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RESUMEN

El tomate (Solanum Ilycopersicum L.) es el cultivo horticola de mayor importancia a nivel
mundial, sin embargo, su rendimiento se ve constantemente afectado por el persistente
ataque de plagas y enfermedades a lo largo de la temporada. Dentro de las plagas primarias
que afectan al cultivo en Chile, la polilla del tomate (Tuta absoluta Meyrick) es muy
relevante, ya que puede ocasionar pérdidas cercanas al 90% en el rendimiento al no ser
controlada. El principal método de control de este lepidoptero se ha restringido
tradicionalmente al uso de plaguicidas de origen quimico, practica que en la actualidad esta
siendo fuertemente cuestionada debido al dafio al ambiente, a insectos benéficos, a la salud
humana, asi como también por el desarrollo de resistencia a estos productos por parte de la

plaga.

Por esta razon en las ltimas décadas ha cobrado importancia el desarrollo de alternativas a
los insecticidas como el control microbiolégico de plagas. El objetivo de este estudio fue
determinar el estado del arte en relacion al control microbiolégico de Tuta absoluta segin
la literatura cientifica nacional e internacional. Para ello, se busc6 informacion respecto a
aspectos bioldgicos y dafios ocasionados por 7. absoluta. Luego la busqueda se centro en el
tomate, dado que es el principal cultivo hospedero. Posteriormente, se procedié con la
busqueda de los distintos métodos de control existentes, sefialando al control
microbioldgico como una alternativa al control quimico, describiendo los principales
microorganismos biocontroladores utilizados para el control de esta plaga.

Los resultados que se obtuvieron de la recopilacién bibliografica indican que trabajos
realizados en Chile y el mundo, han demostrado el gran potencial de utilizar estos
microorganismos en el control de 7. absoluta, alcanzando mortalidad cercana al 90% en
algunas evaluaciones. Actualmente, el microorganismo mas utilizado a nivel mundial en el
control de esta plaga es la bacteria B. thuringiensis, especie que ha mostrado actividad
toxica relevante contra larvas de polilla del tomate, al igual que las especies de nematodos
entomopatdgenos, tales como Steinernema carpocapsae 'y S. feltiae, los cuales alcanzan una
mortalidad de larvas de hasta un 88% y 92%, respectivamente.

Cuando un microorganismo no logra por si solo controlar de forma eficiente a 7. absoluta,
se recomienda combinar todas las herramientas compatibles en un programa de manejo
integrado de plagas (MIP), minimizando el uso de productos fitosanitarios y priorizando las
practicas culturales, fisicas y biologicas.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, lepiddptero, microorganismos entomopatdgenos,
Bacillus thuringiensis, nematodos.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most important horticultural crop worldwide,
however, their yield is constantly affected by the persistent pests and diseases throughout
the season. Within the primary pests that affect the crop in Chile, tomato moth
(Tuta absoluta Meyrick) is very relevant, because it can cause losses close to 90% in yield
if it not being controlled. The main method of control of this lepidopteran has traditionally
been restricted to the use of chemical pesticides, practice that is currently being strongly
questioned due to damage to the environment, beneficial insects, human health, as well as
the development of resistance by the pest populations.

For this reason, in recent decades it has become important the development of alternatives
to insecticides such as microbiological control of pests. The objective of this study was to
determine the state of the art in relation to the microbiological control of Tuta absoluta
according to national and international scientific literature. For that, the information was
sought respect to biological aspects and damage caused by 7. absoluta. Then the search was
focused in tomatoes, due it is the main host crop. Subsequently, the search proceeded with
the different existing control methods, and pointing out the microbiological control as an
alternative to chemical control, describing the main biocontrol microorganisms used to
control this pest.

The results obtained from the bibliography review indicate that works done in Chile and in
the world, have demonstrated the great potential of using these microorganisms in the
control of 7. absoluta, achieving mortality levels close to 90% in some evaluations.
Nowdays, the microorganism most used worldwide in controlling this pest is the bacterium
B. thuringiensis, species that has shown significant toxic activity against tomato moth
larvae, as well as the specices of entomopathogenic nematodes, such as Steinernema
carpocapsae and S. feltiae, which reach a larval mortality up to 88% and 92%, respectively.

When a microorganism is unable to control 7. absoluta efficiently by itself, it is
recommended to combine all compatible tools in a program of integrated pest management
(IPM), minimizing the use of pesticides and prioritizing cultural, physical and biological
practices.

Key words: Solanum lycopersicum, lepidopteran, entomopathogenic microorganisms,
Bacillus thuringiensis, nematodes.



INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es considerado la hortaliza méas importante a nivel
mundial, ocupando el primer lugar tanto en superficie como en volumen de produccion
(Flafio, 2014). Este cultivo se caracteriza por poseer una alta eficiencia productiva por
unidad de superficie, sin embargo, su rendimiento se puede ver afectado por diversos
factores, tanto bidticos com abioticos (Paniagua, 2002).

Dentro los factores bidticos que afectan a este cultivo, se encuentran las plagas, entre ellas,
una de las mas importante y de mayor consideracion tanto a nivel nacional como
internacional, corresponde a Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae),
comunmente denominada polilla del tomate. En Chile, esta especie es considerada plaga
primaria para el cultivo, debido a que puede llegar a ocasionar pérdidas en el rendimiento
del orden del 90% si no se realiza un control oportuno (Estay, 2000). La polilla del tomate,
también puede afectar, pero con menor incidencia, a otras especies solandceas como la
papa, la berenjena, pepino dulce y malezas como el tomatillo y el chamico (Céceres, 2004).

El dafio causado por este lepidoptero es realizado por las larvas, las cuales una vez
eclosadas, penetran las hojas nuevas y comienzan a alimentarse del mesoéfilo, formando
galerias transparentes de distintos tamafios. También pueden afectar botones florales, flores
y frutos, donde hacen galerias desde el extremo peduncular, favoreciendo la entrada de
patdgenos que causan pudriciones y caida de los mismos (Céceres, 2004; Rodriguez et al.,
2007). Marin et al. (2002) sefnalan que el dafo provocado puede causar el rechazo de los
frutos en el mercado debido a su desvalorizacion comercial completa. Ademas, destacan
que se trata de una plaga cuarentenaria para el mercado de los Estados Unidos.

El héabito minador de la plaga, las altas densidades poblacionales y su incidencia directa
sobre los frutos, han llevado a los productores a realizar hasta mas de dos aplicaciones por
semana sin un monitoreo previo que determine el estado en que se encuentra la plaga y el
nivel de dafio en el cultivo. Esta forma apresurada e indiscriminada de control, ha generado
problemas de contaminacion ambiental, muerte de insectos benéficos, residuos quimicos en
los frutos, intoxicaciones, y ademads, se ha detectado un aumento en el desarrollo de
resistencia por parte de las plagas a los principios activos de los agroquimicos utilizados,
fendémeno que ha sido documentado para esta especie en Chile, Argentina y Brasil (Lietti et
al., 2005; Collavino y Giménez, 2008; Rifo, 2013).

Como resultado de esto, hoy se busca privilegiar el uso de estrategias mas “limpias” de
control, entre las que se encuentran el control biologico de plagas y enfermedades (France
et al., 2008), el cual consiste en la utilizaciéon de organismos vivos (enemigos naturales)
locales o introducidos, para mantener la poblacion de la plaga por debajo del nivel de dano
econoémico. Si bien el empleo de depredadores y parasitoides es ampliamente conocida,
existe un 4area menos desarrollada en el control bioldgico, pero igual de efectiva,
denominada control microbioldgico de insectos. Como su nombre lo indica este ultimo se
basa en la utilizacién de microorganismos entomopatdgenos , tales como bacterias, hongos,



virus y nematodos para reducir y controlar las poblaciones de insectos plaga (Sepulveda et
al., 2010). Estos patdgenos de insectos generalmente tienen como efecto la muerte directa
del organismo plaga, actuando como antagonistas, inhibiendo el desarrollo mediante
sustancias que excretan (Rodriguez del Bosque y Arredondo, 2007).

Uno de los agentes microbioldgicos mas utilizados para el control de plagas, es la bacteria
Bacillus thuringiensis, la cual libera proteinas Cry en forma de cristal que son consumidas
por los insectos plaga, produciéndose en éstos un cese de la ingesta de alimentos, paralisis
total y finalmente la muerte (Nicholls, 2008). Su especificidad contra insectos plaga
representa una de las grandes ventajas de este biocontrolador, ya que resulta completamente
inocuo para otro tipo de insectos, especialmente los benéficos, tales como depredadores,
parasitoides y polinizadores, lo que le confiere una alta eficiencia ecoldgica (Sauka y
Benintende, 2008).

Destacan también los hongos entomopatdégenos (HEP), con més de 750 especies, entre los
cuales resaltan los géneros Beauveria y Metarhizium. En este caso el insecto se ve afectado
al entrar en contacto con las esporas del hongo, las cuales se adhieren e invaden el cuerpo
del insecto, germinando y penetrando dentro del mismo, hasta que ocurre la liberacion de
toxinas causandole la muerte (Sepulveda et al., 2010). Nicholls (2008) plantea que los HEP
tienen un potencial epizootico considerable, ya que pueden dispersarse a través de una
poblacion y provocar que ésta colapse en pocas semanas.

Respecto a los virus patdgenos de insectos, estos tienen particulas cuya morfologia es muy
variable, tanto en forma como en tamafo y pueden presentar como genoma ADN o ARN, y
de hebra simple o doble. Todos los virus entomopatégenos se agrupan en 15 familias y 33
géneros, destacando las familias Baculorividae, Poxviridae y Reoviridae (Caballero y
Williams, 2008).

En relacion a los nematodos entomopatdgenos (NEP), los géneros mas utilizados en control
microbiologico de 7. absoluta corresponden a los géneros Steinernema y Heterorhabditis.
El nematodo se caracteriza por actuar en forma conjunta con una bacteria simbionte que
porta en su intestino, la cual es liberada dentro del huésped generando su muerte (Hazir et
al., 2004). Entre las caracteristicas que poseen estos microorganismos esta su habilidad de
matar a su hospedero en 48 horas, ademas de no generar resistencia en el mismo (Nicholls,
2008).

Esta monografia tiene por finalidad entregar un enfoque actualizado del control
microbiologico de T. absoluta, describiendo sus principales agentes biocontroladores, con
sus respectivos modo de accion. Ademas, se describird la efectividad de cada uno de estos
biocontroladores sobre esta plaga, cuyo principal método de control en la actualidad es
mediante el uso de agroquimicos, los cuales son cuestionados debido al desarrollo de
resistencia por parte de la plaga, ademas, de la contaminaciéon ambiental y dafo a insectos
benéficos (Rifo, 2013; Ruisanchez, 2013).



Objetivo general

Determinar el estado del arte en relacion al control microbiologico de Tuta absoluta
(Meyrick) segun la literatura cientifica nacional e internacional.

Objetivos especificos

Recopilar informacion actualizada en la literatura cientifica nacional e internacional en
relaciéon a los géneros de bacterias, hongos, virus y nematodos mas estudiados y
utilizados para el control de Tuta absoluta (Meyrick).

Describir la efectividad de cada uno de los agentes biocontroladores antes mencionados
sobre el control de Tuta absoluta (Meyrick) de acuerdo a la literatura consultada.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El presente estudio se llevdo a cabo en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile, ubicado en la comuna de La Pintana, Regién Metropolitana. El
proceso de recopilacion bibliografica se realizd durante los meses de marzo 2014 y
septiembre 2015. Posteriormente, el proceso de andlisis de la informacién se llevo a cabo
entre los meses de octubre y diciembre del 2015.

Materiales y fuente de informacion

La informacion necesaria para la realizacion del presente estudio se obtuvo de diversas
fuentes bibliograficas. Entre ellas es posible mencionar las siguientes:

- Libros relacionados con el tema en estudio, obtenidos en bibliotecas y
universidades.

- Memorias de titulo y tesis de posgrado de distintas universidades nacionales e
internacionales con relacion al control bioldgico de plagas.

- Articulos de revistas obtenidas en publicaciones periddicas tales como Chilean
Journal of Agricultural Research, The Journal of Animal & Plants Sciences, Journal
of Nematology, entre otros.

- Paginas de internet debidamente reconocidas en el dmbito cientifico, entre las
cuales destacan, Elsevier, Springer, Intech, NCBI (National Center for
Biotechnology Information), Scielo, entre otras de caracter cientifico.

Metodologia

En cuanto a la metodologia utilizada, en una primera etapa, se realizd una busqueda de
informacion sobre 7. absoluta, enfocandose en su origen y expansion, aspectos bioldgicos y
los dafios ocasionados. Para aquello se utilizaron palabras claves en inglés tales como
“Tomato borer”, “South American tomato moth” para facilitar su busqueda.
Posteriormente, se busco informacién acerca del cultivo del tomate, dado que es su
principal cultivo hospedero. Luego se procedio con la busqueda de los distintos métodos de
control sobre esta plaga, sefialando las consecuencias negativas del uso de agroquimicos y
las ventajas del control microbiologico, y describiendo los principales microorganismos
biocontroladores utilizados para el control de esta plaga, sefialando sus caracteristicas, sus
respectivos mecanismos de accion y la efectividad que posee cada uno de ellos sobre esta

plaga.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El cultivo del tomate

Importancia del cultivo

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es una hortaliza que pertenece a la familia de las
solanaceas. Su origen ha sido propuesto para la region andina de Pera, Bolivia, Ecuador y
el norte de Chile. Actualmente es considerada la hortaliza mas importante en el mundo,
produciéndose hoy en dia mas de 150 millones de toneladas (Pinto, 2002; Tapia, 2013).

Entre sus caracteristicas destacan sus propiedades nutricionales, siendo uno de los
alimentos con mayor contenido de licopeno, potente antioxidante que contribuye a reducir
la incidencia de enfermedades cancerosas y ademads es efectivo para disminuir la presion
arterial. También es rico en vitaminas A, C y E y minerales como el calcio y fosforo (Tapia,
2013).

El tomate en Chile

Esta hortaliza es considerada una especie de estacion calida suficientemente tolerante al
calor y a la sequia y muy sensible a las heladas. A pesar de esto ultimo, el tomate de
consumo fresco esta presente en los mercados del pais durante todo el afio. El amplio rango
de condiciones agroclimaticas que ofrece el pais hace posible su cultivo desde la Region de
Arica y Parinacota hasta la Region de los Lagos, destacando la V, RM, VI y VII region
como las principales areas de cultivo (Escalona et al., 2009).

Flafio (2014) sefiala que en Chile se cultivan actualmente mas de 13.300 hectareas de
tomate, de las cuales, un 38% est4 constituido por plantaciones para consumo fresco y un
62% por plantaciones con destino agroindustrial.

El rendimiento potencial de tomate para consumo fresco cultivado al aire libre es de
aproximadamente 80 ton/ha y bajo invernadero deberia superar los 120 ton/ha (Escalona et
al., 2009). Sin embargo, estos valores son complicados de alcanzar, ya que existen diversos
factores que podrian llegar a afectar la productividad del cultivo, entre estos se encuentran
los factores abioticos y los factores bioticos (Figura 1).



Principales Factores

Factores abiéticos Factores biéticos
Radiacién Malezas
Temperatura Enfermedades
Humedad Plagas

Salinidad

Nutrientes, etc.

Figura 1. Factores que afectan la productividad del cultivo del
tomate (Elaboracion propia).

Dentro de los factores bidticos que afectan el desarrollo y la productividad del cultivo del
tomate se encuentran las malezas, enfermedades y plagas, donde la mosquita blanca de los
invernaderos (7rialeurodes vaporariorum Westwood) y la polilla del tomate (7uta
absoluta) son las principales plagas en Chile (Escalona et al. 2009).

La mosquita blanca estd presente en todo el mundo, y su dafio principal se relaciona al
debilitamiento de las plantas, deterioro de la calidad de frutos por secreciones azucaradas
que originan fumagina y la reduccién de la capacidad fotosintética de las hojas (Estay,
2007b).

Polilla del tomate

La polilla del tomate 7. absoluta, también conocida comunmente como polilla perforadora,
cogollero del tomate o gusano minador del tomate, pertenece al orden Lepidoptera y a la
familia Gelechiidae. En Chile, esta especie es considerada plaga primaria del tomate tanto
al aire libre como bajo invernadero, causando pérdidas en el rendimiento cercanas al 90% si
no se controla oportunamente (Rifo, 2013). Ademas, puede afectar con menor incidencia a
otras especies de la misma familia como la berenjena (Solanum melongena L.), la papa
(Solanum tuberosum L.), el pepino dulce (Solanum muricatum L.) y el tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (Ruisédnchez, 2013). Otros hospederos de esta polilla son algunas malezas de la
familia Solanaceae como el tomatillo, la hierba mora y el chamico (Paniagua, 2002).

A nivel agricola, la infestacion de plagas de lepiddpteros en cultivos, es considerada una
amenaza para los agricultores de todo el mundo. Estas plagas se caracterizan por ser



perjudiciales solo en su fase larvaria, debido a que los adultos son inofensivos y en la
mayoria de los casos se alimentan con su espiritrompa de los liquidos azucarados de las
flores. Las larvas poseen un aparato masticador, con el cual suelen principalmente defoliar
y perforar a los vegetales, causando enormes pérdidas econdmicas a la produccion agricola
(Sowjanya y Varma, 2015).

Origen y distribucion geografica

La polilla del tomate es una plaga originaria de Sudamérica, endémica en la mayoria de las
zonas productoras de tomate, donde representa uno de los problemas sanitarios mas
importantes del cultivo. Su distribucion se extiende por Sudamérica en paises como
Argentina, Bolivia, Paraguay, Peru, Uruguay, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador y
Venezuela (Ruisanchez, 2013). Céceres (2004) indica que esta plaga fue descrita por
primera vez en 1917 en Peru, e ingreso a Chile probablemente por el norte en el afio 1955.
En Chile afecta al cultivo del tomate en forma importante desde la I a la VII Region.

En 2006 se encontraron los primeros ejemplares de Tuta absoluta en Espafia (Rifo, 2013).
Luego en 2008, se registrd la presencia de la plaga en otros paises tales como Francia,
Italia, Marruecos, Tuinez, Libia, Argelia y en el afo 2009 en Albania, Bulgaria, Chipre,
Alemania, Malta, Portugal, Suiza, Holanda, Australia y Reino Unido (Shalaby et al., 2013)
(Figura 2).

Islas Canarias

e, S

B Presente

.........

Figura 2. Distribuciéon mundial de 7. absoluta (SENASICA, 2015)
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Aspectos biologicos

El ciclo biologico de esta plaga puede durar entre 24 y 76 dias, dependiendo de las
condiciones ambientales, especialmente de la temperatura, siendo el rango 6ptimo de 24 a
27°C (Urbina, 2009). La tasa de desarrollo se ve favorecida con el aumento de la
temperatura, observandose que a 27 °C el ciclo se completa en 23,8 dias (Estay, 2000;
SENASICA, 2015) (Cuadro 3).

Cuadro 1. Duracién promedio del ciclo de desarrollo de la polilla del tomate 7. absoluta a
14,20y 27 °C.

Duracion/dias
Estado de desarrollo 14°C 20°C 27°C
Huevo 14,1 7,8 5,13
Estados larvarios (1-2-3-4) 38,1 19,8 12,2
Pupa 24,2 12,1 6,5
Total de Huevo - Adulto 76,4 39,7 23,8

Fuente: Estay, 2000.

Respecto a la ovoposicion, la hembra adulta pone sus huevos al atardecer, de preferencia en
el envés de las hojas, aunque también sobre tallos y frutos. Generalmente la postura de
huevos se realiza en forma individual y rara vez un grupo sobrepasa el maximo de cinco
huevos. Este comportamiento de oviposicion aumenta el potencial dafio de la plaga, ya que
los huevos son colocados en un gran numero de plantas (Delbene, 2003). Este proceso
demora en promedio 4 - 6 dias, periodo durante el cual la hembra puede poner alrededor de
40 - 50 huevos (Caceres, 2004). Los huevos son muy pequefios y no se distinguen a simple
vista y tienen una forma ovalada (Figura 3). Inicialmente, el huevo es de color blanco
crema, luego se torna de un color amarillo anaranjado y cuando se aproxima la eclosion
toma un color oscuro (Ripa et al., 1991).

Figura 3. Huevos de Tuta absoluta en el
envés de una hoja (Anonimo, 2014).
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Las larvas recién nacidas se alimentan inmediatamente del mesofilo, horadando la
superficie de las hojas para introducirse en ésta, donde continllan alimentdndose. La larva
mantiene durante sus cuatro estadios larvarios una forma cilindrica levemente aplastada. Es
de color blanco y a medida que se alimenta toma un color verde y al acercarse a cada muda
vuelve a tonalidad blanca, debido a que deja de comer y vacia sus intestinos (Caceres,
2004). Luego de la tercera muda adquieren un color verde mds intenso y presentan una
mancha rojiza en el dorso (Figura 4). Cabe sefialar que cuando la larva cambia de estadio,
la mayoria de las veces sale de la galeria en que se encuentra para ingresar en otras hojas
aumentando asi el dafio en la planta. Este periodo dura entre 10 — 15 dias (Ripa et al.,
1991).

Figura 4. Larva de T. absoulta (Estay, 2000).

Una vez completada la fase de larva, éstas caen al suelo para pupar, aunque algunas lo
hacen en distintas partes de la planta, especialmente en el envés de la hoja y junto al céliz
del fruto. La pupa es de color marrén y de forma cilindrica. En la mayoria de las ocasiones
suele estar cubierta por un capullo blanco sedoso (Caceres, 2004). El periodo de pupacion
dura entre 10 y 12 dias (Santos y Perera, 2010). En la Figura 5 se muestra un esquema
resumido del ciclo bioldgico de la polilla del tomate.

Huevo (4 a 6 dias)

Ciclo biclégico (10 a 12 dias)

(30 a 40 dias)

Figura 5. Ciclo biologico de T. absoluta (SENASICA, 2015)
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Daiios ocasionados

Los dafios, estos son causados por las larvas, las cuales cambian generalmente de ubicacion
a medida que se desarrollan, de modo que son capaces de dafiar a la planta en diversos
puntos. El dafio en las hojas se produce cuando la larva, recién eclosada, comienza a
alimentarse del mesodfilo, quedando protegida por la epidermis. A medida que se alimenta y
desarrolla, va generando galerias transparentes de diferentes tamafios (Figura 6) (Caceres,
2004). Al respecto, Larrain (1992) agrega que cuando se les termina el sustrato se dejan
caer llegando a otra hoja o fruto que les servird de hospedero. Este tipo de dafo puede
ocurrir desde el almacigo donde puede causar defoliacion intensa, comprometiendo la
sintesis de carbohidratos por parte de las plantas y ademads afecta la conduccion de savia,
con el consecuente envejecimiento prematuro e incluso la muerte de la planta
(Urretabizkaya et al., 2010).

Lopez (1991) senala que las larvas nacidas en brotes tiernos, atacan hojas en formacion y
racimos florales en inicios de desarrollo, pudiendo causar la pérdida de un racimo
completo. Seglin Ripa et al. (1991) el ataque a brotes florales constituye uno de los dafios
mas importantes provocados por la larva, ya que disminuye la floracion y fructificacion de
la planta, perjudicando considerablemente el rendimiento.

Figura 6. Galerias transparentes en
hoja de tomate (Santos y Perera, 2010)

El dafio en tallos y brotes es menor que el dafio causado en los foliolos y se origina en la
insercion de las hojas o pedunculos de los tomates donde las larvas producen galerias, las
cuales se evidencian por la acumulacion de excrementos de color negro en su exterior
(figura 7 y 8) (Urretabizkaya et al., 2010).
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Figura 7 y 8. Dafio en tallos y brotes ocasionados por 7. absoluta
(Santos y Perera, 2010)

Las larvas de 7. absoluta que provienen de huevos depositados sobre el céliz del fruto,
penetran directamente en los frutos y no salen al exterior durante sus primeros estadios
larvales, lo que complica su control (Vercher et al., 2010). Estas ocasionan un pequefio
agujero al momento de entrar al fruto, luego se alimenta en el interior formando galerias
dentro de ellos (Figura 9), las que son la fuente de entrada de otros patéogenos que favorece
su pudricion, haciendo que pierdan valor comercial (Rifo, 2013).

Figura 9. Frutos de tomates dafiados por
Tuta absoluta (Estay, 2000).
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Meétodos de control de Tuta absoluta

Control quimico

Cabe mencionar que el uso de agroquimicos es considerado una herramienta muy practica y
ventajosa, debido a que sus efectos son mas rapidos que cualquier otra forma de control,
siendo ademas faciles de emplear. De esta forma, han jugado un rol importante en el
incremento de la productividad agricola durante las Gltimas décadas (Glare et al., 2012). Sin
embargo, su constante utilizacion a lo largo del tiempo, ha contaminado el agua, el aire y el
ecosistema del suelo (Ahmed y Naqvi, 2011). Kaur-Grill y Garg (2014) estiman que s6lo
alrededor del 0,1% del volumen de plaguicidas aplicado llega a la plaga mientras que el
resto del producto circula por el medio ambiente. Otro aspecto importante tiene relacion
con la salud humana. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud estima que entre
500.000 y 1 millén de personas se intoxican con plaguicidas quimicos anualmente y entre
5.000 y 20.000 mueren por esta razoén (Hashmi y Khan, 2011).

Actualmente, el manejo de esta plaga se basa principalmente en aplicaciones semanales o
quincenales de algln insecticida quimico. Estas son iniciadas en el momento en que
aparecen los primeros adultos de la plaga o se detectan los primeros dafios en las plantas
(Paniagua, 2002). Los insecticidas que se utilizan para el control de esta plaga son de
contacto, de accion translaminar y deben actuar por ingestion, como la abamectina, de
modo que la larva se intoxique a medida que se alimenta del tejido vegetal asperjado
(Lopez 1991). El mismo autor indica que la eleccion del insecticida para el control de la
polilla del tomate debe ser cuidadosa, debido a que en muchos casos el periodo de
aplicaciones coincide con el de la cosecha, por lo que el producto debe poseer un periodo
de carencia no mayor a tres dias. Cabe senalar que el control quimico de esta plaga se ve
dificultado debido a la localizacion de las larvas, ya que éstas viven dentro de las hojas,
frutos y tallos, quedando protegidas de las aplicaciones de plaguicidas, exigiendo un uso
muy intensivo del mismo (Koud, 2014).

Ademas de los problemas ambientales y de salud, el uso permanente de agroquimicos ha
provocado la eliminacidon de insectos benéficos y el desarrollo de insectos resistentes,
situacion que ha sido de gran relevancia en el control de la polilla del tomate, cuyo manejo
se basa principalmente en el empleo de productos quimicos, los que se han aplicado de
forma indiscriminada e irracional debido al hdbito minador de esta plaga, a sus altas
densidades poblacionales y a su incidencia directa en los frutos (Riquelme et al., 2006). Al
respecto, existen antecedentes de resistencia a insecticidas que tradicionalmente se utilizan
para su control como los piretroides y organofosforados (Bielza, 2010).

Los primeros ensayos de resistencia a insecticidas en poblaciones de 7. absoluta en Chile
fueron realizados en los afios setenta. Se trataba de insecticidas organoclorados,
organofosforados y piretroides. Al respecto, Salazar y Araya (1997, 2001) indican que la
utilizacion de diversas combinaciones de insecticidas, y en dosis cada vez mas crecientes,
estaria provocando un incremento de la tasa de aparicion de insectos resistentes. Ademas
sefialan que existen antecedentes acerca del desarrollo de resistencia en algunas localidades
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como Quillota, Ovalle y Azapa a estos insecticidas. Por esta razon, se han incorporado
nuevos ingredientes activos, con modo de accion diferente, tales como abamectinas,
nereistoxinas y espinosinas. Sin embargo, poblaciones resistentes a estos productos ya han
sido reportadas en Brasil y Argentina (Rifo, 2013; Segovia, 2013).

De acuerdo con lo anterior, Segovia (2013) evalud la efectividad de insecticidas de cinco
grupos quimicos sobre larvas de 7. absoluta, provenientes de cultivos de tomates de
distintas regiones de Chile. De la evaluacion se observo que las menores mortalidades
fueron obtenidas con productos que tradicionalmente se utilizan en el control de esta plaga,
como los piretroides y organofosforados, para los cuales se registrd un 90,9% y 87,5% de
resistencia respectivamente de las poblaciones evaluadas. También se observo efectividad
reducida con la utilizacion de espinosinas, registrandose un 62,5% de poblaciones
resistentes.

En Argentina también se ha realizado estudios acerca de la toxicidad de los insecticidas
sobre la polilla del tomate. Lietti et al. (2005) estudiaron la toxicidad de tres insecticidas
frecuentemente utilizados en ese pais para el control de esta plaga (abamectina,
deltametrina y metamidofos) sobre tres poblaciones de larvas de tres localidades distintas
(Castellar, Rosario y Bella Vista). De este estudio se registrdé un 68,4% de resistencia a la
deltrametrina por parte de las poblaciones provenientes de Rosario. Este valor, segliin los
autores, podria deberse a la alta presion de seleccion ejercida por los piretroides en esa
localidad. Respecto a la abamectina y metamidofos se observd una nula resistencia por
parte de las tres poblaciones.

Segovia (2013) sostiene que actualmente, existe un significativo numero de insecticidas
que no son eficientes para el control de 7. absoluta en Chile, a excepcion de la abamectina
por lo que es imprescindible utilizarlo de manera racional para no comprometer su
durabilidad y asi evitar el desarrollo de resistencia.

Lietti et al. (2005) sefalan que para la reduccion de estos productos es necesario encontrar
alternativas de control mas racionales desde el punto de vista de la sustentabilidad del
ecosistema, resultando ser una alternativa a esta problematica el manejo integrado de plagas
(MIP). EI MIP se encuentra fundamentalmente encaminado en reducir el uso de
insecticidas quimicos, favorecer el uso de enemigos naturales, empleo de técnicas
culturales, mecanicas y fisicas. Riquelme et al. (2006) agrega que su manejo integrado
deberia incluir una seleccion de productos fitosanitarios que sean eficaces para su control y,
al mismo tiempo, selectivos respecto de sus enemigos naturales. De igual manera, Arnd y
Gabarra (2010) sostienen que para un eficaz control de la 7. absoluta es primordial utilizar
todos los métodos que estén al alcance, ya que ningiin método de control por si solo es
suficiente.
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Control biolégico

Una alternativa al control quimico es el control bioldgico, el cual se basa principalmente en
la utilizacion de enemigos naturales para mantener la densidad de la poblacion de un
organismo plaga a un nivel mas bajo del que ocurriria en su ausencia (Nicholls, 2008).

Los enemigos naturales de los insectos plaga se clasifican en tres grandes grupos:
depredadores, parasitoides y patogenos. Los depredadores son individuos de vida libre a lo
largo de todo su ciclo vital, suelen ser de mayor tamafio que su presa y requieren mas de
una presa para completar su desarrollo, por lo que son activos buscadores de alimento y
poseen gran movilidad. Al alimentarse, los depredadores devoran a sus presas
completamente o en forma parcial. Por otra parte, los parasitoides son insectos que se
desarrollan dentro de un solo hospedero, al cual matan al término de su desarrollo larvario.
El estado adulto es libre y muy movil con el fin de localizar a sus hospederos y parasitarlos
colocando huevos dentro o sobre ellos. En cuanto a los patdogenos, se trata de
microorganismos parasiticos que viven y se alimentan sobre o dentro de un organismo
huésped al cual le origina la expresion de una enfermedad, siendo las bacterias, hongos,
virus y nematodos los grupos de entomopatdgenos mas importantes utilizados en el control
bioldgico de insectos plaga (Gerding, 2002; Ravensberg, 2011a).

Los principales enemigos naturales que se utilizan comercialmente para el control de
T. absoluta corresponden a parasitoides de huevos. Estos estan representados por especies
de himendpteros o microavispas del género Trichogramma, las cuales oviponen en el
interior de los huevos de los lepidopteros y al nacer la larva de la avispa, ésta se alimenta de
la masa vitelina del huevo de la polilla causandole la muerte. Actualmente en Chile, INIA-
Quilamapu produce varias especies de estos parasitoides, entre los cuales se han destacado
T. nerudai y T. petriosum 'y T. bactrae (Estay, 2007a).

Ademas, en sectores donde no hay intervencion con quimicos, se ha observado la presencia
del ectoparasitoide nativo Dineulophus phthorimaeae que tiene por hospedero el segundo y
tercer estadio larvario de polilla del tomate. Evaluaciones de campo realizadas arrojaron un
promedio de 39,5% de control efectivo de esta especie sobre larvas de 7. absoluta (Estay,
2007a).

Por otro lado, en Espafa se han encontrado diversos miridos depredadores de huevos de
T. absoluta entre los cuales destacan Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus
(Hemiptera: Miridae). Ambas especies son capaces de depredar mas de 30 huevos por dia.
Ademas, estudios demostraron que bajo condiciones de invernadero N. tenuis resultd ser
altamente eficaz en el control de T. absoluta, con reducciones del 97% de infestacion de
foliolos. M. pygmaeus también redujo la infestacion de 7. absoluta, aunque en menos
medida logrando un 76% de reduccién de infestacion en foliolos (Molla et al., 2010).

Santos y Perera (2010) afirman que a pesar de que esta plaga presente numerosos enemigos
naturales en la naturaleza, éstos no son capaces de actuar eficazmente debido a que son
perjudicados constantemente por el uso temprano y repetitivo de insecticidas.
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En cuanto al uso de microorganismos patogenos para el control de esta plaga Usta (2013)
indica que éstos se caracterizan por invadir y multiplicarse en el insecto, causando la
muerte de ¢éstos, para posteriormente dispersarse infectando a otros individuos de la
poblacion del insecto plaga.

A continuacion se describen las principales caracteristicas de esta area del control biologico
basado en la utilizacioén de patdgenos de insectos como controladores bioldgicos.

Control microbiologico

Como la mayoria de los organismos, los insectos son susceptibles a una gran variedad de
enfermedades causadas por entomopatdgenos, los cuales pueden ser importantes en el corto
plazo como reguladores de sus poblaciones (Nicholls, 2008). Los grupos de patdogenos mas
importantes corresponden a las bacterias, hongos, virus y nematodos, los cuales ofrecen un
método mas sustentable y ecoldgicamente aceptable para la proteccion de cultivos en la
agricultura moderna. Cabe sefialar que hace mas de un siglo existe interés de usar
microorganismos patégenos como controladores bioldgicos debido a la posibilidad de
desarrollar alternativas ecologicas a los insecticidas quimicos, tales como bioplaguicidas
(Ravensberg, 2011a).

Kaya y Lacey (2008) sefialan que la principal caracteristica de un bioplaguicida es que su
ingrediente activo no es una molécula quimica como en los plaguicidas sintéticos, sino
microorganismos vivos. Ademas, se diferencia en gran medida de los plaguicidas sintéticos
por ser altamente especificos, es decir, s0lo atacan a la plaga que se desea controlar y, esto
los hace inocuos para los seres humanos, la fauna, medioambiente y organismos no-
objetivo. Usta (2013) agrega que el riesgo de que los insectos generen resistencia es muy
reducida en comparacion a los insecticidas tradicionales. Cabe sefhalar también como otra
caracteristica positiva, que con su uso se evita el problema de residuos de plaguicidas en las
cosechas.

A pesar de las ventajas antes mencionadas, los bioplaguicidas representan un pequeio, pero
creciente, porcentaje del uso total de pesticidas agricolas. Actualmente, el mercado global
de bioplaguicidas se estd expandiendo y se estima que este incremento exponencial
continuaria durante los préximos afos (Harper, 2013).

Ademas, Leppla et al. (2014) sefialan que el control microbiolégico posee ciertas
desventajas en relacion a los agroquimicos. Una de ellas es la alta sensibilidad a las
condiciones ambientales, especificamente humedad, temperatura y radiacion ultravioleta.
Couch y Jurat (2014) agregan que parte de las investigaciones se han orientado hacia el
desarrollo y evaluacion de nuevas formulaciones, con el objetivo de proteger al
bioplaguicida de la degradacion ambiental a causa de la radiacion ultravioleta. Al respecto,
se ha utilizado la melanina como protector UV y formulaciones microencapsuladas.
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También, puede ser percibido como inconveniente la elevada especificidad que poseen, ya
que solamente son capaces de controlar una especie especifica o grupos de insectos (Leppla
et al. 2014). Los mismos autores agregan que su lenta velocidad de accidn es considerada
como desventaja si se compara con los insecticidas quimicos y ademds, como son
productos altamente especificos para ciertas especies de plagas, su mercado puede ser muy
reducido, y ademds los costos de registros son elevados, lo que afecta fuertemente la
probabilidad de desarrollar plaguicidas microbiales, especialmente para los mercados mas
pequenos

En el caso de Chile, a pesar de que actualmente no existe gran nimero de estos productos
disponibles en el mercado, el pais cuenta con un Banco de Recursos Genéticos Microbianos
(BRGM), siendo el unico pais de la region de Latinoamérica y el Caribe que posee dicha
coleccion. E1 BRGM se encuentra ubicado en las dependencias del Centro Regional de
Investigacion INIA Quilamapu, Chillan (CChRGM, 2015). Esta coleccion retine mas de
dos mil microorganismos, entre los que se encuentran, principalmente, bacterias, hongos y
nematodos. Dentro de ¢éstos existen aproximadamente 200 especies que son
entomopatogenos y que podrian eventualmente ser el ingrediente activo de un
bioplaguicida para el control de plagas agricolas (CChRGM, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Principales microorganismos utilizados en el control de 7. absoluta

Aunque exista un nimero importante de insecticidas quimicos actualmente en uso para el
control de la polilla del tomate, el aumento de resistencia en las poblaciones a estos
productos es un problema significativo, ademas de la grave contaminaciéon ambiental
causada por los mismos. Al respecto, los investigadores han visto la necesidad de comenzar
a buscar otras alternativas de control para resolver los problemas ambientales y de
resistencia, como es el uso de insecticidas a base de microorganismos patégenos de insectos
(Sowjanya y Varma, 2015).

A continuacién se describen los principales microorganismos entomopatogenos utilizados

para el control de 7. absoluta, describiendo sus principales caracteristicas, modo de accion
y su efectividad sobre ésta:

Bacterias entomopatogenas

Corresponden a microorganismos unicelulares que carecen de organelos internos como
nucleo y mitocondria. Su tamafio oscila entre 1 a 5 um y se reproducen por fision binaria
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(Tanada y Kaya, 1993). Es posible encontrarlas practicamente en todos los habitats
terrestres, debido a su diversidad metabolica (Coyne, 2000).

Dentro de la gran diversidad bacteriana, se conocen aproximadamente 90 especies de
bacterias causantes de enfermedades infecciosas en los insectos, de las cuales s6lo algunas
tienen un alto potencial como biocontroladores (Ibarra, 2007).

Las bacterias entomopatogenas se clasifican en dos categorias (Carballo et al., 2004a):

1) Bacterias esporulantes: por su capacidad de formar esporas, poseen una alta
persistencia en el ambiente, son altamente virulentas y tienen una gran capacidad
invasiva y de producir toxinas que afectan a los insectos. Todas ellas pertenecen a la
familia Bacillaceae. En este grupo se encuentran diversos géneros, destacando el género
Bacillus que tienen forma de baston e incluyen especies como B. thuringiensis
(Bt subsp kurstaki, Bt subsp israelensis, Bt subsp. aizawi),; B. popilliae y B. sphaericus.

2) Bacterias no esporulantes: generalmente son comunes en el tracto digestivo de los
insectos pero ocasionalmente tienen la capacidad invasiva de las anteriores. A este
grupo, pertenecen las bacterias de la familia Pseudomonaceae, la familia
Streptococcaceae y la Enterobacteriaceae.

Actualmente la mayoria de las bacterias que se utilizan y que estan en desarrollo para su
uso como biocontroladores son formadoras de esporas y pertenecen a la familia Bacillaceae
y al género Bacillus (Nicholls, 2008).

Dentro del género Bacillus se encuentra la bacteria patdgena de insectos mas exitosa y
extensamente utilizada a nivel mundial como agente biocontrolador, la especie Bacillus
thuringiensis (Bt) (Bravo et al., 2011). Esta seccion se centrard especificamente en esta
especie, debido a que es la especie mas estudiada y utilizada en el control de la polilla del
tomate.

Bacillus thuringiensis (Bf)

Corresponde a una bacteria ampliamente distribuida por todo el mundo, que ha sido aislada
a partir de muestras de suelo, polvos de productos almacenados, ambientes acuaticos,
insectos, hojas de plantas y otros habitats (Ruiz de Escudero et al., 2004). Esta especie se ha
utilizado para el control de lepiddpteros, dipteros y coledpteros durante mas de tres décadas
(Kalha et al., 2014).

Esta bacteria es Gram positiva, esporulante y aerdbica que durante el proceso de
esporulacion produce una cuerpo parasporal formada por uno o més cuerpos cristalinos de
naturaleza proteica que son toxicos para distintos invertebrados, especialmente para las
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larvas de insectos (Sauka y Benintende, 2008). El principal componente de dichos cuerpos
son proteinas denominadas o-endotoxinas también conocidas como proteinas Cry. La
caracteristica principal de estas proteinas es que son toxinas formadoras de poro, cuyo foco
de accion es la membrana de las células epiteliales del intestino medio de los insectos
(Diaz, 2006). Ademas, cabe sefialar que éstas son las responsables de la patogenicidad del
microorganismo y constituyen la base del insecticida bioldgico mas difundido a nivel
mundial. Las ¢-endotoxinas suelen ser especificas para larvas de Lepidoptera, Coleoptera y
Diptera (Aranson, 1993; Bravo y Soberén 2007).

Respecto a la clasificacion de estas proteinas Cry, en una primera clasificacion, Hofte y
Whiteley (1989) se basaron en la similitud de su secuencia de aminoécidos y el rango de
especificidad. Los genes conocidos hasta ese entonces se agruparon de la siguiente forma:
Cryl (toxinas para lepidopteros), Cryll (toxinas para lepiddpteros y dipteros), Crylll
(toxinas para coledpteros) y Cry IV (toxinas para dipteros). Las clases V y VI, activas para
nematodos, fueron consideradas posteriormente en la clasificacion. Sin embargo, afios mas
tarde se dieron cuenta que esta clasificacién no era la adecuada, ya que se encontraron
proteinas Cry que eran muy semejantes, pero con especificidad diferente o toxinas Cry con
actividad dual hacia lepidopteros y coledpteros. En esta nueva nomenclatura los nameros
romanos se reemplazaron por nimeros arabigos (Bravo et al., 2013).

Mecanismo de accion de B. thuringiensis

El modo de accion de las toxinas Cry ha sido descrito principalmente en lepidopteros. Este
proceso consta de varias etapas: solubilizacion de los cristales, procesamiento de las
protoxinas, union al receptor, formacién de poros y lisis celular (Sauka y Benintende,
2008).

1) Solubilizacion de los cristales

El complejo espora-cristal de Bt requiere ser ingerido por el insecto para que lleve a cabo su
efecto toxico (Nicholls, 2008). Cabe destacar que la vida biolégicamente activa de estos
cristales es corta y si no son ingeridos por una larva, en pocos dias se inactivan.
Luego de que la larva susceptible ingiere de su alimento habitual las esporas y los cristales
de Bt, éstos viajan a lo largo del aparato digestivo de la larva, hasta llegar al intestino
medio. Alli, los cristales se solubilizan gracias a la participaciéon de enzimas y a las
condiciones de pH alcalino del intestino, caracteristica que poseen la mayoria de los
insectos (Carballo et al., 2004a).

2) Procesamiento de las protoxinas

Una vez disueltas las proteinas cristalinas, éstas son liberadas en forma de protoxinas. Estas
no produciran el dafo, sino que deberan ser procesadas por proteasas intestinales del tipo
tripsina y quimiotripsina para generar las toxinas activas: 6-endotoxinas también conocidas
como proteinas Cry (De Maagd et al., 2001).
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3) Union al receptor

Una vez activadas las toxinas, éstas atraviesan la membrana peritrofica del intestino medio
y se depositan sobre el epitelio intestinal del insecto. Ademas, adquieren una conformacion
tridimensional que le confiere gran especificad para acoplarse a un componente
glicoproteico (receptor) situado en las microvellosidades de las células epiteliales del
intestino medio de las larvas de insectos susceptibles, generalmente lepiddpteros,
coledpteros y dipteros (Bravo et al., 2013; Portela et al., 2013).

4) Formacion de poro y lisis celular

Esta union es seguida de una oligomeracion de la toxina, la cual desequilibra la estructura
de la membrana, forméndose un poro, el cual ayuda a que aumente la permeabilidad de la
membrana de las células epiteliales, provocando una diferencia de potencial. A través del
poro penetran iones, principalmente K, moléculas de mayor tamano y agua (Bravo y
Soberon, 2008). El exceso de agua en el citoplasma de las células epiteliales genera una
distension excesiva de los organelos membranosos, y de la propia célula en su totalidad,
hasta que ésta estalla (lisis celular). Este estallamiento se manifiesta en huecos en el epitelio
intestinal, por donde pasa el contenido altamente alcalino del intestino medio hacia la
hemolinfa neutra del insecto y la hemolinfa hacia del lumen del intestino medio (Ibarra,
2007). Estos dos fendmenos traen consigo dos consecuencias dafiinas para el insecto. Por
un lado al aumentar el pH de la hemolinfa, la conduccion nerviosa cesa y la larva se
paraliza por completo. Esto implica que deja alimentarse y por lo tanto se detiene el dafio a
la planta atacada. Consecuentemente, la larva puede morir por inanicion después de 3-5
dias. Por otro lado, cuando las condiciones de alcalinidad del intestino medio tienden a la
neutralidad con la entrada de la hemolinfa al lumen del intestino medio del insecto, se crea
un ambiente favorable para la germinacion de las esporas ingeridas junto con los cristales,
iniciando la proliferacion de las bacterias en el individuo paralizado, lo que puede provocar
la muerte por septicemia, lo que incrementa el efecto de las toxinas insecticidas (Ibarra,
2007; Nicholls, 2008). El modo de accién de Bt se encuentra esquematizado en la Figura
10.
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Figura 10. Mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis (Anonimo, 2015).
A) El proceso se inicia cuando una larva susceptible ingiere follaje contaminado
con esporas y cristales de Bz. B) Luego, estos viajan por el sistema digestivo hasta
llegar al intestino medio, donde se solubilizan gracias al pH alcalino y enzimas,
liberandose las proteinas cristalinas en forma de protoxina, las cuales son
procesadas para generar toxinas activas: d-endotoxinas. C) Posteriormente, estas
toxinas se unen a un receptor especifico, produciéndose un desequilibrio de la
estructura de la membrana, forméndose un poro y la consecuente lisis celular. D)
Se crea un ambiente favorable (neutro) para la germinacion de esporas y posterior
proliferacion de bacterias.

Lamborot y Araya (1986) indican que las larvas afectadas por la toxina desarrollan diversos
sintomas, como por ejemplo una disminucion del apetito hasta dejar de alimentarse,
permaneciendo inactivas e inmoviles. En este lapso de tiempo es cuando comienza un
transcurso de vomitos y diarrea. Por su parte Bravo y Soberon (2008) sefialan ademas que
la larva se torna flacida, su tegumento pierde su brillo y se torna de color café oscuro como
muestra la Figura 11.
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Figura 11. Larvas afectadas por Bacillus
thuringiensis (Bravo y Soberon, 2008)

Gracias a su capacidad de combatir plagas sin dafiar el medio ambiente y no generar
reacciones adversas en el ser humano u otros seres vivos, la utilizacion de productos a base
de Bt ha aumentado, constituyendo el 2% del mercado global de insecticidas, dejando
ganancias de 8 billones de dodlares por afio. Ademas, se considera que el 90% de los
productos bioldgicos utilizados en la agricultura se basan en este microorganismo. Norte
América es responsable de la produccion del 50% de estos productos, principalmente
Estados Unidos y Canadd, siendo el mayor volumen de aplicacion en el area forestal y
agricola (Portela et al., 2013; Roh et al., 2007).

El éxito de las formulaciones basadas en esta bacteria se ha visto reflejada en diferentes
productos comerciales existentes como: Dipel, Xentari y Turilav (Izquierdo, 2011). Por otro
lado a nivel mundial, se han descrito cerca de 85 subespecies de Bt, las cuales se
diferencian entre si por su toxicidad y preferencia de los insectos huéspedes (Bravo y
Soberdn, 2008). Segiin Ravensberg (2011b) cuatro subespecies de B. thuringiensis han sido
desarrolladas como insecticidas, pero so6lo tres de éstas constituyen los patdégenos mas
exitosos como agentes biocontroladores. Estas son: Bt var. kurstaki, capaz de controlar
diferentes plagas de lepidopteros en la agricultura y silvicultura; Bt var. israelensis, se
utiliza principalmente para el control de dipteros y Bt var. tenebrionis que tiene actividad
toxica contra coledpteros. Por su parte Sauka y Benintende (2008) agregan que B.
thuringiensis subsp kurstaki HD-1 es por excelencia la cepa utilizada y estudiada para el
control de lepiddpteros considerados plagas, como el caso de Tuta absoluta.

Plantas transgénicas o plantas Bt

Bacillus thuringiensis, ademas de ser intensamente empleado en las formulaciones para la
elaboracion de bioplaguicidas, es empleado en el desarrollo de plantas transgénicas
mediante metodologias de la ingenieria genética. Estas técnicas consisten en introducir uno
o mas genes de Bt a otra especie para que ésta exprese toxinas, con el objetivo de mejorar
sus caracteristicas nutricionales o productivas tales como resistencia a insectos o herbicidas
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(Usta, 2013). Un claro ejemplo es el maiz Bt, el cual expresa la toxina Cryl Ab (procedente
de la subespecie kurstaki de B. thuringiensis), proteina que posee efectividad insecticida
principalmente contra larvas de lepidopteros (Bhalla et al., 2005).

La transformacion de las plantas, mediante la incorporacion de genes codificadores de
proteinas Cry, trae muchos beneficios: le provee una mayor proteccion hacia los insectos
fitofagos a lo largo de la temporada del cultivo, reduce la necesidad de aplicar insecticidas
quimicos, y no genera un impacto ambiental perjudicial (Khetan, 2001; Portela et al.,
2013). No obstante, estas presentan una gran desventaja que consiste en la posible
generacion de resistencia en ciertas poblaciones naturales de insectos que se alimentan de
ellas. Es importante mencionar que el mecanismo mas comun de resistencia a las toxinas
Cry son mutaciones que afectan a los receptores proteinicos, lo que evita asi la union de la
toxina a los receptores especificos del epitelio intestinal. Este fendmeno, determinaria la
inutilizacion de determinadas proteinas Cry para su control, ya sea mediante su empleo en
plantas transgénicas o bioinsecticidas que los contengan (Sauka y Benintende, 2008). Sin
embargo, ya existen alternativas para contrarrestar este problema. Como por ejemplo la
introduccion de nuevas proteinas Cry que reconozcan diferentes receptores en los insectos
objetivos, de manera que la resistencia a una toxina Cry, se puede evitar con la aplicacién
de otra toxina Cry que reconozca otros receptores en ese insecto (Bravo et al., 2011; Usta,
2013). Cabe senalar también que las proteinas Cry no son capaces de proveer una
proteccion total contra todos los grupos de insectos plaga perjudiciales en la agricultura. En
vista de esta situacion, recientemente se ha reportado otro factor de virulencia que tiene
especificidad contra otros grupos de insectos que no se veian afectados por los cristales de
Bt, estas nuevas proteinas son las proteinas VIP (Proteina insecticida vegetativa), las cuales
se producen durante la fase de crecimiento vegetativo de la bacteria (Osman et al., 2015).

Respecto a los cultivos transgénicos en nuestro pais, de acuerdo a las normativas del
Servicio Agricola y Ganadero, no se permite el cultivo de Organismos Genéticamente
Modificados (OGM) para su consumo en Chile. Solo se permite el cultivo de éstos con
fines experimentales y para la produccion de semillas que han sido importadas
expresamente para su multiplicacion y posterior exportacion al extranjero (Pertuzé, 2011).
En relacion a la superficie sembrada con semillas transgénicas, ésta ha crecido
considerablemente desde el ano 1992. En la temporada 2012/2013 de la superficie total de
semilleros transgénicos en Chile (35.507 ha) (Figura 12), el 82% correspondi6 a semilleros
de maiz (29.244 ha), el 12% a semilleros de canola (4.351 ha) y el 6% a semilleros de soja
(1.907 ha). Otras semillas transgénicas que se sembraron en el pais correspondieron a
semillas de remolacha, tomate y mostaza parda, las cuales en total representaron menos del
0,0015% de la superficie total de semilleros transgénicos (ChileBio, 2013).
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Figura 12. Evolucion del hectareaje de semilleros transgénicos en Chile
(Chilebio, 2013).

Efectividad de las bacterias entomopatogenas sobre 7. absoluta

Como se menciond anteriormente, los insecticidas basados en las toxinas Bt son utilizados
mundialmente como bioplaguicidas y se producen comercialmente para el control de
diversas plagas incluyendo lepidopteros, coledpteros y dipteros (Arthurs et al., 2008).

En relacion a su efectividad, hay estudios que evidencian que pueden llegar a ser altamente
efectivos contra 7. absoluta. Por ejemplo Ramirez et al. (2010) realizaron un bioensayo
bajo condiciones controladas de laboratorio, donde evaluaron cinco métodos para medir la
toxicidad sobre larvas de 7. absoluta de tres productos comerciales: Dipel, Xentary y
Turilav, todas formulaciones en base a Bt. Del estudio se concluyd que los tres productos
en concentracion de 1,25 g/L causaron 80-100% de mortalidad entre los 2-8 dias después
de la aplicacion, corroborando la actividad bioldgica de B. thuringiensis sobre este insecto

plaga.

Asi mismo, Niedmann y Meza (2006) evaluaron el potencial de 4 aislados nativos
(LM-011, LM-012, LM-14 y LM-033) de B. thuringiensis colectados de muestras de suelo
provenientes de la VII Region de Chile y de B. thuringiensis var. Kurstaki (Dipel), esta
ultima utilizada como control, sobre larvas neonatas de 7. absoluta. Del estudio se observo
que todas las cepas nativas presentaron una mejor actividad bioloégica que el control Bt var.
Kurstaki (Dipel), ya que los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron superiores en todos
los casos. En el caso de la cepa LM-011, la méxima mortalidad obtenida fue de un 90%, en
contraste a la obtenida por el control que sdlo alcanzo un 40% de mortalidad. Los mismos
autores sostienen que debido a la anotomia de las hojas es probable que no se haya logrado
una distribucion homogénea de la protoxina sobre la superficie de la hoja, por lo tanto si la
larva ingresa a la hoja por un sector en donde no haya quedado protoxina, esta no sera
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ingerida, lo que traerd como consecuencia la sobrevivencia de la larva. Debido a esta
situacion los autores plantean recurrir al empleo de plantas transgénicas resistentes al
empleo de plantas transgénicas que expresen el gen de la toxina en aquel tejido donde se
alimenta esta plaga para asi lograr un mejor control. Cabe indicar que las cepas
mencionadas de B. thuringiensis fueron aisladas en una region donde frecuentemente se
encuentra la plaga. Por lo que trabajar con entomopatégenos nativos, cuyo material
genético estd adaptado a las condiciones edafoclimaticas de la zona, puede resultar ser muy
ventajoso (Delbene, 2003).

Es importante destacar el estudio realizado por Giustolin et al. (2001) en donde se evalu6 la
susceptibilidad de larvas de 7. absoluta al ser tratadas con Bt var. kurstaki en dos
variedades de tonate, una con genotipo resistente y otro susceptible a la plaga. Del estudio
se observd que Btk ocasiona mortalidad en todos los estados de la plaga, y también se
concluy6 que el uso de Btk tiene un efecto sinérgico cuando éste es aplicado a plantas con
genotipos resistentes, ya que aumenta la eficacia del entomopatogeno, por lo que el uso
asociado de patogenos y de cultivares resistentes a los insectos puede ser utilizado como
una técnica complementaria en programas de manejo integrado.

Igualmente con el fin de complementar el control biolégico con el quimico, se han
realizado estudios para evaluar el efecto residual de insecticidas y de un bioplaguicida a
base de Bt sobre un parasitoide de huevos de 7. absoluta. En efecto, Riquelme et al. (2006)
evaluaron la efectividad de 3 insecticidas (triflumurdn, clorfenapir, abamectina) y una cepa
experimental de Bacillus thuringiensis (Bt) sobre T. absoluta, y el poder residual de los
mismos sobre el parasitoide Trichogrammatoidea bactrae. Del estudio se registré que todos
los productos ocasionaron una mortalidad de 7. absoluta mayor al 65% después de 12 dias
de aplicados. Ademas, el bioplaguicida (B?) que fue el tnico insecticida que no afectd la
supervivencia y el parasitismo de 7. bactreae en comparacion a los quimicos utilizados en
el estudio. Al respecto, Gonzalez-Cabrera et al. (2010) agregan que la integracion tanto de
depredadores y parasitoides de huevos podria resultar una estrategia muy efectiva, ya que
Bt actuaria sobre las larvas y los enemigos naturales atacarian a los huevos de Tuta
absoluta.

Hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatogenos (HEP) corresponden a un diverso grupo de organismos
eucariontes, heterotroficos, que presentan reproduccion por esporas sexuales, asexuales o
ambas y que se distinguen de otros organismos eucariontes por la presencia de una pared
celular (Nicholls, 2008).

De los diferentes microorganismos empleados para el control de insectos, los HEP destacan
por ser capaces de infectar y provocar enfermedades en éstos causandoles finalmente la
muerte. Ademas, poseen mecanismos de invasién Unicos que les permiten atravesar de
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forma directa la cuticula de los insectos, siendo una herramienta con un gran potencial
como agentes de control (Devotto et al., 2008; T¢éllez et al., 2009).

Alean (2003) indica que estos microorganismos poseen cualidades muy especiales de
sobrevivencia, que van desde el parasitismo obligado hasta el parasitismo facultativos que
pueden sobrevivir saprofiticamente sobre material vegetal en descomposicion, es decir, en
ausencia de un hospedante vivo. Este ultimo puede dar como resultado la produccion de
conidiéforos, conidias, y desarrollo miceliar, lo cual permite que el hongo pueda ser
cultivado en el laboratorio utilizando técnicas de produccion en masa de bajo costo.

A nivel mundial se han aislado més de 750 especies de hongos entomopatogenos (HEP),
pero poco mas de 10 han sido empleadas para el control de insectos (Lacey et al., 2001;
Szewczyk et al., 2006) y las especies de HEP mas utilizados y estudiadas en el control de
plagas estdn clasificadas en el filo Ascomycota, especificamente en la clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales (Cappello et al., 2010). Dentro de este grupo, existen
2 especies consideradas entre las mas frecuentes y utilizadas en el control de 7. absoluta
debido a su eficiencia y facilidad de multiplicacion, estas especies corresponden a
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Jaronski, 2014).

Por otro lado, cabe destacar que investigaciones realizadas por INIA- Quilamapu, en suelos
del norte, centro y sur de Chile, han permitido establecer una coleccion de mas de 600
aislaciones nativas de HEPs, entre los cuales destacan los géneros Metarhizium y Beauveria
(Rodriguez et al., 2007).

Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana

Ambas especies se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y en las mas
diversas zonas climaticas (Alatorre-Rosas, 2007). Varias caracteristicas hacen de estos
hongos los més frecuentemente utilizados como biocontroladores. Entre ellas, destacan su
especificidad, ya que afectan s6lo una plaga o especie muy relacionada, ser relativamente
faciles de producir en forma masiva y por presentar una abundante produccion de conidias
desde los cadaveres de insectos parasitados, las que posteriormente son diseminadas
quedando disponibles para iniciar un nuevo ciclo infectivo en nuevos individuos (Urtubia y
France, 2007). Cabe sefalar que los bioplaguicidas a base de estos HEP ya se han evaluado
en diversos ordenes de insectos, incluyendo plagas de lepidopteros de importancia
econdmica presentes en Chile (Sepulveda et al., 2010).

Metarhizium anisopliae posee un amplio rango de hospederos, atacando alrededor de 300
especies de insectos de distintos d6rdenes, pero primariamente larvas de coledpteros y
lepidopteros (Carballo et al., 2004b). Por otra parte, B. bassiana infecta a mas de 700
especies de insectos de diferentes ordenes, destacando los mismos ordenes sefialados para
M. anisopliae (Gonzélez-Castillo et al., 2012).

Ambas especies se caracterizan por ser especificas para cada plaga, no presentando efectos
toxicos sobre otros organismos. Ademds pueden establecerse en forma permanente en el
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suelo, debido a su capacidad de renovar el indculo sobre los insectos muertos (Federici,
2009).

Pueden infectar estadios como huevos, ninfas, pupas y adultos. Sin embargo el estado de
larva es el mas susceptible al ataque de la mayoria de los HEP. Las condiciones que
favorecen la penetracion e infeccion son temperaturas entre 22 a 30 °C y humedad relativa
de 75% (Sepulveda et al., 2010).

Respecto a los sintomas, los cadaveres de larvas infectadas por M. anisopliae, presentan en
una primera etapa una coloracion blanca debido al crecimiento micelial del hongo y, luego,
producto de la esporulacion del mismo, la larva adquiere una coloracion verdosa. Estos
signos son caracteristicos de la enfermedad denominada muscardina verde, causada por este
hongo. Esto puede transcurrir en un tiempo aproximado de 6 dias después de la muerte del
insecto (Figura 13) (Valencia et al., 2011).

Figura 13. Estados de esporulacion de Metarhizium sobre larva de coledptero.
(a) Coloracion blanquecina por crecimiento micelial. (b) Coloracion verdosa
debido a la esporulacion del hongo (Valencia et al., 2011).

En cambio las larvas infectadas por Beauveria bassiana, presentan signos de la enfermedad
conocida como muscardina blanca. Los caddveres, muestran en su superficie una cubierta
blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del hongo (Figura 14), quedando
generalmente, momificados y adheridos en la planta (Acosta, 2006; Carballo et al., 2004b).

Figura 14. Esporulacion de B. bassiana
sobre larva de coleoptero (Acosta, 2006).
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Es importante destacar que la capacidad de esporulacion de un hongo entomopatégeno
sobre su hospedero es fundamental para la diseminacion de la enfermedad en condiciones
de campo, ya que permite dar origen a un nuevo ciclo de infestacion a partir de insectos
parasitados (Rodriguez et al., 2005a).

Mecanismo de accion de los HEP

A pesar de la diversidad taxonomica de los hongos entomopatdégenos, hay muchas
similitudes en su modo basico de vida y ecologia (De Albuquerque, 2009). Monzén (2001)
seflala que generalmente las fases que desarrollan los HEP sobre sus hospedantes son la
adhesion y germinacién de los conidios, formacion de apresorios y estructuras de
penetracion, multiplicacion y reproduccion del hongo.

El proceso infectivo se inicia cuando los conidios se adhieren a la cuticula del insecto,
gracias a las caracteristicas fisicas y quimicas de las superficies de ambas. Posteriormente,
la conidia germina y se produce un tubo germinativo y un apresorio, con el cual el hongo se
fija a la cuticula y con el tubo germinativo (hifa de penetracion) se da el ingreso al interior
del cuerpo del insecto (Pucheta et al., 2006).

Las 4reas mds comunes de penetracion son la abertura bucal, ano, regiones
intersegmentales y tarsos (De Albuquerque, 2009). En el proceso de penetracion participan
2 mecanismos: uno fisico que consiste en la presion ejercida por la hifa, la cual rompe las
areas membranosas y poco esclerosadas de la cuticula; y otro quimico que consiste en la
accion enzimatica, especialmente proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales facilitan la
descomposicion del tegumento (Gonzalez-Castillo et al., 2012). Una vez dentro del insecto,
comienza el proceso de multiplicacion del hongo en el hemocele del insecto por medio de
cuerpos hifales (blastosporas), los cuales se van diseminando y ramificando a través de
¢éste, e invaden diversos tejidos musculares, cuerpos grasos, mitocondrias y hemocitos,
ocasionando la muerte del insecto después de 3 a 14 dias de iniciada la infeccion vy la
colonizacion completa del cuerpo del insecto requiere entre 7 a 10 dias (Pucheta et al.,
2006; Federici, 2009).

La muerte de los insectos se produce por agotamiento de los nutrientes de la hemolinfa,
bloqueo o inmovilizacion de elementos del sistema inmune y/o por toxemia, causada por
metabolitos toxicos del hongo (St. Leger, 2007). Una vez muerto el insecto, el hongo inicia
un crecimiento miceliar e invade todos los 6rganos del hospedero (Figura 15).

Finalmente, las hifas emergen del cadaver hacia la superficie iniciando la formacion de
conidias dependiendo este proceso de la humedad relativa (De Albuquerque, 2009). Una
vez que las hifas atraviesan el tegumento, inician una fase de esporulacion (fase
reproductiva) dentro de 24 a 48 horas. Luego las hifas forman conidioforos que dan origen
a nuevas conidias que se dispersan en el ambiente y dan origen a un nuevo ciclo si las
condiciones ambientales son las adecuadas (Carruthers y Soper, 1987).
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Figura 15. Fases que desarrollan los HEP sobre sus
hospedantes (Sepulveda et al., 2010)

Cabe destacar que durante la penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el
hemocele, la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y
carbohidratos, siendo algunos de ellos nutrimientos para el patégeno. Sin embargo, otros
compuestos pueden inhibir su crecimiento, ya que el insecto activa su sistema inmune a
través de procesos como la melanizacion, fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento
(Pucheta et al., 2006).

En este contexto, la habilidad de un HEP para superar los mecanismos de defensa de sus
huéspedes se debe especialmente a la produccion de toxinas, lo cual constituye uno de los
componentes principales de patogenicidad. Dentro de estos metabolitos se destacan toxinas
como destruxinas, citocalasina, beauvericina y metaricina, algunas de las cuales son
especificas para algunos géneros de HEP (St Leger, 2007). Entre estas toxinas destacan las
destruxinas producidas por M. anisopliae, las cuales han sido ampliamente estudiadas
durante el Gltimo tiempo (De Albuquerque, 2009).

Efectividad de los HEPs sobre 7. absoluta

En un estudio de laboratorio realizado por Rodriguez et al. (2005b) se evalud la efectividad
de dos especies de hongos entomopatégenos comunmente utilizados para el control de esta
plaga: Metarhizium anisopliae (Qu-M558) y Beauveria bassiana (Qu-B912). La primera
evaluacion fue mediante aplicacion directa sobre las larvas observandose que ambas
especies fueron patogénicas, alcanzando mortalidades superiores al 90%. Si bien no se
observaron diferencias en cuanto a la patogenicidad entre los aislamientos, el calculo de las
concentraciones letales indic6 que se necesita una menor cantidad de indculo de
B. bassiana (10**y 107 conidias mL™") que de M. anisopliae (10°*y 10°' conidias mL™)
para matar el 50 y 90% de la poblacion de larvas. Dado que B. bassiana (Qu-B912) fue
efectivo a menores concentraciones de inoculo, este HEP se selecciond para un segundo
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estudio donde la aplicacion fue realizada directamente en la zona foliar, registrdndose una
disminuciéon de los porcentajes de mortalidad, alcanzando un 68% a la maxima
concentracion de indculo. Cabe sefialar que la disminucion del grado de patogenicidad de
B. bassiana al ser aplicado directamente sobre la zona foliar, podria ser explicado por lo
planteado por Tanada y Kaya (1993), los cuales sefialan que las hojas de tomate presentan
un alcaloide denominado tomatina que es conocido por sus propiedades antifungicas, por lo
que puede retardar la infeccion de Beauveria. Ademas estos autores agregan que la accion
de la tomatina sobre Beauveria inhibe la formacion y desarrollo in vitro de las colonias.

Shalaby et al. (2013) evaluaron bajo condiciones de laboratorio la eficacia tres agentes
entomopatogenos (Bacillus thuringiensis var. Kurstaki (Btk); Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae) utilizados en cuatro concentraciones (107; 10%; 10°; 10" conidias
mL™") sobre la polilla del tomate, en tres estados larvales (larva recién eclosada, 2do y 3er
instar). De los resultados del estudio se concluyd que el efecto de los patogenos depende
del estadio de la larva, resultando el mayor porcentaje de mortalidad sobre la larva recién
eclosada para los tres agentes evaluados. Ademads, se registrd que B. bassiana y M.
anisopliae presentan mayor efectividad sobre larvas recién eclosadas y Btk es efectivo, pero
en menor grado, sobre larvas recién eclosadas y el 3er instar. Con respecto a la
concentracion mas efectiva de cada agente, se observd que la mayor concentracion
(10" conidias mL™") es la que registré mayor mortalidad.

Por otra parte, Vega et al. (2012) indican que las principales lineas de investigacion se
centran en conocer con mayor profundidad las propiedades de las superficies de las esporas
de estos microorganismos. Lo anterior, con el objetivo de lograr almacenar, formular y
aplicar de manera mas eficiente HEPs en terreno. Este esfuerzo, revelaria ademas
informacion importante sobre los genes, proteinas involucradas en la virulencia y la
biosintesis de metabolitos. Finalmente otra area de suma importancia y de la cual no se
conoce todavia, es la ecologia de este tipo de organismo benéfico.

Virus entomopatogenos

Corresponden a microorganismos que causan enfermedades infecciosas que se multiplican
en los tejidos de los insectos hasta causarles la muerte. Son patégenos obligados, ya que
necesitan de un organismo vivo, el hospedante o insecto, para poder multiplicarse y
diseminarse en el agroecosistema. En el ambiente pueden estar presentes naturalmente,
enfermando a pocos insectos. Sin embargo, al utilizarlos como bioplaguicidas pueden
ocasionar la muerte de grandes poblaciones de plagas de importancia economica (Rizo y
Narvaez, 2001).

Las familias de virus mas utilizadas en el control de plagas son: Baculoviridae, que incluye
virus de la poliedrosis nuclear que ataca lepidopteros e himenopteros; Poxviridae, que ataca
lepidopteros y coledpteros; y Reoviridae, virus de la poliedrosis citoplasmdtica que ataca
lepidopteros y dipteros (Badii y Abreu, 2006). La presencia de cuerpos de inclusion,
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caracteristica comun de estas 3 familias, facilita su reconocimiento bajo el microscopio
optico y ademas lo protege de la degradacion ambiental. Esta caracteristica provee a estos
virus la posibilidad de ser utilizados como bioplaguicidas (Ravensberg, 2011b). Sin
embargo, en los baculovirus (Baculoviridae) existen otras dos caracteristicas adicionales
que permiten su desarrollo como insecticida méas que cualquier otro grupo de virus
entomopatogenos: 1) solo se han aislado de especies del filo Artrhopoda, mayoritariamente
de la clase Insecta, lo cual representa un alto grado de bioseguridad, tanto para los seres
humanos y otros vertebrados, como para la vida silvestre en general; y 2) tienen una
elevada patogenicidad y virulencia para numerosas especies de insectos plaga (Caballero y
Williams, 2008). Esta cualidad ha llevado a que la Organizaciéon Mundial de la Salud
recomiende los baculovirus como el grupo de virus mas seguro para el control de plagas
(Nicholls, 2008).

Esta seccion se centrard especificamente en los Baculovirus, ya que son los més utilizados e
investigados en la actualidad en el control de Tuta absoluta y ademés porque presentan una
elevada especificidad hacia sus huéspedes, resultando completamente seguro para los seres
humanos, medio ambiente y organismos benéficos.

Los Baculovirus

Estos microorganismos han sido utilizados como controladores bioldgicos en la agricultura
y silvicultura desde los inicios del siglo pasado (Ravensberg, 2011a). La mayoria ha sido
aislado unicamente de invertebrados, especialmente de insectos (Kalha et al., 2014). Se han
descrito infecciones de baculovirus en mas de 600 especies, principalmente del orden
Lepidoptera seguido de Hymenoptera, Diptera y Coleoptera, sin mostrar evidencias de
resistencia (Martinez et al., 2012). Al igual que los demds virus, estos necesitan
obligatoriamente de un huésped para multiplicarse, no pueden replicarse en medios
sintéticos y requieren células vivas como hospederos (Ojeda et al., 2002). Actualmente, el
baculovirus mas estudiado es el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica
(Speyer) (Lepidoptera: Noctuidae) (AcVPN). Este fue uno de los primeros virus descritos y
el interés en su estudio empezd cuando se observd que controlaba poblaciones de A.
californica, las cuales destruian masivamente cultivos de alfalfa (Szewczyk et al., 2011)

La estructura de estos virus consiste de una capa interna de proteina llamada capside que
protege al acido nucleico, en este caso, es el ADN. A todo este conjunto se le conoce como
nucleocapside, la cual puede o no estar envuelta por una capa lipoprotéica, conformando la
unidad infectiva del virus denominado virion. (Lopez et al., 2004). Estos ademés pueden
estar embebidos en una matriz proteica que se denomina cuerpo de oclusion (OBs), que los
protege de las condiciones ambientales (Rizo y Narvaez, 2001). Los viriones se presentan
en dos formas importantes: viriones derivados de cuerpos de oclusion (ODV) y viriones
brotados (BV), ambos son similares en la estructura de su nucleocapside pero difieren en su
origen, composicion de las envolturas y rol en el ciclo infectivo del virus (Miller, 1997). En
la Figura 16 se observa las estructuras de un baculovirus.
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Figura 16. Detalle de la estructura de un Baculovirus (Lopez
et al., 2004)

Cabe senalar que afios atrds, la familia Baculoviridae estaba compuesta por dos géneros.
Sin embargo, recientemente sobre la base del conocimiento de secuencias gendmicas
baculovirales y sus relaciones filogenéticas, se ha sugerido la division de esta familia en
cuatro géneros, dentro de los cuales se destacan dos grupos: los nucleopoliedrovirus (NPV)
y los granulovirus (GV) (Cuadro 2) (Martinez et al., 2012). Los GV son patégenos
especificamente de insectos del orden Lepidoptera y generalmente atacan solo a una o dos
especies; mientras que los NPV han sido aislados de otros d6rdenes como dipteros, e
himenopteros, presentando de esta manera un mayor rango de hospederos (Valderrama y
Villamizar, 2013).

Cuadro 2. Géneros actuales de la familia Baculoviridae con sus respectivas caracteristicas
(Martinez et al., 2012).

GENEROS CARACTERISTICAS

Alphabaculovirus Incluye a los nucleopoliedrovirus (NPV)
especificos para lepidopteros

Betabaculovirus Incluye a los granulovirus (GV) especificos
para lepidopteros

Gammabaculovirus Incluye a los NPVs especificos para
himenopteros fitofagos

Deltabaculovirus Incluye a los NPVs especificos para dipteros

Mecanismo de accion de los baculovirus

El ciclo de los baculovirus se divide en dos etapas: la infeccion primaria y la infeccion
secundaria. De acuerdo con la figura 17 el proceso se inicia cuando la larva ingiere follaje
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contaminado con cuerpos de oclusion (OBs) (Martinez et al., 2012). Una vez que los OBs
entran al insecto, éstos llegan al intestino medio de su hospedero, donde debido a las
condiciones alcalinas del medio (pH 9,5-11,5) se degradan liberando viriones derivados de
la oclusion (ODV), los cuales atraviesan la membrana peritrofica a través de sus poros
naturales (1) y se unen a las microvellosidades del epitelio intestinal mediante la fusion de
sus membranas (2), permitiendo que las nucleocdpsides contenidas en su interior sean
liberadas en el citoplasma (3) y se dirigen al nicleo donde se inicia el primer ciclo de
replicacion o infeccion primaria (4) (Ojeda et al., 2002). Una vez replicado el material
genético (ADN) y formadas las nuevas nucleocapsides éstas salen del nucleo (5) y son
transportadas a la membrana celular, donde la atraviesan formando los viriones brotados
(BVs) (6) (Lopez et al., 2004).

En el hemocele, los BV llevan a cabo la segunda fase del proceso infeccioso infectando las
células de los 6rganos y tejidos por endocitosis (7). Las nucleocapsides forman nuevamente
BVs y OBs, favoreciendo la dispersion de la infeccion (8). Los millones de OBs producidos
se liberan luego de la muerte y ruptura del tegumento del hospedante (9) contaminando asi
el follaje de las plantas permitiendo de esta manera la transmision horizontal de la infeccion
cuando las larvas de insectos susceptibles ingieren alimento contaminado (Rohrmann,
2013).

Infeccién primaria
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Infeccion secundaria

Figura 17. Mecanismo de accion de los Baculovirus (Caballero et al., 2009)
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Vale mencionar que el principal reservorio de los cuerpos de oclusion (OBs) es el suelo, ya
que pueden persistir por periodos mas o menos largos aunque se pueden ver afectados por
factores como valores extremos de pH, altas temperaturas y elevada humedad (Rizo y
Narvaez, 2001). Dentro de este contexto, para que tenga lugar la transmision del virus es
necesario que haya un transporte de los OBs desde el suelo hasta la superficie foliar, donde
son ingeridos por insectos susceptibles, lo cual puede ocurrir gracias a la accion del viento
o la lluvia (Beas et al., 2014).

En las larvas infectadas con baculovirus normalmente los sintomas aparecen después del
tercer o cuarto dia de la ingestion del virus (Lopez et al. (2004) Estos signos incluyen un
cambio gradual 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 millones de OBs
dando origen a un nuevo ciclo de infeccion. También se observa un cambio del
comportamiento de las larvas, ya que reducen su movilidad, dejan de alimentarse y su
crecimiento se detiene (Del Rincén—Castro, 2007). Previo a la muerte, la larva se desplaza a
la parte aérea de la planta donde muere colgada generalmente de las propatas en una
posicion de V invertida, lo cual favorece la posterior dispersion del virus en el medio
ambiente cuando una larva sana se alimenta de ella (Figura 18) (Martinez et al., 2012).
Finalmente, el integumento se degrada y se liberan millones de nuevos OBs dando origen a
un nuevo ciclo de infeccion.

Figura 18. A) Larva de lepidoptero muerta, liberando OBs. B) Larva
sana de lepidoptero en direccion hacia la larva infectada. C) Larva
muerta. D) Larva sana se alimenta de los restos de un cadaver infectado
con nucleopoliedrovirus (transmision horizontal) (Williams, 2008).
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Efectividad de los virus entomopatdégenos sobre 7. absoluta

Es importante sefialar que la seleccion de un baculovirus como insecticida se hace en
funcién de la especie o especies de insectos que se quieren controlar. Cada especie fitofaga
suele ser mas susceptible a baculovirus especificos, pero también puede serlo, en mayor o
menor grado, a los baculovirus de otras especies de insectos (Caballero y Williams 2008).

En este contexto, actualmente, existe escasa documentacion acerca de la efectividad de los
baculovirus sobre la polilla del tomate, dado que atin no se ha aislado una cepa especifica
para esta plaga. Sin embargo, Moura et al. (2010) evaluaron la virulencia de una cepa de
granulovirus, PhopGV aislada de la polilla de la papa (Phthorimaea operculella)
(Gelechiidae) sobre larvas de 7. absoluta. Del estudio se concluy6 que la mortalidad de las
larvas era directamente proporcional a la concentracion de patdgenos. El porcentaje de
larvas infectadas recuperadas de las hojas de tomate aumentaron considerablemente en
relacion a las concentraciones de virus, alcanzando el maximo valor (94,4%) a una
concentracion de 1,1 x 10’ OBs/mL. En cambio, cuando se realizd una aplicacion a 1,1 x
10° OBs/mL se obtuvieron 3,3% de larvas infectadas. Ademas, los mismos autores sefialan
que, como efectos subletales, este granulovirus (PhopGV) retrasa considerablemente el
crecimiento de las larvas de T. absoluta a concentraciones de 1,1 x 107y 5,5 x10" OBs/mL.

Al respecto, Mamani (2008) sostiene que al igual que la mayoria de los baculovirus,
PhopGV presenta un rango especifico de hospederos, ya que solamente P. operculella y
ciertas especies en la misma familia (Gelechiidae) como Tuta absoluta y Tecia solanivora
son susceptibles a este virus pero en niveles inferiores que los obtenidos sobre
P. operculella

Por otro lado, dada la lenta velocidad de accion de los baculovirus, las actuales
investigaciones, se han basado especialmente en la obtencion de baculovirus
recombinantes, los cuales se han modificado genéticamente con el fin de lograr un
incremento en su velocidad de accion. Estas modificaciones consisten en la introduccion de
genes foraneos dentro del genoma de los baculovirus. Los principales genes que se
introducen pertenecen a toxinas de escorpiones o arafias. Estos virus modificados paralizan
y matan el insecto huésped en 1 - 2 dias de iniciar la infeccion, disminuyendo asi el grado
de dafio al cultivo por parte de la plaga (Beas et al., 2014; Ojeda et al., 2002). Sin embargo,
hasta la fecha, estos bioplaguicidas tienen una baja influencia en el mercado de todo el
mundo, representando aproximadamente el 0,5% del mercado total de plaguicidas
(Moscardi et al., 2011).
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Nematodos entomopatégenos

Los nematodos parasitos de insectos se conocen desde el siglo XVII, pero solamente a
comienzos de 1930 se inicia su investigacion como posibles agentes controladores de
insectos, sin embargo, el desconocimiento de la interaccion del nematodo con su bacteria
simbionte produjo resultados desalentadores lo que derivé a una pérdida de interés. No
obstante, los estudios se retomaron en la década de los ochenta cuando los aislamientos de
dos géneros de nematodos demostraron que se comportaban mejor que otros estudiados con
anterioriad. En la década de los noventa, gracias a los avances tecnologicos y a estudios
mas profundos, convirtieron a estos microorganismos en un area promisoria y con un gran
potencial para el control de muchas plagas de insectos de importancia economica (Melo et
al., 2010).

Los nematodos son gusanos circulares con simetria bilateral, no segmentados, translucidos
y por lo general alargados, con extremos redondeados o terminados en punta (Lopez, 2004).
Presentan sistemas excretor, nervioso, digestivo, reproductivo y muscular completo, y
carece de sistema respiratorio y circulatorio. Su tracto digestivo consta de una boca seguido
de la cavidad bucal o estoma, el eso6fago, intestino, el recto y el ano (Stock y Goodrich-
Blair, 2012).

Se han descrito aproximadamente 25.000 especies y se estima que existen entre 500.000 —
100.000.000 de especies en todo el mundo (Stock y Goodrich-Blair, 2012), siendo en la
actualidad mas de 40 familias de nematodos asociadas a insectos, sin embargo, so6lo 9 de
ellas presentan especies con potencial como agentes de control biologico:
Tetradonematidae, Mermithidae, Phaenopsitylenchidae, Iotonchiidae, Allantonematidae,
Parasitylenchidae, Sphaerulariidae, Steinernematidae y Heterorhabditidae (Lopez, 2004).
No obstante, la mayor atencion se centra en las ultimas dos familias, las cuales se
caracterizan por tener una relaciéon mutualista con una bacteria simbionte que provee de
alimento al nematodo y ayuda a matar al insecto huésped (Nicholls, 2008). Esta seccion se
enfocard en los géneros Steinernema y Heterorhabditis debido a que poseen gran eficacia
en el control biologico de larvas de lepidopteros y ademas son los unicos NEPs en los
cuales se han desarrollado métodos de producciéon masiva y que han sido vendidos con
fines biocontroladores (Shapiro-Ilan et al., 2014).

Steinernematidae y Heterorhabditidae

Los nematodos entomopatéogenos (NEP) de las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae estan ubicados en el filo Nematoda, clase Secernentea y orden
Rhabditida (Sdenz, 2005). Estas dos familias han demostrado ser las mas efectivas en
control biologico de plagas, especialmente para controlar aquellas subterraneas (Miles et
al., 2012). Shapiro-Ilan et al. (2014) indican que a la fecha han sido descritos 75 especies de
steinernematidos y 18 de heterorhabditidos. Las especies del género Steinernema presentan
una relacion simbidtica con una especie de bacteria del género Xenorhabdus (Lopez, 2004).
Cabe senalar que una especie de Xenorhabdus puede estar asociada con mas de una especie
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de nematodo (Nicholls, 2008). En cambio en la familia Heterorhabditidae, la mayoria de las
especies de NEP existentes tienen relacion con la bacteria Photorhabdus luminescens como
simbionte (Lopez, 2004).

Las especies mas importantes de la familia Steinernematidae son: S. carpocapsae, S. feltiae
y S. glaseri. Y en la familia Heterorhabditidae la especie con mayor importancia
corresponde a H. bacteriophora (Miles, 2012).

La principal diferencia entre steinernematidos y heterorhabditidos, consiste en que las
especies del primer grupo presentan machos y hembras por lo que se reproducen
sexualmente, mientras que los del segundo grupo son hermafroditas en la primera
generacion, pero se reproducen sexualmente en las siguientes generaciones. Por lo tanto,
los steinernematidos requieren de un juvenil infectivo hembra y uno macho para invadir un
insecto huésped y producir progenie. Sin embargo, para matar al hospedero sdlo es
necesaria la entrada de una forma infectiva, que iniciard la infeccion bacteriana aunque no
pueda reproducirse. Por otro lado, los heterorhabditidos necesitan solamente la entrada de
un juvenil infectivo que provocard la muerte del insecto dando como resultado adultos
autofecundados (Hazir et al., 2004).

Mecanismo de accion de los NEPs

Los NEPs tienen un ciclo de vida que incluye el huevo, cuatro estados juveniles y adulto. El
tercer estado juvenil, también llamado como juvenil infectivo, larvas dauer o J3, es el tnico
estado del ciclo de vida que se encuentra fuera del insecto huésped, especificamente en el
suelo (Garcia del Pino, 1994). En este estado infectivo, el nematodo no se alimenta sino que
utiliza las reservas de energia que almacend previamente, lo que le permite sobrevivir
largos periodos en el suelo hasta que encuentre un insecto huésped. Ademas, tiene la
funcion de transportar en su intestino a la bacteria simbionte y de localizar e invadir al
hospedero (Merino y France, 2009).

La localizacion del insecto huésped por parte de los J3 se produce de forma activa como
respuesta a diversos estimulos fisicos y quimicos generados por el insecto, dentro de los
cuales destacan los gradientes de CO, y temperatura (Caccia et al., 2014). Una vez que J3
encuentra su hospedante apropiado, éste ingresa al insecto a través de aberturas naturales
(boca, espiraculos, ano) o dareas delgadas de la cuticula como el caso de los
heterorhabditidos, penetrando al interior del hemocele del huésped (Saenz, 2005).

Una vez en el hemocele, se produce la liberacion de la bacteria simbionte que el nematodo
llevaba en su intestino, la que ocurre a través del ano, en el caso de los steinernematidos; o
por la boca en los heterorhabditidos (Lopez, 2004). Luego la bacterias se multiplican
causando la muerte del hospedante por septicemia dentro de 48 horas, y produciendo
también sustancias que protegen el cadaver del insecto de la posible colonizacion de otros
microorganismos (Saenz, 2005). Nicholls (2008) sefiala que en el inicio de la infeccion de
la bacteria, ésta recibe la ayuda de productos de excrecion del nematodo que reprimen el
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sistema inmunitario del insecto, inhibiendo la accidén de enzimas antibacterianas lo que
permite su rapida multiplicacion. Posteriormente, los nematodos inician su desarrollo, se
alimentan de células bacterianas y de los tejidos del insecto. Dentro del hospedero pueden
producirse dos o tres generaciones del nematodo, dependiendo del tamafio del insecto
huésped. Y cuando el alimento es escaso o se acaba, emergen los juveniles infectivos
(150.000 6 més) desde la larva muerta hacia el suelo en busca de nuevos hospederos
(Merino y France, 2009) (Figura 19). Lewis y Clarcke (2012) sefialan que el ciclo de vida
desde la infeccion del huésped por juveniles infectivos hasta el abandono del mismo por la
nueva generacion infectiva es entre 7 y 10 dias.

Iafeccion
v Larva saca

2ol
S g
% J
Juveniles e l/
infectivos (J3) .

Kematodos
isgresando por lo
booa de la larva

-

Liberacion de
la bacteria

Larva

i~ N

Desarrollo de
Insecto adulto nematodos

-~ Adulto l ;f
Neterorhabditis

Emergencia de J3

Steinerneza

se isterier

| T I M Larva com
- rematodos o= |Jl ' rReproduccisn

|
Figura 19. Ciclo de vida de los nematodos entomopatogenos (Merino y
France, 2009).

Es importante mencionar que los NEPs J3, presentan comportamientos caracteristicos al
momento de localizar e infectar al huésped. Existen los emboscadores, también llamados
ambushers, que se caracterizan por ser poco moviles, esperan que pase el insecto,
generalmente estdn en la superficie o cerca de ella y tienen la tendencia de localizar e
infectar insectos moviles. Dentro de este grupo se encuentra la especie S. carpocapsae
(Saenz, 2005). El otro comportamiento es conocido como navegantes (crusiers), los cuales
son muy moviles y buscan activamente a su huésped, generalmente se ubican a mayor
profundidad del suelo e infectan huéspedes sedentarios y son atraidos por sustancias
volatiles de este. En este grupo destacan las siguientes especies: S. glaseri, S. cubanum y H.
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bacteriophora. También existen especies de situacion intermedia, como S. feltiae y S.
kraussei (Lewis y Clarcke, 2012).

Efectividad de los NEPs sobre 7. absoluta

Gracias a la capacidad que poseen los nematodos entomopatdgenos de moverse a través del
agua libre en el suelo, el control de plagas, especialmente las subterraneas, se ve favorecido
en comparacion a los agroquimicos. El uso de estos organismos antagonistas se ha
mantenido estable y es posible que se incremente en los afios venideros (Van Drieshe et al.,
2007).

Batalla-Carrera et al. (2010) evaluaron bajo condiciones de laboratorio, la efectividad de
tres especies de NEPs (Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae y Heterorhabditis
bacteriophora) sobre larvas de polilla del tomate demostrando a través de bioensayos
foliares que estos microorganismos son capaces de emboscar, buscar y matar las larvas
ubicadas en las hojas de los tomates a pesar de la ubicacion de éstas (dentro o fuera de las
hojas). Como seguimiento de esta actividad, los mismos autores indican que los NEPs son
capaces de penetrar dentro de las galerias de las hojas y causar una mortalidad de larvas de
T. absoluta de un 76,3% utilizando H. bacteriophora y un 88,6% y 92% con S.
carpocapsae 'y S. feltiae, respectivamente. También se observd que en condiciones de
invernadero, a través de aplicaciones foliares de NEPs, éstos pueden alcanzar una
mortalidad de larvas de T. absoluta entre un 87,6 - 95%. Cabe destacar lo sefialado por
Delbene (2003) quien indica que la especie Steinernema carpocapsae, NEP que posee el
mas amplio rango de hospederos descrito, logra un 100% de control de 7. absoluta en
pruebas de laboratorio. Ademas, el ciclo de vida de este NEP es corto y su reproduccion y
almacenaje son de facil manejo, factores que lo convierten en un excelente controlador
potencial de esta plaga.

Es importante tener en cuenta que dado el habito minador de la polilla del tomate, la
principal forma de aplicacion de los biocontroladores es directamente en la zona foliar de
las plantas, existiendo mayor exposicion a diversos factores climaticos como por ejemplo
las altas temperaturas y la radiacion UV, elementos que afectan negativamente la
persistencia de la mayoria de éstos en el medio ambiente. Sin embargo, es necesario
considerar que las galerias realizadas por las larvas de 7. absoluta provee a los NEPs de un
habitat protegido que les permite evadir los factores ambientales adversos dada su
capacidad de penetrar dentro de las galerias de las hojas, por lo que pueden ser
considerados candidatos ideales para el control bioldgico de esta plaga y su utilizacién
complementaria en programas de manejo integrado (Batalla-Carrera et al., 2010; Leppla et
al., 2014).

Ademas, Batalla-Carrera et al. (2010) sefialan que en forma complementaria a la aplicacion
foliar de los NEPs, la aplicacion de estos entomopatogenos en el suelo controlaria también
eficazmente el ultimo estado larval, es decir, cuando las larvas caen desde las hojas hacia el
suelo para pupar.
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Sobre la base de las ideas expuestas, cabe destacar que el potencial del control
microbiologico de plagas es enorme, ya sea con bacterias, hongos, virus o nematodos, es
promisorio, ya que constituyen una alternativa al uso de productos quimicos, siendo mas
armoénico con el medio ambiente y mucho mas especifico al momento de la aplicacion y
ademas disminuye el riesgo de desarrollo de resistencia por parte de la plaga y no afecta a
los insectos benéficos (Harper, 2013). No obstante, es probable que los bioplaguicidas
presenten ciertas desventajas en relacion a los agroquimicos, debido a su lenta velocidad de
accion o su elevada sensibilidad al medioambiente, pero colocando a ambos en una
balanza, se observa que el control microbioldgico posee un rango de mortalidad de insectos
plaga muy similares a los obtenidos con el uso de insecticidas. Al respecto es posible
considerar la idea de combinar las medidas de control culturales, fisicas, bioldgicas,
quimicas, mecdnicas e incluso el uso de plantas resistentes a las plagas, es decir,
implementar un manejo integrado, con el fin de mantener la densidad poblacional de la
plaga por debajo del nivel de dafio econdémico, reduciendo al mismo tiempo las
aplicaciones de quimicos, y consecuentemente disminuyendo las posibilidades de dafio
tanto al medioambiente, insectos benéficos, a salud de los seres humanos, y el desarrollo de
resistencia por parte de la plaga (Leppla et al., 2014; Fischbein, 2012).
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CONCLUSIONES

El control quimico de Tuta absoluta es deficiente debido a que gran parte del desarrollo de
las larvas de esta plaga tiene lugar principalmente en el interior de las hojas o frutos,
dificultando la accion de los insecticidas. Ademas, debido al elevado potencial reproductivo
de la plaga, se tiende a aumentar la aplicacion de agroquimicos, aumentando el riesgo de
desarrollo resistencia de estos, situacion que ha sido documentada para esta especie.

Segun la literatura consultada, se puede considerar que los nematodos entomopatdgenos,
especialmente las especies Steinernema feltiae y Steinernema carpocapsae, pueden ser
considerados candidatos ideales para ser utilizados como base de bioplaguicidas y en
programas de manejo integrado, ya que poseen la capacidad de introducirse dentro de las
galerias realizadas por las larvas de 7. absoluta y localizar al insecto huésped. Respecto a
su efectividad, estos pueden alcanzar una mortalidad entre un 87,6 - 95% en condiciones de
invernadero. Ademads, cabe sefialar que la capacidad de penetrar las galerias les provee a
estos un excelente habitat para eludir factores ambientales adversos, los cuales afectan
considerablemente la persistencia de los microorganismos entomopatogenos.

Por otro lado, las bacterias entomopatégenas, especialmente la especie B. thuringiensis,
también puede ser considerada como un buen agente biocontrolador sobre la polilla del
tomate, ya que estudios realizados han demostrado una eficiencia cercana al 90% de
mortalidad de larvas. Sin embargo, es importante mencionar que este microorganismo debe
ser consumido por la larva para que poder ejercer su accion, por lo que es aconsejable
utilizarla en conjunto con plantas de genotipo resistente al ataque de la plaga, debido a que
favorece la eficacia del entomopatogeno. Ademas, la integracion con otros métodos de
control bioldgico como la liberacion de enemigos naturales (miridos y parasitoides) podria
resultar una estrategia muy efectiva, ya que Bt actuaria sobre las larvas y los parasitoides
atacarian preferentemente a los huevos.

Respecto a los hongos y virus entomopatodgenos, estos pueden ser utilizados en el control
de T. absoluta, sin embargo, existen ciertas caracteristicas que los hace menos atractivos.
En el caso de los hongos, su eficiencia se puede ver afectada y retardada por la presencia de
un alcaloide con accion antifungica presente en hojas, tallos y frutos de tomate,
denominado tomatina. En cuanto a los virus entomopatégenos, su principal obstaculo para
su uso comercial a gran escala es la inhabilidad de multiplicarlos en medios sintéticos,
es decir, necesitan de un organismo vivo para multiplicarse, lo que dificulta su produccion.

Finalmente, la literatura recomienda utilizar todos los métodos de control que se encuentren
disponibles para asi lograr un control eficaz de 7. absoluta, minimizando el uso de
productos fitosanitarios y priorizando las practicas culturales, fisicas y biologicas, en
definitiva aplicar una estrategia de control integrado.
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