posteriormente, tras su creacién, la Organizacién Internacional de Lucha Bioldgica
(OILB) definid el control bioldgico como “la utilizacién de organismos vivos, o de sus
productos, para evitar o reducir las pérdidas o dafios causados por los organismos
nocivos”.

A este respecto, es necesario distinguir entre el control natural y el control
bioldgico. El primero se refiere a la fluctuacidén que, durante un tiempo, experimenta la
densidad de la poblacién de un organismo entre unos limites superior e inferior debido
a factores ambientales, tanto bidtica como abidtica. El control bioldgico es
consecuencia de la accion de enemigos naturales (parasitoides, depredadores vy
patdgenos) en el mantenimiento de la densidad de otro organismo a un nivel mas bajo
del que se produciria en ausencia de ellos. Incluso en el control biolédgico podemos
distinguir dos situaciones: el llamado control biolégico natural, que es el que se
produce sin intervencién del hombre y el control biolégico aplicado que consiste en la
manipulacion de los enemigos naturales de las plagas por parte del hombre para lograr
su control. Y éste es el método de mas perspectivas en agricultura a la vista de los
problemas derivados del uso de productos quimicos para el control.

El control bioldgico aplicado puede llevarse a cabo mediante métodos diversos,
gue, de forma esquematica, pueden ser divididos en dos grupos. Por un lado, existen
los métodos de control macrobiolégico (o lucha macrobiolégica), basados en la
utilizacion de entomoéfagos que pueden ser parasitoides (insectos pardsitos que viven
dentro o sobre otros insectos u otros artropodos hospedadores a los que
eventualmente les causan la muerte), o de predadores (animales que se alimentan
sobre otros animales-presa que son mas pequefias y/o mas débiles que ellos mismos).



Los otros métodos son los microbioldgicos (también llamada lucha microbioldgica),
consistente en la utilizacién de microorganismos entomopatdgenos que se desarrollan
sobre el insecto plaga y le originan la expresién de una enfermedad que puede
eventualmente provocar su muerte.

El control biolégico cuando funciona posee muchas ventajas, entre las que se
pueden destacar:

- Poco o ningun efecto nocivo colateral de los enemigos naturales hacia otros

organismos incluido el hombre.

- Laresistencia de las plagas al control biolégico es muy rara.

- El control bioldgico con frecuencia es a largo término pero permanente.

- Eltratamiento con insecticidas es eliminado de forma sustancial.

- Larelacidn coste/beneficio es muy favorable.

- Evita plagas secundarias.

- No existen problemas con intoxicaciones.

Ahora bien, también existen limitaciones para su empleo, entre las que se pueden
citar:

Ignorancia sobre los principios del método.

Falta de apoyo econdémico.

Falta de personal especializado.

No esta disponible en la gran mayoria de los casos.

Problemas con umbrales econdmicos bajos

Enemigos naturales mas susceptibles a los plaguicidas que las plagas.

ouhkwnNneE

Los enemigos naturales se incrementan con retraso en comparacion a las plagas
que atacan, por lo cual no proveen una supresién inmediata.
La introduccion de agentes de control bioldgico frecuentemente se declara por

ser ambientalmente segura y sin riesgos; sin embargo, existen evidencias que indican
gue esta aseveracion no es del todo cierta. La mayoria de los fracasos de control
biolégico se han debido a errores por la carencia de planificacidon y pobre evaluacion
de los enemigos naturales antes de una introduccién. En algunos casos los errores han
sido tan funestos que se ha provocado la extincién de otras especies.

En el futuro el uso de control biolégico como parte del Manejo de plagas debe ir
en ascenso debido al incremento en el numero de plagas resistentes a los insecticidas,
contaminacién del medio ambiente y el incremento de las regulaciones que prohiben
el uso de productos quimicos. También los programas de control bioldgico clasico
contindan siendo necesarios debido a que las plagas exdticas contindan
expandiéndose por el mundo debido al auge del comercio y a que los enemigos
naturales exéticos pudieran ser utilizados para el control de plagas nativas. En los
paises en desarrollo, donde es altamente elevado el costo de los insecticidas y muy
frecuente la resistencia de las plagas a estos, el control bioldgico tiene una aplicacidon
especial, pero no ha sido ampliamente explotado. Por lo tanto, el control bioldgico



constituye para América Latina el método de control de plagas mas viable,
ecoldgicamente recomendable y autosostenido.

Algunos de los mds importantes problemas que actualmentetiene planteados la
proteccién de los cultivos son consecuencia del uso indiscriminado y casi exclusivo que
se ha venido haciendo de los insecticidas quimicos de sintesis. El desarrollo de biotipos
de insectos resistentes a estos insecticidas y la acumulacion de residuos téxicos en el
suelo, en el agua y en los productos cosechados son algunos de los efectos mas
conocidos y los que provocan una mayor preocupacion publica por la repercusidon que
esto pueda tener en la salud humana y en la calidad del medio ambiente. Urge, por
tanto, la necesidad de desarrollar otras medidas de control de plagas que permitan el
desarrollo de una agricultura sostenible y la conservacidon del medio ambiente. Una de
las alternativas mas prometedora y realista es el desarrollo de bioinsecticidas basados
en los microorganismos (bacterias y hongos) y virus entomopatdgenos.

El término bioinsecticida, también llamado biopesticida o bioplaguicida, se utiliza para
designar a muchos agentes del control de plagas como.

- Microorganismos (virus, bacterias u hongos)
- Nematodos entomadfagos

- Pesticidas de origen vegetal

- Metabolitos secundarios de microorganismos

- Feromonas de insectos que se utilizan para interrumpir el apareamiento o para
combinarlas con productos insecticidas

- Genes incorporados a las plantas de interés agricola para hacerlas resistentes a
los ataques por insectos o tolerantes a los herbicidas.

Asi pues, los bioplaguicidas mas comunmente utilizados son organismos vivos
patégenos para la plaga en cuestion. El interés en ellos se basa en las ventajas que
presentan frente a los plaguicidas convencionales: son menos dafiinos y provocan una
menor carga ambiental; por otra parte, atacan solamente a la plaga o a la especie
diana; son eficaces en cantidades pequefias descomponiéndose rapidamente; cuando
se utilizan con componentes de los programas de manejo integrado de plagas (MIP) los
biosinsecticidas contribuyen en gran medida.

En este trabajo se pretende presentar una breve descripcidn de las principales
aplicaciones de los bioplaguicidas en el control de plagas producidas por insectos.



Los baculovirus como agentes del control microbiano de insectos

Se trata de virus que contienen ADN de doble cadena cuyo tamaiio varia de 80-
130 kb y poseen una particula viral en forma de bastdn. Los viriones se ocluyen en
cuerpos de oclusién (CO’s) que se conocen como poliedros (Tinsley, T.W. & D. C. Kelly.
1985). Los baculovirus se clasifican en dos géneros: los nucleopoliedrovirus (NPV) y
granulovirus (GV). Los NPV se dividen a su vez en nucleopoliedrovirus simples (NPVS)
gue tienen una sola nucleocapsida por envoltura virica y nucleopoliedrovirus multiples
(NPVM) que presentan mas de una nucleocapsida en cada envoltura (Figura 1); ambos
grupos se replican Unicamente en el nucleo de las células infectadas; La especie tipo
del primero de ellos es el virus de Bombix mori mientras que para los segundos es el
NPVM de Autographa californica (Lepidoptera: Noctuidae) (AcNPV). Los granulovirus
son baculovirus cuyos poliedros tienen forma granular, y poseen una Unica
nucleocapsida por envoltura viral y un solo virion por granulo. Son de menor tamafo
qgue los NPV y la especie tipo es un GV aislado de la “palomilla de la manzana” Cydia
pomonella (Lepidoptera: Tortricidae).

Poliedro multiple
de

nucleopolihedrovirus

i
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Figura 1. Esquema base de la morfologia de lo CO’s de los Nucleopolihedrovirus. CO’s
con nucleocapsida multiple y nucleocapsida simple.

Existe un altimo grupo, el de los virus no ocluidos (VNO), cuya caracteristica
principal es que las nucleocdpsidas no se encuentran ocluidas en una matriz de
proteina y su replicacion se ha observado en el nucleo de la célula hospedera. La
especie tipo la constituye el VNO del “escarabajo de la palma”, Oryctes rhynoceros. Se
han publicado cerca de 600 aislamientos de baculovirus de diferentes insectos (Vlak, J.
M. 1992) pero el ICTV solamente reconoce a 30 especies baculovirus.

En la sintomatologia de las infecciones causadas por los baculovirus, las larvas
afectadas no presentan sintomas durante los primeros dias después de la infeccién.
Posteriormente, se observa un cambio en el comportamiento del insecto, ya que sus
movimientos son mas lentos, deja de comer y el crecimiento se detiene (Granados, R.
R. & K. A. Williams. 1986). También se observa un cambio de color del integumento y
el reblandecimiento del mismo, el cual se torna blanquecino, se rompe, y se libera un
fluido blanco-grisaceo, que contiene CO’s en grandes concentraciones. Finalmente, la



larva muerta queda colgando de las propatas en una posicién de V invertida, lo que
favorece la dispersion del virus en el medio ambiente. (Figura 2)

Existen dos metodologias para producir baculovirus como biosinsecticidas. Una de
ellas es en individuos susceptibles (in larva), siendo el método mas utilizado, aunque
se trata de una labor intensiva puesto que requiere la manipulacién de grandes
cantidades de insectos vivos bajo condiciones de insectario. Lo que se hace es
suministrar el virus a las larvas del hospedador mediante dietas artificiales
contaminadas y se utilizan larvas entre el 3° y 4° estadio que son mds sensibles a los y
producen grandes cantidades de CO’s (Tanada, Y. y H. K. Kaya. 1993). El otro método
es la infeccidn de células de insectos cultivadas in vitro.

Las formulaciones para baculovirus son polvos humectables que se pueden aplicar
facilmente en el campo. Sin embargo, tienen un modo de accién lento, por lo que se
han ido desarrollando estrategias que permiten incrementar la virulencia para asi
aumentar su potencial como agentes de control biolégico. Estas estrategias consisten
en insertar genes en el genoma de los baculovirus que, al expresarse, producen algun
factor como toxinas especificas contra insectos, enzimas hidroliticas o reguladores del
crecimiento que matan al insecto incluso antes de que se produzca la invasién masiva
de los tejidos (Ibarra, J.E. et al, 2006).

Figura 2. Ciclo de infeccién del virus de la poliedrosis nuclear (VNP). El poliedro es
ingerido y solubilizado en el intestino medio del insecto. Los VDP son liberados y entran a
la célula del huésped. Alli, los viriones al nucleo y se libera el material genético.

Hongos entomopatdgenos: Quitinasas y proteasas como factores de

virulencia
Otra alternativa en el control microbioldgico de las plagas es la utilizaciéon de

organismos entomopatégenos. Dentro de los agentes entomopatdgenos se incluyen
bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoos fundamentalmente. Generalmente,
se caracterizan por su escasa toxicidad sobre otros organismos del ambiente, por su
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aptitud para ser tratados industrialmente, es decir, se cultivan, formulan, empaquetan,
almacenan y se comercializan como un insecticida convencional. Estos insecticidas
biolégicos penetran en el insecto plaga por ingestién, y también, en el caso de los
hongos, por contacto.

Los hongos entomopatdégenos son importantes reguladores naturales de las
poblaciones de insectos ya que practicamente todos los insectos son sensibles a alguna
enfermedad de etiologia fungica (Rodriguez, S.M. et al, 2006). Debido a ello, tienen un
importante potencial como agentes micoinsecticidas contra diversas plagas de insectos
en la agricultura.

Estos hongos infectan a los organismos penetrando a través de la cuticula, llegando
a la hemolinfa, donde llevan a cabo la produccién de toxinas y crecen mediante la
utilizacion de los nutrientes presentes en la hemolinfa para evitar posibles respuestas
inmunes por parte de los insectos.

De forma general, los hongos presentan las siguientes fases de desarrollo sobre los
hospederos: germinacion, formacién de apresorios y estructuras de penetracion,
colonizacion y reproduccion del patégeno. En todos los casos la unidad infectiva es la
espora (reproduccion sexual) o el conidio (reproduccién asexual). El inicio de la
infeccion se realiza por germinacién de las esporas del hongo sobre el tegumento del
individuo plaga, con la adherencia de la espora o el conidio a la cuticula del insecto. La
dispersion de las esporas se realiza por contaminacion ambiental a través del viento, la
lluvia e incluso individuos enfermos al entraren contacto con otros sanos.
Normalmente son especies especificas o de amplio espectro de hospedadores
(insectos y acaros). Los individuos enfermos no se alimentan, presentan debilidad y
desorientacion y cambian de color, presentando manchas oscuras sobre el tegumento,
que se corresponden con las esporas germinadas del hongo (figura 3). Luego se
produce un tubo germinativo y un apresorio con el que se fija a la cuticula y con el
tubo germinativo o haustorio (hifa de penetracién) se da la penetracién al interior del
cuerpo del insecto mediante una combinacién de procesos fisicos y quimicos. El
proceso fisico consiste en la presién que ejerce la hifa, que va rompiendo las areas
esclerotizadas y membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico, por su parte,
consiste en la accién de enzimas, principalmente proteasas, lipasas y quitinasas que
provocan la descomposicién del tejido en la zona de penetracién (Monzén, A. 2001).En
el area de la procuticula alrededor de la penetracidn, aparecen sintomas de histélisis
(descomposicidon del tejido par accidn enzimdtica). A partir de la penetracién se inicia
el proceso de colonizacidn, en el cual la hifa sufre un engrosamiento y se ramifica en la
cavidad general del cuerpo. A partir de ese momento se forman pequefias colonias del
hongo y otros cuerpos hifales, sin embargo, no ocurre gran crecimiento hifal antes de
la muerte del insecto.



Figura 3. Fotografia que muestra una larva sana (izquierda) y otra afectada por la
infeccion por un hongo (derecha). Nétese la diferencia de color.

Después de la muerte del insecto, el hongo crece dentro del caddver y todos los
tejidos internos son penetrados por hifas filamentosas. La colonizacién de los
diferentes dérganos se produce en la siguiente secuencia: cuerpos grasosos, sistema
digestivo, tubos de Malpigi, hipodermis, sistema nervioso, musculos y traqueas. La
muerte del insecto ocurre debido a la produccion de micotoxinas, cambios patoldgicos
en el hemocele, accion histolitica y blogueo mecanico del aparato digestivo,
secundario al crecimiento de las hifas. Después de 48 a 60 horas de la muerte del
insecto, las hifas comienzan a emerger por los espiraculos, ano y boca a través de las
areas mas débiles (regiones intersegmentales).

Ademads de la produccién de enzimas, los hongos entomopatégenos poseen la
capacidad de sintetizar toxinas que son utilizadas en el ciclo de las relaciones
patégeno-hospedador. El estudio de estas toxinas es de suma importancia ya que se
pueden sintetizar productos quimicos de baja toxicidad y de elevada accion insecticida,
acariciada y nematicida. Es posible también seleccionar aislamientos de hongos
altamente toxicogénicos que se encuentran en forma natural o bien ser mejoradas
genéticamente con relacién a ese aspecto (Roberts 1989).

Normalmente, los hongos, son entomopatdgenos de accidn lenta. Algunos atacan a
gran cantidad de especies distintas de insectos. Pero estos productos dependen
generalmente de las condiciones ambientales de temperatura (252 C) y de elevada
humedad relativa para que su desarrollo y accidn patdgena sea la adecuada. Se suelen
comercializar en preparados a base de esporas que deben estar en agua unas 24 horas
antes de su aplicacion. Generalmente, tardan una semana como minimo en eliminar a
la victima o, al menos, en que ésta deje de alimentarse.

Un caso bien conocido de control de una plaga mediante la utilizacion de hongos
entomopatdgenos es del de la mosca blanca, Bemisia tabaci, que es considerada como
una de las plagas de mayor importancia econémica a nivel mundial, ya que ataca a
cultivos como soja, tomate, algoddén, cucurbitaceas y mas de 500 especies de plantas
ornamentales y malezas de climas calidos (Osborne L. S. et al, 1990) (Figura 4). Esta
plaga no es bien controlada con insecticidas, debido a una disminucién de Ia
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sensibilidad a los mismos. Una alternativa a esta problematica la representa el control
biolégico, dentro del cual se ha utilizado con éxito a los hongos entomopatdgenos,
entre los que destacan Paecilomyces fumosoroseus y Beauveria bassiana (Figura 4) que
son patdégenos naturales y muy agresivos contra la mosca. Sin embargo, la
patogenicidad estd restringida por varios factores fisicos y biolégicos. Entre estos
ultimos se encuentran la capacidad de adhesiéon de la espora a la cuticula, la rapidez de
germinacién y crecimiento de la hifa, ademas de la capacidad para irrumpir y penetrar
la cuticula del insecto mediante la accién conjunta de la presién mecanica y la
degradacion de componentes de la cuticula, mediante la accidon de las enzimas
segregadas por el hongo (Hajek, A. E. y R. J. St. Leger. 1994).

Figura 4. Fotografias que muestran a la plaga de la mosca blanca (Bemicia tabaci), y a
los hongos Paecilomyces fumosoroseus y Beauveria bassiana respectivamente.

En la cuticula, la quitina constituye alrededor del 30% y las proteinas con casi el 40%
se encuentran formando una barrera estructural que debe ser hidrolizada por
quitinasas y proteasas para que las hifas alcancen y se dispersen el hemocele. Por lo
tanto, estas exoenzimas juegan un papel importante en la hidrdlisis de la cuticula del y
su actividad se ha relacionado con la virulencia del hongo (Gupta S. C. et al, 1994) de
forma que se han obtenido mutantes de ambos hongos con un incremento en la
produccioén o en la actividad enzimatica de proteasas y quitinasas que, paralelamente,
tienen incrementada su accion patégena sobre la mosca blanca.

Se puede concluir que la utilizacién de hongos entomopatdgenos para el control de
insectos es una alternativa viable desde el punto de vista econdmico, ya que se
pueden reproducir a gran escala y en pequefas cantidades. Es necesario para llevar a
cabo programas de control de insectos con hongos entomopatdgenos, un buen
conocimiento sobre seleccion de aislamientos y técnicas de bioensayo, para
seleccionar razas patogénicas y virulentas adaptadas a condiciones ecoldgicas
especificas.

Nematodos
Los nematodos atacan a distintos grupos de insectos, aunque precisan de un medio

de cierta humedad para su infeccién activa y, por ello, normalmente actian sobre
insectos que tienen parte de su ciclo de vida en el suelo, donde la humedad es mayor.
Se distinguen tres tipos de nematodos entomdfagos. El primero esta constituido por
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los nematodos mas primitivos que son patdgenos pero comedores de bacterias del
grupo Rhabditoides; el nematodo penetra en el insecto y segrega en él una bacteria a
la que esta asociado que se desarrolla en el interior del insecto y sirve de alimento
para el nematodo que la liberd en su interior. Dentro de este grupo destacan los
nematodos de los géneros Neoaplectana y Heterorhabditis. El segundo grupo estd
formado por nemdatodos evolucionados que son fitopatégenos y han evolucionado
hacia formas patdgenas de insectos. Emplean el estilete para penetrar en el insecto.
Destacan los grupos Aphelenchida y Tylenchida. Por ultimo, encontramos los
nematodos depredadores de insectos, que pertenecen al grupo Dorylaimida.
Comercialmente destacan Neoaplectana carpocapse, que afecta a lepiddpteros y
coledpteros, y Heterorhabdilis spp activo frente a lepidépteros (Gerling, D. 1986),
(Vifluela, E. y J. Jacas. 1993), (Vinuela, E. 2000).

Protozoos

Existen protozoos patdgenos de personas, plantas o insectos. No se emplean con
frecuencia en el control de insectos debido a la falta de especificidad por parte de la
mayoria de especies de protozoos. Los estados infecciosos del protozoo (esporas,
quistes...) penetran en el tubo digestivo del insecto y lo colonizan hasta llegar al
aparato excretor. La espora germina gracias al pH acido del estémago, se forma el
protozoo y produce nuevas esporas. Los insectos mueren por falta de asimilaciéon de
elementos nutritivos. El protozoo mas comercializado es Nosema locustae, que afecta
a ortépteros.

Bacterias entomopatogenas utilizadas en el control de plagas. Bacillus
thuringiensis.

a) Generalidades de Bacillus thutingiensis. Es probable que lo biopesticidas

bacterianos sean los métodos mas baratos y mds ampliamente utilizados para el
control biolégico de las plagas producidas por insectos. Estos pueden ser infectados
por muchas especies bacterianas, pero las mds ampliamente utilizadas como
bioinsecticidas son las pertenecientes al género Bacillus. Una de ellas, B. thuringiensis,
ha desarrollado muchos mecanismos moleculares para producir toxinas activas frente
a insectos, la mayoria de las cuales estan codificadas por un conjunto de genes
diversos, denominados cry (Schnepf E. et al, 1998). B. thuringiensis es considerada una
bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas partes del mundo y de muy diversos
sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos, telarainas, etc. Es un
bacilo gram positivo, de flagelacidn peritrica, que mide de 3a 5 um de largo por1a 1,2
um de ancho y que posee la caracteristica de desarrollar endosporas elipsoidales no
deformantes (Gordon R, W. Haynes y C. Pang. 1973). Es anaerobio facultativo,
guimioorganotrofo y con actividad de catalasa (Sneath P. 1986). Los distintos
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aislamientos de B. thuringiensis presentan en general caracteristicas bioquimicas
comunes. Poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y
ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucdégeno, esculina y N-acetil-glucosamina.
Sin embargo, la caracteristica principal de B. thuringiensis es que durante el proceso de
esporulacion produce una inclusién parasporal formada por uno o mas cuerpos
cristalinos de naturaleza proteica que son todxicos para distintos invertebrados,
especialmente larvas de insectos (Schnepf E. et al, 1998). Estas proteinas se llaman Cry
(del inglés, Crystal) y constituyen la base del insecticida bioldgico mas difundido en
todo el mundo. La existencia del cuerpo parasporal y sus propiedades tdxicas para
insectos son las dos caracteristicas que diferencian a B. thuringiensis de otras especies
de Bacillus como B. anthracis, B. cereus, o B. mycoides (Sneath P. 1986).

b) El cuerpo parasporal. Durante el proceso de esporulacién, desde el momento

en que tiene lugar el englobamiento de la preespora hasta la formacién de la espora
madura, B. thuringiensis sintetiza uno o varios cristales parasporales, que pueden
representar hasta un 30% del peso seco del esporangio (Bulla L. et al, 1980). Estos
cristales pueden clasificarse en bipiramidales, cubicos, cuadrados, aplanados, esféricos
y otras formas atipicas menos frecuentes (Khetan S. 2001) (figura 5). Algunos autores
han establecido una relacion entre la morfologia de los cristales y su toxicidad para
insectos (Lopez-Meza J. y J. Ibarra J. 1996) pero otros no encuentran relacién alguna
entre ambas propiedades (Benintende G.et al, 1999).

Figura 5. Preparacién purificada del cuerpo parasporal de una estirpe de Bacillus
thuringiensis. Se aprecia la morfologia bipiramidal que, en este caso, muestran los
cristales proteicos.

El cuerpo parasporal tiene aspecto cristalino, es de naturaleza proteica y se ubica en
el interior del esporangio y, por lo general, fuera del exosporio de la espora y ambos
son liberados tras la lisis celular (figura 6). Existen algunos casos en que se describen
cristales dentro del exosporio, por lo que contintan junto a las esporas tras la lisis
(Huber H.y P. Lathy. 1991) (Lépez-Meza J. y J. Ibarra. 1996). En otro caso muy atipico,
se pudo observar que los cristales se forman fuera del exosporio, pero ambos
permanecen indefinidamente dentro de un esporangio que no se lisa (Sauka, D.H. y G.
B. Benintende. 2008). Este comportamiento puede preservar al cristal de una rapida
degradacion que a veces se produce en los suelos por accién de los microorganismos
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presentes (West, A., H. Burges, R. White y C. Wyborn. 1984) o por inactivacién por la
radiacion ultravioleta (Liu, Y. et al, 1993).

El material proteico que constituye el cuerpo parasporal es téxico para larvas de
insectos y por ello recibe también el nombre de endotoxina §, también conocidas
como proteinas Cry. Se han encontrado endotoxinas & activas contra insectos
lepidépteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),
himendpteros (hormigas), y también contra acaros y otros invertebrados como
nematodos, gusanos planos y protozoos.

Se ha reportado que en algunos casos la mezcla esporas/cristales mata mucho mas
eficiente que los cristales solos, probablemente porque al germinar la espora, la célula
vegetativa produce este conjunto de exotoxinas que aumentan la eficacia de la
infeccion del hospedador.

Poco se sabe sobre el habitat natural de Bacillus thuringiensis; sin embargo, dado su
requerimiento vitaminico y de algunos aminodacidos como glutadmico, asi como su
actividad insecticida, se piensa que la forma de vida vegetativa solo se presenta en el
interior de los insectos a los que infecta, hasta que esporula y la espora es liberada al
medio ambiente donde permanece junto con el cuerpo parasporal, lo que explica su
amplia distribucidn.
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Figura 6. Microfotografias de preparaciones de Bacillus thuringiensis en las que se
aprecian la espora y el cuerpo parasporal formado junto a ella en el interior de la
célula. En la fotografia de la izquierda que corresponde a un cultivo viejo de la
bacteria, la mayor parte de las células se han lisado y han puesto en libertad, tanto las
esporas como el cuerpo parasporal.

c) Caracteristicas de la proteina Cry. Cada cuerpo parasporal puede estar

constituido por una o varias clases de proteina Cry (lbarra, J. y B. Federici. 1986)
(Masson L. et al, 1998) que se agrupan entre si mediante puentes de disulfuro
(Knowles B. 1994), de cuya estabilidad depende el pH de solubilizacién del cristal
imprescindible para que ejerza su accidn toxica. Especialmente en el caso de los
cristales bipiramidales cuando estos puentes estdn distorsionados pueden ser
solubilizados a un pH de 9,5, mientras que si permanecen intactos hace falta un pH
superior a 12 para lograrlo (Lu H. et al, 1994).
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La estructura tridimensional de las proteinas Cry presenta una organizacion
biolégicamente relacionada con su actividad, con tres dominios funcionales (figura 7).
El dominio | consiste en un paquete de siete a-hélices antiparalelas (hidrofébas y
anfipaticas), la quinta de las cuales esta rodeada por las demds. Se considera que este
dominio es responsable de la formacidn de poros en el epitelio intestinal del
organismo susceptible, donde una horquilla helicoidal hidrofébica (a4-a5) inicia la
generacion de una estructura que envuelve las hélices anfipaticas, con las caras
hidrofilicas formando el lumen del canal idnico, aunque también podria deberse a la
unién de las hélices hidrofébicas a5 y a6 para formar un lazo en el extremo de la
estructura abriendo espacio a manera de navaja e insertandose en la superficie de la
membrana (Roh J.Y. et al, 2007) (Schnepf E. et al, 1998) (Lépez-Pazos, J. y A. Cerdn.
2007) (Pigott C.R., Ellar D.J. 2007).

Figura 7. La imagen muestra la estructura tridimensional de las proteinas Cry.

El dominio Il tiene tres laminas B antiparalelas distribuidas en una topologia tipo
“llave griega”, acomodada a manera de un B-prisma. Este dominio presenta similaridad
con los sitios de unidén antigeno-anticuerpo, y con moléculas del tipo de las lectinas,
debido a los loops de superficie expuestos en los apices de las tres laminas B y por ello
se lo considera como la seccién que reconoce el receptor.

El dltimo dominio funcional consta de dos ldminas B antiparalelas dobladas
formando un B sdndwich. Esta seccidn esta involucrada en el mantenimiento de la
integridad estructural de la toxina ante la protedlisis en el intestino del organismo
sensible, participa en la unidn al receptor, en la penetraciéon en la membrana celular y
en la formacién de canales iénicos que generan el desequilibrio osmético (Bravo A. et
al, 2007). Por otra parte, en las diferentes proteinas Cry hay cinco bloques de
secuencias de aminodcidos conservados (Schnepf E. et al, 1998). El bloque 1 contiene
cinco hélices del dominio | y su estructura altamente conservada hace pensar que esta
implicado en la formacién del poro. La localizacidn central de estas hélices dentro del
dominio | sugiere un papel esencial en el mantenimiento de la integridad estructural
del haz (Aronson, A.l,, y Y. Shai. 2001). El bloque 2 incluye siete hélices del dominio | y
la primera lamina B del dominio Il, estas dos estructuras comprenden la region de
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contacto entre estos dos dominios. Hay tres puentes salinos entre los dominios | y Il en
las toxinas CrylAa y Cry3A, esto puede ser importante si el dominio | cambia su
orientacién relativa para la interaccién con el receptor y para mantener la forma
globular de la proteina. Los bloques 3, 4, y 5 estdn en cada una de las tres cadenas
dentro del dominio Ill (Bravo, A. 2004). El bloque 3 contiene la ultima lamina B del
dominio Il, una estructura involucrada en las interacciones entre los dominios | y Ill.
Las dos argininas centrales del bloque 4 estarian implicadas en los puentes salinos,
afectando el cristal o a la agregacion oligédmerica. La primera y ultima arginina estan
expuestas a solventes e implicadas en la funcidn del canal.

d) Mecanismo de acciéon de la proteina Cry. El mecanismo de accidn de las

proteinas Cry se describié inicialmente en lepiddpteros y es un proceso de multiples
etapas. En cuanto al mecanismo de accién de las proteinas Cry, los sintomas que se
observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles ingieren los cristales y
esporas de Bacillus thuringiensis son: cese de la ingesta, paralisis del intestino, vémito,
diarrea, paralisis total y finalmente la muerte. El mecanismo de accidn de las proteinas
Cry es un proceso de varios pasos: (1) solubilizacion del cristal que, en realidad no es
téxico en estado nativo vy, por ello, se denomina protoxina, (2) procesamiento de las
protoxinas en el intestino medio de la larva que presenta pH alcalino y en el que la
protoxina experimenta una proteolisis enzimatica y da origen a la toxina activa, (3)
unién de la toxina a un receptor especifico de las membranas de las células epiteliales
del intestino, especificamente las que forman las microvellosidades intestinales, (4)
insercion a la membrana, (5) agregacion y formacion de poro y (6) citdlisis (figura 8).
Los cristales de B. thuringiensis son ingeridos y luego solubilizados en el intestino
medio del insecto tras lo cual se liberan las proteinas cristalinas en forma de
protoxinas. Estas no producirdn el dafio per se, sino que deberan ser procesadas por
proteasas intestinales para generar las toxinas activas que llevaran a la muerte de la
larva (Bravo A. et al, 2004). Bajo su forma monomérica, las toxinas atraviesan la
membrana peritréfica (que es una membrana existente en el intestino medio de los
insectos, formada por quitina y proteina, que impide a los alimentos entrar en
contacto directo con las células epiteliales) y se unen de forma univalente a la
cadherina, con gran afinidad en la cara apical de la membrana epitelial (Griko N. et al,
2004). Luego, de acuerdo con estudios realizados en cultivos de células de insectos, se
inicia una cascada de senalizacion dependiente del ion magnesio que seria responsable
de la muerte celular (Zhang X. et al 2006). Ademads, el inicio de esa cascada de
sefalizacion estimula la exocitosis de cadherina desdevesiculas intracelulares hacia la
membrana apical de la célula y aumenta el nimero de receptores; por tanto, captura
un nimero mayor de toxinas libres que amplificarian la sefal inicial (Zhang, X. et al,
2008). Por otro lado, con base en experimentos in vitro y bioensayos, se propone que
la union de los mondmeros a la cadherina facilita la hidrélisis proteolitica sobre el
extremo N-terminal de la toxina (Gémez I. et al 2002) (Jiménez-Juarez N. et al 2007).
Esta ultima hidrélisis induce el ensamble de los mondmeros y establece una forma
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oligomérica pre-poro. Esta estructura incrementa la afinidad por un receptor
secundario como puede ser la aminopeptidasa N o la fosfatasa alcalina (Jurat-Fuentes
J. y M. Adang. 2004). Por ultimo, la unién a ese segundo receptor facilita la formacidn
de un poro en el epitelio del intestino medio, lo que provoca un desequilibrio osmético
y la consecuente lisis celular (Bravo A. et al 2004). El tejido intestinal resulta dafiado
gravemente, lo que impide la asimilacidon y retencidn de compuestos vitales para la
larva y lleva a la muerte del insecto. La muerte puede acelerarse al germinar las
esporas y proliferar las células en el hemocele del insecto (de Maagd, R. et al, 2001)
(Schnepf E. et al 1998), aunque algunos autores sostienen que también participarian
en la muerte bacterias entéricas que llegarian desde el intestino hasta el hemocele
causando una septicemia (Broderick, N et al, 2006).

%c‘%

1) Ingestion y solubilizacion de la protoxina

2) Activacidn proteolitica en los terminales N-y C- L

3) Interaccion conla proteina de unidn a la superficie celular

4) Cambio conformacional exponiendo la horguilla helicoidal o-4-5
5) Oligomerizacion e insercion en membrana para formar poros

A

Figura 8. Modelo propuesto para explicar el modo de accién de las toxinas Cry de
Bacillus thuringiensis

El uso de B. thuringiensis como bioinsecticida tiene ventajas evidentes porque
sustituye con ventaja la utilizacién de insecticidas quimicos. Se ha estimado que el 2%
del mercado mundial de pesticidas es satisfecho con biopesticidas, en el que B.
thuringienisdomina el 95% de las ventas. Varios han sido los factores que han hecho
posible su éxito en la agricultura. EI mds importante es su alta especificidad hacia el
insecto diana y su inocuidad para mamiferos, otros vertebrados, plantas e inclusive
otros insectos benéficos. Las toxinas de B. thuringienis se han utilizado como
bioinsecticidas en agricultura durante los ultimos 40 afos, principalmente en cultivos
de hortalizas y cereales. B. thuringienis ha sido utilizado como una alternativa
compatible con el medio ambiente para el manejo de plagas agricolas. Otro factor
limitante ha sido la utilizacién de B. thuringienis para el control de insectos
barrenadores y chupadores, ya que la aplicaciéon de productos de B. thuringienis se ha
dado tradicionalmente como productos asperjados y el habito alimenticio de estos
insectos impide la ingestion de la toxina Cry. Este problema se ha resuelto con la
creacién de plantas transgénicas que producen sistémicamente la toxina Cry
haciéndola accesible a insectos barrenadores. Existe el riesgo de desarrollo de
resistencias por el incremento en el uso de B. thuringienis, como aspersiones de
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cristales y sobre todo en plantas transgénicas que expresen constitutivamente una o
varias toxinas Cry. Esto podria sustituir gradualmente las poblaciones sensibles por
otras resistentes, con lo cual no sdélo se veria reducida la efectividad del bioinsecticida,
sino que se reduciria la variabilidad genética de las poblaciones de insectos. Una de las
estrategias mds atractivas y a la vez mas controvertidas, se refiere a la transformacién
de las plantas de cultivo con los genes heterdlogos. El objetivo es que la planta, una
vez transformada con el gen de la toxina, exprese suficiente cantidad de ésta como
para aniquilar a las plagas susceptibles que las consumen. La adopcidn de las plantas
transgénicas en la agricultura se estd llevando a cabo en forma vertiginosa. Sélo en
Estados Unidos, el 50% de la superficie sembrada con soja consistio de plantas
transgénicas resistentes a herbicidas. Las dos principales caracteristicas transgénicas
comercializadas hasta la fecha son la tolerancia a herbicidas y la resistencia a plagas
basadas en genes de B. thuringienis. La introduccidn de plantas transgénicas a nuestro
pais ha sido estrictamente regulada.

Conclusion

El uso de bioinsecticidas en los ultimos afios ha evolucionado mucho frente a los
bioinsecticidas tradicionales puesto que los primeros son menos dafiinos, provocan
una menor carga ambiental, atacan solamente a la plaga o a la especie diana y ademas
son eficaces en cantidades pequefias descomponiéndose rapidamente. Entre las
principales aplicaciones de los bioinsecticidas en el control de plagas producidas por
insectos destacan actualmente el uso de baculovirus, principalmente los
nucleopoliedrovirus y los granulovirus. También es importante el uso de hongos
entomopatdégenos puesto que la mayoria de los insectos son sensibles a alguna
enfermedad de etiologia fungica, asi como el uso de nematodos y protozoos. Sin
embargo es Bacillus thuringiensis la bacteria mas empleada para el control de plagas
puesto que ha desarrollado mecanismos moleculares para producir toxinas activas
frente a insectos, siendo la mayoria codificadas por los genes cry. Su gran efectividad
se debe a su alta especificidad hacia el insecto diana y su inocuidad para mamiferos,
otros vertebrados, plantas... Sin embargo, también presenta algunos inconvenientes
gue se ven solventados con el cultivo de plantas transgénicas. La adopcion de este tipo
de plantas en la agricultura se esta llevando a cabo de manera vertiginosa. En la
actualidad existen ocho cultivos importantes con cultivares transgénicos (soja, maiz,
algoddn, colza, papa, tomate, tabaco y remolacha).

Conclusion

The use of bioinsecticides in recent years has evolved considerably compared to
traditional bioinsecticides because they are less harmful, cause a lower environmental
burden, attack only the pest or the target species, and they are effective in small
amounts with a rapid decomposition. Among the main applications of bioinsecticides
in insect-produced-pests control are the wuse of baculoviruses, mainly
nucleopolyhedroviruses and granuloviruses. The use of entomopathogenic fungi is also
important since most insects are sensitive to some disease of fungal etiology, as well
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as the use of nematodes and protozoa. However, Bacillus thuringiensis is the most
widely used bacterium for pest control since it has developed molecular mechanisms
to produce toxins active against insects, most of which are encoded by cry genes. Its
great effectiveness is due to its high specificity towards the target insect and its safety
for mammals, other vertebrates, plants ... However, it also presents some
disadvantages that are solved with the cultivation of transgenic plants. The adoption of
this type of plants in agriculture is taking place in a vertiginous wayr. Currently there
are eight important crops with transgenic cultivars (soybeans, maize, cotton, canola,
potato, tomato, tobacco and beet).
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