Garcia-Gonzalez et al. Biocontrol de insectos plaga

Ciencia y Tecnol. Agrop. México Vol. 5, Nim. 2:1 - 10 (2017)

BIOCONTROL DE INSECTOS PLAGA: ORIGEN DE LAS ESTRATEGIAS Y TENDENCIAS ACTUALES
BIOCONTROL OF INSECTS PLAGUE: ORIGIN OF STRATEGIES AND CURRENT TRENDS

Fernando Garcia-Gonzalez't, Glenda M. Gutiérrez-Benicio?, Gabriel lturriaga’, Juan C. Raya-Pérez!, Alejandro Blanco-Labra?,
Juan G. Ramirez-Pimentel', Teresa Garcia-Gasca®, César L. Aguirre-Mancilla"

Tecnoldgico Nacional de México - Instituto Tecnoldgico de Roque (TecNM-IT Roque), km 8 carretera Celaya-J. Rosas, C.P. 38110, Celaya, Guanajuato,

2Universidad de Guanajuato, Programa de Biotecnologia, Mutualismo 303, Col. La Suiza, Celaya, Guanajuato, México

2Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Irapuato km. 9.6, Libramiento Norte, Carretera Irapuato-Leon A.P.
629. C.P. 36821, Irapuato, Guanajuato, México.

3Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Auténoma de Querétaro, Av. de las Ciencias s/n. Juriquilla, CP 76230 Querétaro, México.

fIn Memoriam

“Autor de correspondencia: ceaguirre@itroque.edu.mx

recibido: 2 septiembre, 2017 aceptado 30 octubre, 2017

Articulo de revision

RESUMEN

Entre los insectos existe una gran variedad de
especies y muchas de ellas tienen la capacidad de
interaccionar con el mundo vegetal. Este tipo de
interacciones van desde aquellas de caracter
mutualista hasta las antagonicas. El tipo de
interacciones planta-insecto puede deberse en gran
medida a la adaptacion que tenga el insecto hacia los
metabolitos de la planta, especialmente (parte de los
‘mecanismos de defensa”) aquellos que le son
potencialmente dafiinos. Los insectos que son
capaces de sobrepasar estas barreras poseen, a su
vez, poseen “mecanismos de contra defensa” que les
permiten tal adaptacién.

Los insectos para sobrevivir han desarrollado una
serie de mecanismos de defensa que les permite un
desarrollo adecuado u optimo en los diferentes
ambientes. Uno de los mecanismos que mas ha
llamado la atencién por su aplicacién potencial es la
presencia de genes que codifican para proteinas con
actividad proteolitica, las cuales son clave para digerir
los alimentos que consumen los insectos. En esta
revisién se aborda la interaccion de los insectos con
las plantas, su adaptacion, el rol de las proteasas y los
métodos que actualmente se utilizan para combatir a
los insectos plaga causantes de grandes pérdidas en
los cultivos de interés agricola.

Palabras clave: proteasas, manejo integrado de
plagas, agricultura sostenible

ABSTRACT

Insects present a great variety of species and many of
them have the ability to interact with the plant world.
These interactions range from those of a mutualistic
nature to antagonistic ones. The type of plant-insect
interactions, may be largely due to the adaptation that
the insect has to the metabolites of the plant (part of
the "defense mechanisms") that are potentially harmful.
Therefore, the insects that are capable of overcoming
that barrier in turn, have "counter defense
mechanisms" that allow such adaptation. Insects to
survive have developed a series of defense
mechanisms that allow them to develop adequately or
optimally in different environments. One of the
mechanisms that has most attracted attention is the
presence of genes that code for proteins with
proteolytic activity, which are key to digest the food that
insects consume. This review addresses the
interaction of insects with plants, their adaptation, the
role of proteases and the methods currently used to
combat insect pests that cause large losses in crops of
agricultural interest.

Key words: protease, integrated pest management,
sustainable agriculture
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LOS INSECTOS

La espectacular diversidad y abundancia alcanzada
por los animales del phylum Arthropoda, logra en las
especies de la clase Insecta su mayor expresion. Se
conocen alrededor de un millbn de especies de
insectos, lo que representa un nimero semejante tres
veces mayor al resto de las especies animales juntas.
Se ha planteado que las especies de insectos pueden
alcanzar una cifra entre 10 a 30 millones (Toro et al.,
2003).

Las plantas, que representan la mayor cantidad de
materia viva con relacién a cualquier otro organismo,
tiene aproximadamente 300,000 especies de plantas
vasculares, grupo de gran interés para los humanos.
Més de 400,000 especies de insectos fitbfagos, viven
eny de las plantas. Dentro de los 6rdenes de insectos
fitofagos estan: el orden Coleoptera con 122,000
especies; Lepidoptera con 119,000 y el Diptera con
35,700 especies (Schoonhoven et al., 2005). Debido a
su gran numero, algunos autores han propuesto que
la interaccidn entre estos dos grupos de organismos
es responsable de que exista una gran diversidad en
las formas de vida terrestre (Ehrlich y Raven, 1964).
Ambos grupos de organismos poseen un amplio y
complejo repertorio de mecanismos que les permiten
co-existir. Siendo las plantas la base de la vida de los
organismos que habitamos la tierra, incluyendo a los
insectos, todos dependendemos de ellas
(Schoonhoven et al., 2005). Actualmente un pequefio
nimero de cultivos son la base de la alimentacién
humana, incluyendo entre éstos a los cereales, que
actualmente siguen siendo la principal fuente de
calorias y proteinas en todos los paises (Alonso-
Amelot et al., 2009). Se ha estimado que la produccion
mundial actual de cereales es de 2,400 millones de
toneladas, en donde 1,100 millones son destinados al
consumo humano, (FAO, 2012). Desde un punto de
vista antropocéntrico, un insecto puede convertirse en
una plaga cuando éste ocasiona dafios al ser humano,
a sus cultivos, animales o a sus propiedades. En la
agricultura, un insecto se clasifica como plaga cuando
causa un dafio directo a los productos que se pueden
cosechar 0 que causen un dafio indirecto, al ser
portadores de enfermedades, tanto para los cultivos,
como para el ganado y para el hombre mismo (Dent,
2000).

En México se estima que existen entre 300,000 a
350,000 especies de insectos y aracnidos, de las
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cuales, cerca del 95% corresponden a insectos. Estos
comprenden 34 grandes grupos (6rdenes), muchos de
ellos poco conocidos hasta ahora. Poseen una
compleja variedad de mecanismos moleculares y de
productos metabolicos que les proporcionan la
capacidad de adaptarse a las situaciones presentadas
por el contacto con ambientes nuevos y moléculas
potencialmente tdxicas, ya sean de origen natural o
artificial (Ahmad, 1986; Roush y Mckenzie, 1987).
Dentro de esos mecanismos, aparentemente producto
de la co-evolucién entre planta e insecto, el sistema
proteolitico de los insectos forma parte de una
respuesta adaptativa compleja y dinamica que le
permite sortear los efectos dafiinos de algunas
proteinas vegetales que tienen la capacidad de inhibir
la actividad de enzimas digestivas (proteasas,
amilasas) o para degradar algunas otras proteinas que
tienen efectos antinutricios como las lectinas
(Jongsma y Bolter, 1997; Zhu-Salzman y Zeng, 2008).

El conocimiento de los grupos de enzimas que forman
parte del sistema proteolitico digestivo del insecto
puede constituir una base importante para el
entendimiento del, o de los mecanismos que participan
en la respuesta adaptativa del insecto a dietas en que
tenga presencia de proteinas que pueden ser parte de
los mecanismos de defensa de las plantas. Por lo tanto,
el conocimiento de las enzimas digestivas es un
prerrequisito para poder comprender el éxito que
tienen los insectos y muchos sistemas vivos para
poder interactuar y lograr adaptarse al medio que les
rodea (Jongsma et al., 1995, 1996; Michaud, 1997;
Broadway, 1996a; Giri et al., 1998; Franco et al., 2002).

Proteasas

Las proteasas son producidas por todos los
organismos vivos. Estas enzimas estan implicadas en
reacciones fisioldégicas que van desde la simple
digestion de las proteinas de los alimentos hasta
cascadas altamente reguladas en las cuales participan
para activar, por ejemplo, hormonas o incluso la
activacion de otras proteasas. Las proteasas pueden
romper enlaces peptidicos especificos, en la que la
proteasa reconoce una secuencia de la proteina
blanco, o degradar completamente un péptido hasta la
obtencién de los aminoacidos que lo constituyen, es
decir, la actividad proteolitica puede llevar a cabo la
completa degradacion de una proteina, o abolir la
funcion de una proteina, o bien, la degracién parcial de
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una proteina puede resultar en la activacién de una
funcién o la funcién proteolitca también puede ser
parte de una via de sefializacion (Rawlings et al.,
2008; Terra y Ferreira, 2012). Este grupo de enzimas
que catalizan la ruptura del enlace peptidico de las
proteinas, son denominadas formalmente “peptidasas”
(EC 3.4. - Sistema de numeracion y clasificacion
recomendado por el Comité de Nomenclatura de la
Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular). por lo que, en lo sucesivo se usara este
término.

Las peptidasas se dividen en dos grandes grupos: las
endopeptidasas (endoproteasas) (EC 3.4.21-24) que
reconocen aminoécidos localizados en medio de las
cadenas polipeptidicas; y las exopeptidasas
(exoproteasas) (EC 3.4.11-19) que reconocen los
aminodcidos localizados en los extremos carboxilo o
amino terminal (C-terminal o N-terminal) de las
cadenas polipeptidicas. Estas Ultimas, a su vez, se
clasifican en funcion del extremo a hidrolizar, es decir,
aquellas que hidrolizan aminoacidos del extremo N-
terminal, reciben el nombre de aminopeptidasas, y si
los aminoacidos hidrolizados corresponden al extremo
C-terminal son conocidas como carboxipeptidasas.
Las endoproteasas se clasifican en varios grupos
dependiendo de los residuos de aminoacidos o iones
metélicos que poseen en su sitio activo (Rawlings et
al., 2008; Terra y Ferreira, 2012), asi tenemos a las:

a) Serinproteasas

b) Cisteinproteasas
c) Asparticoproteasas
d) Metaloproteasas

Para el caso de la mayoria de los insectos, las
endopeptidasas generalmente estan involucradas en
la digestion inicial (Terra y Ferreira, 2012). Se ha
encontrado que estas cuatro clases de peptidasas
forman parte de los procesos digestivos de los
insectos (Wagner et al., 2002; Terra y Ferreira, 2012).
Para el caso de las aspartico peptidasas (EC 3.4.23) y
de las metalo peptidasas (EC 3.4.24), la molécula que
realiza la catalisis es el agua, misma que es activada
por el acido aspartico o por un i6n metalico,
respectivamente. Para el caso de las serin peptidasas
(EC 3.4.21) el residuo de serina en el sitio activo es el
responsable de la catélisis. En las cistein peptidasas
(EC 3.4.22) el residuo de cisteina en su sitio activo es
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el aminoécido catalitico. Hasta hace algunos afios se
pensaba que los insectos tenian un sistema digestivo
similar al de los mamiferos, es decir, tripsina y
quimotripsina (serin peptidasas) o pepsina (aspartico
peptidasa) como parte de las enzimas digestivas
(McFarlane, 1985); en estudios posteriores se
evidencio la presencia de otros tipos de peptidasas
(Wolfson y Murdock, 1990; Terra y Ferreira, 1994).
Generalmente el pH optimo de cada endopeptidasa se
relaciona con su tipo mecanistico, por lo cual, las
aspartico y cistein peptidasas son conocidas por
presentar actividad catalitica a pH &cido, en tanto que,
las serin peptidasas, tienen su actividad en valores de
pH alcalino (Terra y Ferreira, 1994).

a) Serin peptidasas

Estas peptidasas comprenden dos familias: la de la
quimotripsina que incluye enzimas de mamiferos
(quimotripsina, tripsina, elastasa), plantas vy
microorganismos y la familia de la subtilisina, que si
bien en un principio se creyd constituida solamente por
enzimas  bacterianas  (ejemplo:  subtilisina)
actualmente se han encontrado representantes en
otros microorganismos, en plantas y en animales
superiores. La actividad de las mismas suele ser
méxima a valores de pH alcalinos y no requieren
activadores, aunque los iones calcio intervienen en la
activacién de algunas proenzimas y estabilizan a
algunas enzimas (Kaneda y Tominaga, 1975; Kaneda
et al., 1995; Uchikoba et al., 1995). Este grupo de
enzimas se caracteriza por tener un residuo de serina
muy reactivo en su sitio activo. Todas ellas son
endopeptidasas y ademas del residuo serina, también
intervienen un residuo histidina y un residuo acido
aspartico en el proceso catalitico, formando la llamada
triada catalitica, caracteristica de esta familia de
enzimas (Whitaker, 2000).

Aunque todas las serin-peptidasas presentan el
mismo mecanismo de accion catalitico, su
especificidad por el sustrato es muy diferente. Las
peptidasas generalmente se clasifican de acuerdo con
su sensibilidad al pH, siendo éstas &cidas o alcalinas.
Dentro de las peptidasas acidas que han sido aisladas
y caracterizadas se encuentran la pepsina, quimosina
y gastricina y entre las proteasas alcalinas, se
encuentran la tripsina, quimotripsina y elastasa. Estas
ultimas, en particular la tripsina, es la que mas se ha
estudiado (Klomklao et al., 2007).
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b) Cistein-peptidasas

Aqui se incluye las peptidasas vegetales mas
extensamente estudiadas, tales como papaina, ficina,
actinidina o bromelaina, varias catepsinas de
mamiferos, calpainas citosolicas y algunas peptidasas
de parasitos como las de Trypanosoma. La mayoria
de las peptidasas de esta clase estan incluidas dentro
de la familia de la papaina, que es la cistein peptidasa
mas ampliamente estudiada, responsable de los
principales avances en el estudio no solamente en el
campo de las cistein peptidasas sino en la enzimologia
en general. Ha sido la primera enzima a la que se le
determiné la estructura tridimensional (Drenth et al..,
1968), por lo que es considerada como el arquetipo de
esta clase de peptidasas.

c) Aspartico-peptidasas

La mayoria de las peptidasas asparticas estudiadas
pertenecen a la familia de la pepsina. Esta familia
incluye enzimas digestivas tales como pepsina y
quimopepsina, catepsina D y algunas peptidasas
fungicas. Estudios cristalograficos permitieron mostrar
que estas enzimas son moléculas constituidas por dos
I6bulos homélogos, con el sitio activo localizado entre
ambos. Cada I6bulo contribuye con un residuo
aspartico de la diada activa de aspartatos. Estos dos
residuos asparticos estan geométricamente muy
préximos en la molécula activa y, de ambos, uno sélo
es ionizado en el rango de pH 6ptimo (2-3). Por actuar
en forma o6ptima a valores bajos de pH estas
peptidasas también fueron denominadas “peptidasas
acidas” por Hartley (1960).

d) Metalo-peptidasas

Las metalopeptidasas se encuentran entre las
hidrolasas en las cuales el ataque nucleofilico sobre el
enlace peptidico es mediado por una molécula de
agua. Esta es una caracteristica compartida con las
aspartico peptidasas, pero en las metalopeptidasas un
cation metalico divalente, usualmente zinc, aunque
algunas veces cobalto, niquel 0 manganeso, activan la
molécula de agua. El ion metélico es generalmente
sostenido por tres residuos aminoacidicos (Hara y
Matsubara, 1980).

Aparato digestivo de los insectos

El intestino de los insectos es una de las principales
vias de entrada de organismos entomopatdgenos.
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Con el fin de minimizar los efectos negativos de los
patogenos, el intestino de los insectos posee
diferentes mecanismos: sintesis de péptidos
antimicrobianos, produccién de especies reactivas de
oxigeno, activacion de los sistemas de reparacion y
detoxificacién, melanizacién, fagocitosis, apoptosis y
la renovacion celular, entre otros (Damgaard, 2000).
El aparato digestivo de todos los insectos esta
formado por tres partes bien diferenciadas, el intestino
anterior, medio y posterior. En el intestino medio se
producen las enzimas que van a llevar a cabo el
proceso digestivo. La existencia de una membrana en
varios artropodos, que protege las células del intestino
medio, fue descrita por primera vez en el siglo XIX, la
cual se forma en la regién del proventriculo. Mercer y
Day (1952) describen tres tipos de membranas: (1)
malla fibrilar de forma regular (2) malla en forma
hexagonal y (3) malla fibrilar de forma irregular, la cual
parece estar formada por diversas capas. Balbiani
(1890) le dio el nombre de membrana peritréfica. La
mayoria de los insectos poseen membrana peritréfica
tanto en el estado adulto como en el larvario.
Generalmente esta membrana se encuentra presente
en insectos cuya dieta alimenticia esta constituida de
particulas sdlidas y falta en aquellos insectos que se
alimentan de liquidos. Terra (1990) describié a la
membrana peritréfica como una malla de quitina
embebida en una matriz de proteina y carbohidratos,
cuya principal funcién es la proteccion de las células
del intestino medio para evitar dafio mecanico por el
paso del alimento sdlido, como barrera contra
microorganismos, ademéas de ser permeable a las
enzimas digestivas y productos de la digestion. Las
quitinasas pueden alterar la estructura de la
membrana peritréfica de un gran nimero de insectos
parasitos para facilitar su penetracion.

La digestion proteica en insectos se lleva a cabo
mediante distintos tipos de proteasas digestivas, que
actlan sobre los enlaces peptidicos de las proteinas,
transformandolas en péptidos mas pequefios o
liberando sus aminoé&cidos constituyentes (Terra et al.,
1996a; Terra y Ferreira, 2005). Actualmente se cuenta
con un mayor conocimiento de su estructura y
funciones de estas enzimas, con lo cual ha sido
posible plantear nuevas estrategias para el control de
insectos plaga (Terra y Ferreira, 2005).

Control de insectos plaga

En el contexto agricola se denomina plaga a cualquier
organismo que a determinado nivel de poblacién o
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indculo compite y causa dafio econdmico sobre una
especie animal o vegetal en cualquiera de las etapas
de establecimiento, desarrollo o produccion, o en el
manejo posterior, es decir, en la poscosecha (Alatorre
et al., 2000; Gonzalez-Castillo et al., 2012).

En México son frecuentes e importantes los dafios que
causan plagas como el gusano cogollero del maiz
(Spodoptera frugiperda), la mosca de la fruta
(Anastrepha ludens), el picudo del algodonero y del
manzano (Anthonomus grandis), las arafias rojas
(Tetranychus urticae), las mosquitas blancas (Bemisia
tabaci), las chicharritas (Dalbulus spp) o los pulgones
(Myzus persicae, Aphis fabae) que atacan a cultivos
de importancia econdmica (Alatorre et al., 2000). Para
controlar este tipo de insectos se recurre al uso de
plaguicidas quimicos sintéticos tales como los
clorados, organofosforados y piretroides, los cuales
fueron exitosos en el control de plagas en sus inicios,
minimizando las pérdidas de las cosechas. Sin
embargo, como consecuencia de su uso inadecuado e
indiscriminado, aparecieron problemas de resistencia
de los insectos hacia estos productos, asi como un
rapido crecimiento de las poblaciones de plagas
secundarias y alteraciones ecoldgicas, causando
efectos indeseables en el medio ambiente y en la
salud del ser humano y del ganado (Devine et al.,
2008). Esto ha ocasionado la prohibicion o restriccion
de muchos insecticidas como el dieldrin, mirex, BHC,
paration etilico, toxafeno y DDT (Gonzélez-Castillo et
al., 2012). Con el fin de minimizar estas consecuencias
desfavorables, se ha propuesto disminuir el uso de los
plaguicidas convencionales y desarrollar nuevas
estrategias para un Manejo Integrado de Plagas (MIP),
principalmente por medio del control biolégico siendo
este un método de control de plagas mas racional y
respetuoso con el medio ambiente y acordes con la
filosofia de “desarrollo sustentable” (Badii et al., 2006).

El MIP es una alternativa para disminuir la
dependencia en el uso de insecticidas quimicos
sintéticos. Se basa en las practicas culturales con
orientacién al control de plagas, la capacidad que
tienen las plantas para tolerar o resistir sus dafios y la
accion de los factores naturales de mortalidad de las
mismas, como lo son los parasitoides, depredadores y
patogenos de insectos-plagas. Estas tres Ultimas son
la alternativa de control mas usada para sustituir el uso
excesivo de los insecticidas (Alatorre et al., 2000).
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Control bioldgico

El estudio y aplicacion del control bioldgico en México
tiene una larga historia. Diferentes autores han tratado
de documentar en diversas épocas el desarrollo de las
actividades del control biolégico como disciplina
cientifica y estrategia fundamental en el manejo
integrado de plagas (Rodriguez y Arredondo, 2007).
Los insecticidas biolégicos (Fitosan-M, Biobit HP,
Tridant, Bio-Blast, etc) se usan en México desde hace
56 afios, pero su aplicacién se incrementd
significativamente desde 1990 (Gonzélez-Castillo et
al, 2012). ElI Control Biolégico es parte muy
importante del MIP, ya que ademas de cuidar y
reforzar la accion de los agentes que normalmente
estan presentes en el ecosistema (Alatorre et al.,
2000) se desarrolla la manipulacion deliberada de
parasitoides, depredadores y patégenos de las
especies plaga dentro del agrosistema, disefiada o
proyectada para reducir la poblacién plaga a un nivel
que no produzca dafios econémicamente importantes
(Badii et al., 2006). A partir del uso de insectos
entoméfagos para el control de insectos plaga, el
control biolégico se ha extendido al uso de una amplia
gama de organismos para el control de insectos. Entre
los organismos mas utilizados como agentes de
control se incluyen virus, bacterias y sus toxinas,
hongos y otros microorganismos patdgenos. Estos
organismos generalmente tienen como efecto la
muerte directa del insecto que atacan, adicionalmente,
también pueden actuar como antagonistas inhibiendo
el desarrollo de microorganismos mediante sustancias
que excretan (Rodriguez y Arredondo, 2007).

El desarrollo de productos basados en
microorganismos para su uso como bioinsecticidas
implica numerosas pruebas de laboratorio y de campo,
para confirmar la presencia natural  del
microorganismo en el medio ambiente, su virulencia,
factores medioambientales y su correcta identificacion
(Rodriguez y Arredondo, 2007). Dentro de los agentes
entomopatdgenos se incluyen principalmente hongos,
bacterias y virus, por su disponibilidad en el mercado,
ademas de nematodos y protozoos en menor
proporcion (Dufour, 2001). Estos microorganismos por
lo general, se caracterizan por su escasa toxicidad
sobre otros organismos del ambiente, principalmente
mamiferos, su aptitud para ser tratados de forma
industrial, es decir, que se cultivan, formulan,
empaquetan, almacenan y se comercializan como un
insecticida convencional. Estos insecticidas bioldgicos
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penetran en el insecto plaga por ingestion y por
contacto en el caso de los hongos (Badii et al., 2006;
Giraldo, 2009). Los hongos entomopatégenos tienen
un gran potencial para ser empleados como
biocontroladores (Cafiedo y Ames, 2004).

Estrategias biotecnolégicas: una herramienta
para el control de plagas

Como se ha mencionado, los insecticidas quimicos
han sido en gran medida el medio de control de
insectos plaga en los cultivos a nivel mundial (Pest
Management Research Centre 2000), ocasionando
problemas de contaminaciéon ambiental y de alimentos,
de intoxicaciones humanas al manipularlos para su
aplicacion, provocan aparicion de resistencia entre los
insectos y la eliminacién de insectos benéficos dentro
del agroecosistema (Pest Management Research
Centre 2000).

Estos inconvenientes han provocado la restriccion en
el uso de algunos insecticidas quimicos y se ha
incrementado notablemente el uso de insecticidas
microbiolégicos (Richards et al., 1998). Aunque
también, se han aplicado otras estrategias haciendo
uso del grupo de los patogenos controladores de
plagas como bacterias, hongos y virus, asi mismo se
ha documentado el uso de proteinas como los
inhibidores de peptidasas, proteinas derivadas de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens y los baculovirus,
debido a su capacidad de controlar varias especies de
insectos plaga, sin ocasionar dafios a otros
organismos (Badii y Abreu, 2006).

La bacteria Gram (+) Bacillus thuringiensis es usada
en el control de plagas, la cual, durante la esporulacion
sintetiza proteinas que forman un cristal paraesporal
que puede alcanzar, en algunas cepas, el mismo
tamafio que la espora. De esta manera cuando los
insectos consumen la espora también ingieren el
cristal, el cual se disuelve en el intestino con ayuda de
proteasas digestivas presentes en el insecto. Alli se
liberan sus componentes proteicos (protoxinas) por
proteasas intestinales para que adquieran su forma
final tdxica. La toxina entonces se une a receptores de
la membrana epitelial de las células del intestino y
produce poros en estas y finalmente la muerte del
insecto. Este envenenamiento facilita la espora que
germine e invada su huésped (Badii y Abreu, 2006)

Los baculovirus son otros de los agentes que estan
siendo utilizados como control biotecnoldgico; son
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también conocidos como nucleopolihedrovirus o virus
que infectan invertebrados, principalmente insectos
del orden Lepidoptera. Son patdgenos obligados que
se caracterizan por sus nucleocapsides en forma de
varilla, cada una de ellas conteniendo una molécula
unica circular de ADN de doble cadena. La
nucleocapside esta rodeada por una membrana de
lipoproteinas para formar viriones, los cuales son
ocluidos por una matriz proteica para formar el cuerpo
de oclusion (OC). Cada OC puede contener docenas
de viriones. La mayor parte de los baculovirus
identificados han sido aislados de unos cientos de
especies de insectos, principalmente Lepidoptera e
Hymenoptera, fitéfagos, los cuales son plagas
importantes de cultivos agricolas y de bosques. La
infeccién por el baculovirus comienza cuando el
insecto ingiere el OC, este se disuelve en el intestino
con la consiguiente liberacion de los viriones (también
conocidos como virus derivados ocluidos, ODV, por
sus siglas en inglés). Los ODV liberados se fusionan
con la membrana de las células epiteliales columnares
del intestino del huésped y entran a la célula (Zaida et
al., 2002).

El atractivo de utilizar estos patogenos en la lucha
contra los insectos es, por un lado, su especificidad,
con lo que se puede atacar al insecto plaga sin afectar
las poblaciones de insectos Utiles y, por otra parte, son
totalmente inocuas para organismos distintos a los
insectos, incluido el hombre. Estas caracteristicas
hacen que los insecticidas basados enB.
thuringiensis y baculovirus sean un recurso muy
apreciado desde el punto de vista de la agricultura
sostenible. De hecho, son de los pocos insecticidas
permitidos en este tipo de agricultura. Otro atractivo
que presenta B. thuringiensis s que, debido a que la
toxina es una proteina, se pueden manipular los genes
en el laboratorio de manera que la proteina mutante
posea una eficacia mayor o incluso desarrolle
toxicidad para controlar nuevas plagas. Sin embargo,
en lo que se conoce mas a esta bacteria es por la
utilidad que tiene en la ingenieria genética en cuanto a
que sus genes se pueden integrar en el genoma de
plantas, con lo que éstas producen la proteina
insecticida y de esta forma son resistentes a los
insectos que las atacan (Blissard y Rohrmann, 1990;
Gonzalez-Castillo et al., 2012).

El problema de la resistencia a insecticidas por parte
de los insectos es un problema muy grave, que puede
volver obsoleto un insecticida en pocos afios. Este
problema no afecta sélo a los insecticidas quimicos,
sino que también afecta a los insecticidas microbianos.
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El conocimiento de los mecanismos por los que las
toxinas de B. thuringiensis, los inhibidores de
proteasas y los baculovirus actuan y de como un
insecto puede adquirir resistencia puede ayudar a
disefar estrategias para prevenir la aparicion de esta.
Los resultados de estas investigaciones son de gran
importancia para disefiar estrategias de utilizaciéon de
insecticidas basados en B. thuringiensis para que las
probabilidades de aparicion de resistencia se
minimicen y, de esta manera, se pueda prolongar la
utilizacion del insecticida. Este conocimiento es
especialmente relevante en el contexto del disefio de
plantas transgénicas resistentes a insectos, ya que la
correcta eleccion de los genes (que codifican toxinas)
a introducir en una misma planta dependera de su
mecanismo de accidén. Una planta que exprese dos
toxinas que utilicen el mismo sitio blanco para su
accion provocara la aparicion de resistencia en los
insectos plaga mucho mas répidamente que una que
exprese dos toxinas con distintos lugares o modos de
acciéon (Gonzalez-Castillo et al., 2012; Marily et al,
2012).

Otra estrategia biologica que puede ser utilizada para
el control de plagas es el anular sus proteasas
digestivas mediante el uso de inhibidores de proteasas,
principalmente las del tipo tripsina y quimotripsina, las
cuales entran dentro de la clasificacion de las serin-
peptidasas.

El conocer las proteasas mayoritarias de los insectos,
como actuan y como responden ante la presencia de
inhibidores de proteasas representa una estrategia
viable para poder controlar o abatir el dafio que causan
diferentes plagas en los cultivos de interés agricola.

Inhibidores de proteasas (ips)

Los IPs estan presentes en plantas, animales y
microorganismos (Richardson, 1991). En las plantas
los IPs representan una forma de proteina de
almacenamiento (Richardson, 1991; Mosolov et al.,
2001) o estén involucrados en los mecanismos de
defensa contra plagas y enfermedades (Ryan, 1990;
Macedo et al., 2003; Valueva y Mosolov, 2004; Ramos
et al., 2009; Parde et al., 2010).

Los IPs comparten la propiedad de formar complejos
reversibles proteina-proteina con peptidasas animales
y de algunas plantas, ocasionando la inhibicién
competitiva de sus funciones cataliticas (Ryan, 1973;
Richardson, 1991; Laskowski y Kato, 1980).
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Otra propiedad importante de los inhibidores es la
presencia de diferentes dominios. En la familia de IPs
de papa tipo Il se han identificado seis dominios que
inhiben las proteasas digestivas de varias especies de
insectos, es probable que la ventaja de producir IPs
con precursores multidominios sea la inhibicién
eficiente de una gran cantidad de proteinas en un
periodo de tiempo relativamente corto (Miller et al.,
2000).

Un estudio muestra la identificacion de la secuencia
responsable del efecto toxico del inhibidor de tripsina
de Bauhinia rufa (BrTl) contra Callosobruchus
maculatus, que corresponde al motivo RGdE, el cual
juega un papel primordial en la actividad insecticida,
inhibiendo fuertemente el desarrollo del insecto
(Sumikawa et al, 2010). Lo cual sugiere que otro
atributo de los IPs de plantas es la presencia de
motivos funcionales que pueden inducir diversas
sefiales de defensa (Sumikawa et al., 2010).

El papel de los IPs en la defensa de las plantas fue
mostrado inicialmente cuando se observd que las
larvas de Tribolium confusum y T. castaneum fueron
incapaces de desarrollarse en productos de soya.
Luego, se encontrd que los inhibidores de tripsina
presentaron toxicidad contra las larvas de T. confusum
(Lipke et al., 1954). Por lo que estos inhibidores fueron
capaces de inhibir la actividad de las peptidasas
presentes en los insectos evaluados.

CONCLUSIONES

Es muy probable que el cambio climatico permita la
aparicion de nuevas plagas, sumadas a las ya
presentes en ciertos lugares. Esto exige la adopcion
de nuevas estrategias para afrontar esta problematica.
La diversificacion de los cultivos y el manejo integrado
de plagas son contemplados como caminos a seguir.
El conocimiento mas profundo de los insectos, incluido
su sistema diegestivo asi como las peptidasas alli
presentes, pueden permitir el disefio de estrategias
novedosas para su control, en un modelo de
agricultura sostenible.
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