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Actividad biologica de Bacillus thuringiensis sobre la polilla guatemalteca de la papa,
Tecia solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae)

Abstract

The potato (Solanum tuberosum ) is one of the most important crops in Colombia . Larvae of the Guatemalan po-
tato moth Tecia solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae) cause direct damage to the tubers, producing eco-
nomic losses and increased use of agrochemicals. Bacillus thuringiensis (Bt) is an alternative in the management
of insect pests due to its specificity. Their activity depends on proteins known Cry, which when ingested by a sus-
ceptible insect form pores in their intestinal cells that cause death of the insect. This review presents studies on
the effect of Bt to T. solanivora. It has been found that the Cry1Ac (basis for transgenic varieties) and Cry1B toxins
have significant toxic activity. Also the experience of the design and evaluation of a hybrid toxin ( Cry1B - Cry1l )
which resulted in a significant lethality towar T. solanivora.
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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los cultivos
mas importantes de Colombia. Las larvas de la polilla
guatemalteca de la papa, Tecia solanivora Povolny (Le-
pidoptera: Gelechiidae), causan dafios directos a los
tubérculos, produciendo pérdidas econdmicas e in-
cremento en el uso de agroquimicos. Bacillus thurin-
giensis (Bt) es una alternativa en el manejo de insectos
plaga gracias a su especificidad. Su actividad depende
de proteinas denominadas Cry, que cuando son inge-
ridas por un insecto susceptible forman poros en sus
células intestinales que producen la muerte del insec-
to. Esta revisién presenta los estudios sobre el efec-
to de Bt hacia T. solanivora. Se ha encontrado que las
toxinas CrylAc (base para variedades transgénicas) y
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Cry1B tienen importante actividad toxica. Igualmente
se destaca la experiencia del disefio y evaluacion de
una toxina hibrida (Cry1B-Cryll) que resulté en una
importante letalidad hacia T. solanivora.

Palabras clave: Tecia solanivora, proteina Cry, ensayo
bioldgico, planta transgénica.

Introduccion

La economia de la papa (Solanum tuberosum) ha ex-
perimentado una rdpida transformacion, consideran-
dose un ejemplo del dinamismo comercial de produc-
tos no tradicionales en el mundo. Con la aparicién de
nuevos mercados, se ha observado incremento, tanto
en la rentabilidad de la produccién como en el pro-
cesamiento de la papa (Linares & Gutiérrez, 2002).
Colombia ocupa la posicidn 33 en produccion y area
sembrada a nivel mundial, desarrollandose este culti-
vo principalmente en la regién andina (2.000 a 3.000
msnm y entre 10 a 15 °C) (FAOSTAT, 2013). Alrede-
dor de 90.000 familias se benefician de este cultivo,
aproximadamente 500.000 personas, el cultivo gene-
ra 20 millones de jornales directos. La produccidn co-
mercial alcanza 170.000 hectareas en nueve departa-
mentos (1'847.145 toneladas en 2012), encabezando
su produccién el departamento de Cundinamarca, el
cual aporta un 41,7 % de la produccidn nacional. Le
siguen los departamentos de Boyaca y Narifio, con un
aporte de 24,3 % y 17,5 % a la produccién nacional
respectivamente (MADR, 2012).

La alta variabilidad de los agroecosistemas donde se
desarrollan los sistemas de produccion de papa en
la zona andina colombiana determina circunstancias
variables que permiten la sobrevivencia de una gran
cantidad de poblaciones de insectos plaga. Las condi-
ciones de cada agroecosistema definen la abundancia
de las poblaciones plaga, sus caracteristicas, predomi-
nioy a menudo su manejo. En el agroecosistema papa
el insecto plaga mas importante, econdmicamente
hablando, es la polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae) debi-
do a los dafos que causa al tubérculo, ocasionando
pérdidas directas hasta del 20 % (sin tener en cuen-
ta mano de obra, manejo, productos entre otros, que
pueden afectar hasta mas del 60 %) dependiendo del
nivel poblacional y de las estrategias de manejo (Car-
pio et al., 2013, Nifio, 2004, Espitia, 1999, Arias, 1997,
Araque, 1993). Para su control los productores utilizan

insecticidas quimicos, organofosforados y carbamatos
principalmente, en muchos casos en exceso contribu-
yendo a incrementar los costos de produccién del cul-
tivo y los impactos negativos para el ambiente y la sa-
lud de los productores (Carpio et al., 2013, Valderra-
ma et al., 2007, Nifio, 2004, Osorio et al., 2001, Torres
etal., 1989).

Bacillus thuringiensis (Bt) se ha usado durante mas de
un siglo como una opcidn importante en el manejo
de algunos insectos plaga, incluyendo la generacion
de plantas transgénicas expresando resistencia a in-
sectos. Es muy especifico contra insectos susceptibles
y es inocuo para el medio ambiente y entomofauna
asociada. Tiene actividad hacia insectos del orden
Lepiddptera, Coledptera y Diptera entre otros (van
Frankenhuyzen, 2009, Schnepf et al., 1998). La activi-
dad toxica de la bacteria se atribuye ampliamente al
efecto de proteinas denominadas Cry (del inglés crys-
tal). Las toxinas Cry constituyen el factor de virulencia
mas importante de Bt (Soberon et al., 2010, Pigott &
Ellar, 2007). Muchos genes cry han sido expresados en
plantas de maiz, algoddn y arroz entre otros cultivos,
confiriendo resistencia hacia plagas de insectos (Sana-
huja et al., 2011). Se han reportado varias toxinas Cry
con actividad hacia insectos del orden Lepiddptera:
Cryl (Cryla hasta Cry1K), Cry7B, Cry8D, Cry9, Cry15,
Cry22A, Cry32A y Cry51A. La actividad biolégica de la
bacteria se ha podido constatar sobre especies de le-
pidépteros como Plutella xylostella, Spodoptera exi-
gua, Heliothis virescens, Manduca sexta, Trichoplusia
ni, Ostrinia nubilalis, Helicoverpa armigera, H. zea y
Bombyx mori, entre otros (van Frankenhuyzen, 2009,
Schnepf et al., 1998). En esta revisidon se describe el
contexto agricola relacionado con T. solanivora, con
relevancia en las investigaciones para su control me-
diante la bacteria entomopatdgena Bt en Colombia.

El cultivo de la papa

La papa (Solanum tuberosum) es una planta dicoti-
leddnea, herbacea anual, que pertenece a la familia
de las solandceas. Esta planta produce tubérculos por
engrosamiento del rizoma que son comestibles y cuyo
consumo se ha difundido por todo el planeta. Se pue-
de considerar al tubérculo de la papa como una parte
del tallo que se ha adaptado para almacenar reser-
vas y para la reproduccion. El tubérculo se forma en
el extremo del estoldn (tallo lateral, normalmente
subterraneo), como consecuencia de la acumulacion
de reservas que se produce por el rdpido desarrollo
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y division celular. La papa es originaria de Suraméri-
ca de la regidn sobre la cordillera de los Andes que
abarca desde el norte de Chile hasta Colombia. En su
centro de origen la papa fue domesticada y posterior-
mente difundida a Europa por los conquistadores es-
pafioles (Alonso, 2002).

Ademas de ser una planta comestible de agradables
caracteristicas sensoriales, sabor y color neutro, la
papa es una importante fuente nutricional. La papa
contiene diferentes tipos y cantidades de sustancias
gue son variables y estan relacionadas con las condi-
ciones de crecimiento y variedad. Su aporte nutricio-
nal radica principalmente en los carbohidratos deri-
vados del almiddn, que contribuyen con un 50 % de
las kilocalorias diarias requeridas por el organismo,
siendo una importante fuente de energia. Ademas es
fuente de vitaminas como la tiamina, piridoxina, nia-
cina y acido ascdrbico; minerales como el potasio y el
fosforo; fibra dietaria en forma de pectina, compues-
tos antioxidantes como las antocianinas, y tiene un
muy bajo contenido de grasas (Pertuz & del Castillo,
2013, Linares y Gutiérrez, 2002, Alonso, 2002). Exis-
ten dos grandes tendencias: una, hacia el consumo
fresco donde Europa lleva la pauta; la otra tendencia
se manifiesta en la sustitucién progresiva del consu-
mo de papa fresca por papa procesada (Linares & Gu-
tiérrez, 2002, Scout et al., 2002).

En el mundo se siembran alrededor de 22 millones
de hectareas en papa, una produccién cercana a 300
millones de toneladas y un rendimiento promedio de
15 toneladas por hectarea. Este producto agricola fue
el tercero en consumo a nivel mundial, después del
arroz y el trigo en el afio 2009, segun los ultimos re-
portes de la FAO —Organizacion de las Naciones Uni-
das para la Alimentacién y la Agricultura— (FAOSTAT,
2013). El producto llega a mdas de 1000 millones de
consumidores de todo el mundo, la mitad habita en
paises en vias de desarrollo, cuya dieta basica incluye
este tubérculo (Fedepapa, 2010, Moreno, 1996). Se-
gun los ultimos reportes de la FAO, el principal pro-
ductor de papa a nivel mundial es China, con una pro-
duccidn aproximada de 85’860.000 toneladas en el
afio 2012, seguido de la India y la Federacion Rusa con
45’000.000 y 29°532.530 toneladas respectivamente.
Colombia ocupa la posicion 33 entre los paises pro-
ductores de papa, con una produccién de 1'847.145
toneladas en 2012. El consumo de papa en alimenta-
ciéon humana estd encabezado por Bielorrusia, Ucrania

y Polonia, con un consumo promedio de 182,8, 133,4
y 116,9 kg per capita en el afio 2009. El consumo en
Colombia en el aiflo 2009 se calculé en un promedio
de 36,5 kg per capita, siendo este el quinto producto
agricola consumido en el pais (FAOSTAT, 2013).

En los 10 principales paises productores, que repre-
sentan dos terceras partes de la produccién mundial,
el valor total de la cosecha se estimd en 40.000 millo-
nes de délares (Linares & Gutiérrez, 2002). La produc-
ciéon mundial de papa ha aumentando a una tasa me-
dia anual del 4,5 % en los ultimos 10 afios (FAO, 2006,
Fedepapa, 2010). Hasta inicios del decenio de 1990,
casi la totalidad de las papas se producian y consu-
mian en Europa, América del Norte y en los paises de
la antigua Unidn Soviética. Desde entonces se ha pro-
ducido un aumento de la produccién y la demanda de
papa en los paises en desarrollo, donde la produccién
aumentd a mas de 100 millones de toneladas. En los
préximos diez afios se prevé que la mayor parte de la
papa del mundo se cultivard en Asia, Africa y Améri-
ca Latina (Fedepapa, 2010, Linares & Gutiérrez, 2002;
Scout et al., 2002).

El cultivo de la papa en Colombia

La papa es un producto alimenticio fuertemente arrai-
gado en la tradicién culinaria colombiana, especial-
mente en las zonas sobre la cordillera de los Andes
donde se concentra su produccion. En 2011 se esti-
mo la superficie cosechada en 170.978 ha, con un
rendimiento de 18.462 kg/ha, segun los ultimos re-
portes del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Ru-
ral (MADR, 2012). El cultivo de papa se desarrolla en
todos los departamentos de la Regidn Andina, enca-
bezando su produccién el departamento de Cundina-
marca, el cual aporta un 41,7 % de la produccion na-
cional. Le siguen los departamentos de Boyacd y Nari-
fio, con un aporte de 24,3 %y 17,5 % a la produccién
nacional respectivamente (MADR, 2012).

En lo social unas 90.000 familias dependen directa-
mente del cultivo, equivalente a unas 500.000 perso-
nas. El cultivo genera al afio cerca de 20 millones de jor-
nales directos y la produccién comercial estd localizada
entre los 2.000 y 3.000 m de altura sobre el nivel del
mar, y temperaturas desde 10 hasta 15 °C. Se caracteri-
za ademas por su alta demanda de mano de obra rural
no calificada, y por ser un cultivo disperso, aislado, de
pequefios productores con acceso limitado a la tecno-
logia (FAO, 2006, Espinal et al., 2006, Fedepapa, 2010).
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Uso de agroquimicos en el cultivo de papa en Colombia

La papa es la actividad agricola mas sobresaliente de
la zona fria andina en Colombia; es el cultivo de ma-
yor demanda de insecticidas y fungicidas, y el segun-
do después del café en el uso de fertilizantes; es el
producto agricola que mas transporte terrestre gene-
ra en el pais. (FAO, 2006, Espinal et al., 2006, Fedepa-
pa, 2010). Los costos directos del cultivo correspon-
den al 83 % del costo total, dentro de los cuales el 57
% corresponde al gasto en insumos. Los fertilizantes
constituyen el 40 % del valor de los insumos y 18 %
del costo total, seguido por el costo de la semilla con
el 23 % y los insecticidas con el 14 % del costo de los
insumos. La mano de obra con el 62 % y el transporte
con el 29 % corresponden a los otros costos directos
(43 % de los costos directos), dejando tan solo un 9 %
de los mismos a la preparacion del suelo. El costo de
la mano de obra se constituye en el item que mayor
porcentaje representa de los costos totales, 22 %. En
cuanto a los costos indirectos (17 % de costos totales),
el mayor monto lo ocupan los costos financieros (38
%), seguido por los imprevistos (18 %). Se han encon-
trado sobrecostos por uso irracional de agroquimicos
con niveles de entre 47 % y 60 %, que representan
cerca del 10 % de los costos totales de produccion (Es-
pinal et al., 2006, Fedepapa, 2010).

Plagas del cultivo

El cultivo de la papa es atacado por un gran numero
de insectos plaga que afectan la produccién en forma
directa, deteriorando la calidad comercial del produc-
to. Estos insectos se pueden clasificar en dos grupos
dependiendo de la estructura que ataquen y de sus
habitos. En el primer grupo estan las plagas del sue-
lo, las cuales atacan tubérculos, raices y tallos; gene-
ralmente dafan las plantas jévenes, trozandolas a ras
del suelo o cortando sus raices. Estos insectos son de
habitos nocturnos causando el dafio principalmente
en la noche. En el dia muestran poca actividad y por lo
general se resguardan en terrones de arena, basura,
etc. Entre los insectos mas destacados perteneciente
a este grupo se encuentran: Tecia solanivora (la poli-
lla guatemalteca de la papa), Premnotrypes vorax (gu-
sano blanco de la papa), Phthorimaea operculella (la
palomilla de papa) que actian como minador de ho-
jasy barrenador de tallo y tubérculos, Ancognatha sp.
(la chiza), Agrotis ipsilon (trozadores), Asymmathetes
vulcanorum (el tiroteador) y Copitarsia consueta (tie-
rreros) (Gémez et al., 2012, Pitre, 2005).

El segundo grupo de insectos lo componen aquellos
gue atacan el follaje, dafiando estructuras como ta-
llos, ramas y hojas, tales como Lyriomiza quadrata,
Peridroma saucia y la pulguilla de la papa Epitrix sp.
(Porras, 1999). En Colombia aproximadamente el 60
% de la produccion agricola de la papa (que incluye
dafio y sobrecostos asociados) se pierde debido a en-
fermedades y plagas. El efecto nocivo para el control
de plagas de la papa mediante el uso de quimicos au-
menta, y el combate de estos insectos va produciendo
el deterioro del medio ambiente (Pitre, 2005).

La polilla guatemalteca de la papa

T. solanivora Povolny (Lepidéptera: Gelechiidae) es
una plaga de la papa originaria de Centroamérica. Sus
larvas causan dafios directos a los tubérculos de papa
en campoy almacén, lo cual ocasiona pérdidas econé-
micas por el rechazo del material afectado, ademas,
contribuye al incremento del uso de agroquimicos y
de costos de produccion (Echeverria y Enriquez, 2006,
OEPP/EPPO, 2005, Herrera, 1998, Nifio, 2004). La des-
cripcidn en taxonomia del insecto es como sigue:

e Phylum: Artropoda

e Clase: Insecta

e Orden: Lepiddptera

e Familia: Gelechiidae

e Tribu: Gnorimoschemine

e Generoy especie: Tecia solanivora

T. solanivora puede facilmente adaptarse a diferentes
condiciones climaticas, desde zonas subtropicales a
1.000 metros hasta los 3.500 metros. El insecto tiene
un ciclo de vida de cuatro fases: huevo, larva, pupay
adulto; cada ciclo se completa en 60 a 65 dias, segun
las condiciones ambientales. Al parecer la tempera-
tura mas favorable para su desarrollo es de 15 °C. A
temperaturas de 16 a 29,5 °C el ciclo de vida puede
durar de 35 a 50 dias (7 a 10 generaciones al afio),
sin embargo a temperaturas de 12 a 15 °C el ciclo au-
menta a 67 a 75 dias (4 a 5 generaciones) (Echeverria
y Enriquez, 2006, OEPP/EPPO, 2005, Notz, 1996, Ara-
que, 1993).

- Huevo: los huevos son colocados individualmente o
en grupos de cinco a seis. Al principio son de color
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blanco-crema y cuantos estan proximos a eclosionar
su coloracién es mas oscura debido a la esclerotiza-
cion de la cdpsula cefdlica de la larva visible a través
del corion; la forma varia de acuerdo al tipo de ovipo-
sicion siendo ovoides cuando son puestos en forma
individual, y un poco mas redondeada cuando son co-
locados en grupo (Echeverria & Enriquez, 2006, OEPP/
EPPO, 2005, Herrera, 1998, Torres et al., 1989).

- Larva: la larva es del tipo eruciforme. En el primer
instar son de color blanco, midiendo aproximadamen-
te 7,5 mmde largoy 0,2 mm de ancho; la capsula cefa-
lica es de color marrdn con el borde y la sutura epicra-
neal marrdn oscuro y el escudo protoracico un poco
mas claro que la cdpsula cefdlica. En el cuarto y ultimo
instar, la larva varia su coloracién y se va tornando ro-
sada dorsalmente manteniendo la coloracién verdus-
ca centralmente, en este instar la capsula cefalica y
el escudo protoracico son de color marrén mas claro.
Presenta en su quetotaxia una serie de mdculas oscu-
ras con sus respectivas setas primarias distribuidas en
los segmentos toracicos y abdominales, la longitud de
las larvas del ultimo instar es de 17,0 mm por 3,0 mm
de ancho (Echeverria & Enriquez, 2006; OEPP/EPPO,
2005; Herrera, 1998; Torres et al., 1989).

- Prepupa y pupa: la prepupa presenta una colora-
cidn rosada-violacea en la parte dorsal y conser-
va la coloracidn verdusca en la parte ventral, con el
tiempo la estructura cambia a marrén claro. La pupa
toma una coloracién marrdn oscura o negra cuando
los adultos estan a punto de emerger. Las pupas for-
man un capullo de seda, al cual se juntan particulas
de suelo, restos de papas, basura, etc. para cubrirse
y protegerse. Pueden pupar dentro o fuera del tu-
bérculo, miden aproximadamente 7,7 mm por 2,6
mm de ancho. Las pupas hembras son significativa-
mente de mayor tamafio y peso que las pupas ma-
chos, midiendo un promedio de 8,0 mm de largo por
3,0 mm de ancho y un peso promedio 18,0 mg. Las
pupas machos miden en promedio 7,6 mm de largo
por 2,8 mm de ancho y un peso promedio de 10 mg
(Echeverria & Enriquez, 2006, OEPP/EPPO, 2005, He-
rrera, 1998, Torres et al., 1989).

- Adulto: el adulto presenta dimorfismo sexual tanto
en tamafio como en coloracion. Las hembras general-
mente son mas grandes y de color marrén mas claro
gue los machos, con una linea longitudinal negra muy
marcada en el ala anterior. La longitud promedio de
las hembras es de 13,0 mm y la de los machos de 11

a 13 mm (Echeverria & Enriquez, 2006, OEPP/EPPO,
2005, Herrera, 1998, Torres et al., 1989).

Las hembras depositan sus huevos preferiblemente
sobre superficies rugosas o con depresiones, y en las
grietas del suelo de las bases del tallo de las plantas.
Las larvas al eclosionar caminan sobre el tubérculo y
al percibir la luz se esconden dirigiéndose hacia la par-
te inferior, donde ubica el punto de penetracion. Al
principio, la larva comienza a alimentarse muy cerca
del periderma o piel, penetrando después y forman-
do las galerias en el interior del tubérculo, dejando
esparcidos dentro de las galerias los excrementos. El
consumo de la larva en el primer instar es bajo, en el
tercer instar es cuando la larva profundiza mas en el
tubérculo, observandose este consumo hasta el inicio
del Ultimo instar para luego declinar progresivamen-
te e iniciar la fase de prepupa. El adulto tiene habi-
tos nocturnos. Durante el dia permanece escondido
y en las noches se observa mayor actividad. La hem-
bra copula una sola vez entre las 24-48 horas después
de emerger y por lo general en las primeras horas del
amanecer, mientras los machos pueden copular has-
ta 6 veces siendo el periodo de preoviposicién de 3,0
+/- 1,5 dias. Se han registrado entre 156-360 huevos/
hembra/ciclo con un maximo de 490 huevos en con-
diciones controladas de temperatura a 15 °C. EI 90 %
de los huevos es depositado entre los primeros 7 a 15
dias después de la copula. La longevidad de los adul-
tos fluctua entre 15-25 dias. La proporciéon de hem-
bras es superior a los machos, con valores de 52 a 55
% de hembras. Se ha observado reiteradamente una
mayor densidad poblacional de la plaga en los perio-
dos mds secos mientras que las bajas densidades de
esta polilla han estado asociadas a altas precipitacio-
nes (Echeverria & Enriquez, 2006, OEPP/EPPO, 2005,
Herrera, 1998, Nifio, 2004).

El primer informe como plaga de la papa se hizo en
Guatemala en 1956, desde donde se dispersd en afios
subsiguientes hacia otros paises centroamericanos
como Costa Rica (1970), Panama (1973), Honduras
(1982) y Nicaragua (1989); y finalmente hacia los pai-
ses suramericanos como Venezuela (1983), Colombia
(1985) y Ecuador (1996), e incluso a Africa, descrito
en las Islas Canarias (1999) (Torres-Leguizamén et al.,
2011). La plaga se detecté en Colombia por primera
vez en el municipio de Chitagd, vereda Carbdn, en una
variedad de papa mexicana, traida de Venezuela. T. so-
lanivora ha causado grandes dafios econdmicos, desde
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su llegada a Colombia, en las areas de produccién. Se
estiman pérdidas del 50 % en regiones como Norte de
Santander, Cundinamarca y Boyacd. Para 1996 en Bo-
yaca se registraron pérdidas de 6.720 millones de pe-
sos. Hasta de un 100 % se estiman las pérdidas de se-
millas sin manejo adecuado (OEPP/EPPQ, 2005, Nifio,
2004, Espitia, 1999, Arias, 1997, Araque, 1993).

Los métodos de control de T. solanivora son cultura-
les, etoldgicos, quimicos y bioldgicos. El control cul-
tural conlleva una serie de practicas para destruir las
fuentes de infestacion de la plaga, crear condiciones
desfavorables para su desarrollo e interrumpir la su-
cesion de generaciones. Para esto se usa un mane-
jo adecuado del suelo, uso de semilla sana, cosecha
oportuna, evitar dejar residuos poscosecha, rotacion
de cultivos y seleccidon de variedades vegetales tole-
rantes (Ordofiez et al., 2012). El control etoldgico com-
prende el uso de trampas con feromona sexual para
la interrupcidn de su proceso de apareamiento (Bosa
et al., 2005). El control quimico se ha recomendado
como una medida complementaria, debido a que su
espectro no es 100 % especifico, ademas de que oca-
siona dafios ambientales (Raven, 2010). En el control
biolégico se usan los enemigos naturales de la pla-
ga, por ejemplo chinches (Hemiptera: Anthocoridae)
como Buchananiella contigua y Lyctocoris campestris,
ambos depredadores de huevos y larvas; Apanteles
sp. (parasitoide larva-larva) y Trichogramma sp. (Hi-
menodptera: Trichogrammatidae) (parasitoide de hue-
vos). Se han encontrado otros parasitoides (Diptera:
Tachinidae) y depredadores ocasionales (Araneae: Ly-
cosidae, Salticidae; Coledptera: Carabidae, Coccinelli-
dae, Staphylinidae, Tenebrionidae). Otras estrategias
en control bioldgico de esta plaga incluyen el uso de
microorganismos o virus entomopatégenos como el
granulovirus (Carpio et al., 2013, Quiroga et al., 2011),
nematodos y bacterias (Valderrama et al., 2007, Nifo,
2004, Osorio et al., 2001).

Bt y su uso como controlador de insectos plaga

Bt es un bacilo ubicuo, Gram positivo, nativo del sue-
lo, que se caracteriza por formar un cristal paraesporal
durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento.
Bt se ha caracterizado por ser un patégeno de insectos
y su actividad insecticida se atribuye, amplia o comple-
tamente (dependiendo del insecto) a sus cristales pa-
raesporales compuestos principalmente de proteinas
denominadas Cry. Las proteinas Cry tienen actividad
toxica hacia larvas de insectos plaga de los 6rdenes Le-

piddptera, Diptera, Coledptera, Hemiptera, Himenop-
tera y Maldfaga (Nielsen-LeRoux et al., 2012, Bravo et
al., 2011, Soberon et al., 2010, Roh et al., 2007, Por-
car & Judrez-Pérez, 2003, Schnepf et al., 1998). Bt es
habitante de muchos ambientes como suelo, insectos,
polvo de productos almacenados, residuos y coniferas.
La importante diversidad de las cepas y toxinas de Bt
se debe, al menos en parte, a su alto grado de plastici-
dad genética debido a que la mayoria de los genes cry
parecen residir en plasmidos conjugativos (Schnepf et
al., 1998). En 1998, Crickmore et al. propusieron una
nomenclatura basada en el grado de divergencia evo-
lucionaria de las secuencias de aminoacidos, que per-
mite entrever su funcién (aunque no se puede con-
firmar sin ensayos bioldgicos) para la correspondien-
te asignacién de una denominacion. A la fecha se en-
cuentran mas de 700 toxinas Cry clasificadas dentro de
72 grupos (Crickmore, 2013).

Mecanismo de accidn de las proteinas Cry

Las toxinas Cry constituyen el factor de virulencia mas
importante de Bt. Cuando son ingeridas por un insec-
to susceptible se solubilizan liberando las subunida-
des Cry que son activadas proteoliticamente en el in-
testino medio de este, luego se da la union de la toxina
Cry activada a receptores especificos (caderinas, ami-
nopeptidasas N, fosfatasas alcalinas, proteinas de 205
y 270 kDa, y glucolipidos entre otros) y acto seguido
forman poros que alteran el potencial de membrana,
resultando en lisis celular. La destruccion tisular per-
mite la mezcla del contenido del tubo digestivo con la
hemolinfa que, junto con el efecto del pH, favorece la
germinacidon de esporas bacterianas, generando una
septicemia (Nielsen-LeRoux et al., 2012, Vachon et al.,
2012, Soberon et al., 2010, Pigott & Ellar, 2007).

Proteinas Cry hibridas

Las toxinas Cry poseen tres dominios: el dominio |
consiste en un paquete de siete alfa-hélices antipa-
ralelas, donde la hélice 5 esta rodeada por las demas;
el dominio Il consta de 3 laminas antiparalelas beta
distribuidas en una tipica topologia de “llave griega”,
acomodada en lo que se ha llamado un beta-prisma;
el dominio Ill consiste de 2 laminas beta antiparale-
las dobladas formando un beta-sandwich. Las grandes
hélices, hidrofdbicas y anfipaticas, del dominio | sugie-
ren que este dominio puede ser responsable para la
formacién de poros en el epitelio intestinal del orga-
nismo susceptible. Los loops de superficie expuestos
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en los apices de las tres laminas beta del dominio II,
debido a que presentan similaridades a los sitios de
union antigeno-anticuerpo, son la regién de la protei-
na que se encarga de reconocer y unirse al receptor.
La estructura de beta-sdandwich del dominio Il juega
varios papeles en la bioquimica de la toxina, esta invo-
lucrada en el mantenimiento de la integridad estruc-
tural de la toxina ante la protedlisis en el intestino del
insecto, participa en la unidn al receptor, penetracion
en la membrana y formacién de canales iénicos (Va-
chon et al., 2012, Bravo et al., 2011, Roh et al., 2007,
Schnepf et al., 1998).

Varios estudios han demostrado que el desarrollo de
proteinas Cry hibridas puede generar toxinas de ma-
yor actividad y espectro mas amplio, en estas expe-
riencias se disefiaron proteinas Cry donde las secuen-
cias codificantes de los dominios I, Il y Ill fueron inter-
cambiados con sus contrapartes, identificdndose ma-
yor letalidad o diferente especificidad en los hibridos
resultantes (Karlova et al., 2005). Ya existen cultivos
transgénicos basados en genes cry hibridos, un ejem-
plo es la linea transgénica de papa expresando un hi-
brido Cry1B-Cry1l (Naimov et al., 2003).

Tabla 1. Cultivos transgénicos que expresan genes cry (Cerdén, 2004).

Transgénesis vegetal con proteinas Cry: el cultivo
de la papa

La ingenieria genética se ha utilizado para la introduc-
cion de genes de Bt en cultivos, con el fin de conferir
resistencia a insectos plaga (Sanahuja et al., 2011). La
primera planta Bt se desarrollé hacia 1987 con taba-
co (Nicotiana tabacum) para controlar larvas de pri-
mer instar de M. sexta (Barton et al., 1987). Se pro-
dujo algoddn resistente a plagas de insectos donde la
secuencia codificante para las proteinas CrylAb y Cr-
y1Ac fue modificada para aumentar los niveles de ex-
presion hasta alcanzar porcentajes de entre 0,5y 0,1
% del total de proteina soluble (Perlack et al., 1990).
El grupo de Fujimoto transformé arroz con el gen cr-
y1Ab (Fujimoto et al., 1993). Desde alli las proteinas
Cry han sido transferidas y expresadas en mas de 20
diferentes especies de plantas (USPTO, 2013, Shelton
2012, Cerdn, 2004) (Tabla 1). Estos cultivos presenta-
ron una disminucidn importante en uso de plaguici-
das quimicos dejando ganancias promedio de 60 mi-
llones de ddlares para algoddén y entre 19 y 190 millo-
nes para maiz.

Proteina Insecto susceptible Planta transformada
CrylAa Lepiddptero Arandano, dlamo.
Brécoli, manzana, col, algoddn,
CrylAc Lepiddptero uva, aceite de colza, cacahuate,
papa, arroz, soya, tabaco, tomate, nuez.
CrylBa Lepiddptero Trébol blanco.
CrylCa Lepiddptero Alfalfa, tabaco.
CrylH Lepidéptero Maiz.
Cry2Aa Lepiddptero Algodon.
Cry3A Coledptero Berenjena, papa, tabaco.
Cry6A Coledptero Alfalfa.
Cry9C Lepiddptero Maiz.
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En plantas de papa se han desarrollado transgénicos
usando genes cry desde varios afios atras. Se produje-
ron plantas de papa transgénica utilizando el gen cry3
con el fin de controlar el coleéptero plaga L. decemli-
neata (Say) (Adang et al., 1993). En el mismo afio se
introdujo el gen cry3A en la variedad de papa Russet
Burbank para protegerla del mismo coleéptero plaga
(Perlak et al. 1993). En 1996 se reporto la transforma-
cion de plantas de papa con el gen crylAa utilizando
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor,
y su expresién fue confirmada en tejido foliar de la
planta (Chan et al., 1996).

Proteinas Cry contra T. solanivora

Se han descrito varias toxinas Cry con letalidad parain-
sectos lepiddpteros: Cryl (Cryla hasta Cry1K), Cry7B,
Cry8D, Cry9, Cry15, Cry22A, Cry32Ay Cry51A. La acti-
vidad bioldgica de la bacteria se ha podido constatar
sobre especies de lepidopteros como P. xylostella, S.
exigua, H. virescens, M. sexta, T. ni, O. nubilalis o B.
mori (van Frankenhuyzen, 2009).

En el contexto de la bacteria entomopatégena Bty T.
solanivora, un primer estudio identificé cepas colom-
bianas con actividad hacia T. solanivora en la Corpora-
cién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Cor-
poica) (Pérez et al., 1997). Posteriormente, se determi-
noé la especificidad de la toxina CrylAc sobre la polilla
guatemalteca de la papa (Martinez et al., 2003) conoci-
miento que permitio la transformacién genética de tres
variedades de papa (S. tuberosum subsp. andigena)
con el gen sintético cry1Ac (Valderrama et al., 2007).

Por otro lado, se ha identificado la actividad biolégica
de las proteinas recombinantes CrylAa, CrylAc, CrylB
y Cry1C sobre la plaga (Pitre et al., 2008). A diferencia
del trabajo de Martinez et al. (2003) que usaron cepas
recombinantes de Escherichia coli, que expresaban las
proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry1B, CrylC, CrylD
y Cry1E y cuyos resultados mostraron toxicidad mayor de
la proteina CrylAc respecto a las demds proteinas eva-
luadas (porcentaje de mortalidad del 20 % a una con-
centracion de 4,37 pg/cm?), la investigacion de Pitre et
al. (2008) determind una concentracion letal 50 (CL50)
de 0,107 pg/cm?, donde la diferencia se basd en que las
proteinas Cry estaban activadas, mediante la liberacién
del fragmento carboxi-terminal dejando la fraccion toxi-
ca (mediante tratamiento con proteasas), y con un nivel
mayor de purificaciéon (cromatografia), lo cual le conferi-
ria una mayor letalidad, debido a que la protedlisis de la

protoxina se ha realizado favoreciendo el reconocimiento
del receptor. Posteriormente, se encontrd que la toxina
Cry1By la proteina hibrida Cry1B-Cry1l (una modificacion
a un hibrido Cry1B/Cry1l en el dominio Il) tiene alta acti-
vidad hacia el insecto, con una concentracion letal 50 de
aproximadamente 300 ng/cm? (Lopez-Pazos et al., 2010).

Cafnedo et al. (2002) propusieron evaluar en campo
una variedad transgénica (parda pastusa), produci-
da en el Centro Internacional de la Papa (CIP) (Cafe-
do et al., 1999), la cual fue transformada con el gen
crylAb, para evaluar su efectividad en el control de
polilla guatemalteca. Previamente esta variedad de-
mostrd ser efectiva en el control de otros lepiddpte-
ros plaga de la papa como Phthorimaea operculella y
Symmetrischema tangolias (Cafiedo et al., 1999). En
2007, Valderrama et al. desarrollaron lineas transgé-
nicas de las variedades diacol capiro, parda pastusa y
pandeazucar, las cuales expresaban el gen crylAc. Los
tubérculos obtenidos en este estudio exhibieron una
mortalidad de entre 83,7 y 100 % sobre larvas de poli-
lla guatemalteca. En estudios posteriores se encontrd
que las variedades desarrolladas por Valderrama et al.
(2007) tienen un elevado nivel de expresion del trans-
gen. La expresion del gen cry en estas lineas es cons-
titutiva (lo aconsejable seria que su expresidn fuese
en el tubérculo) lo que podria suponer problemas de
bioseguridad al liberar la planta comercialmente (Va-
negas et al., 2010). En 2012 se desarrollé una varie-
dad androestéril de papa (pastusa suprema) transfor-
mada con el gen crylAc, la cual conferiria ala planta la
resistencia a la plaga y ademds disminuiria los riesgos
de bioseguridad de su liberacién (Torres et al., 2012).

Perspectiva

Se desconoce el potencial de otros genes activos contra
lepiddpteros sobre T. solanivora. Nuevos hibridos, por
intercambio de dominio Il de genes cry no se han desa-
rrollado en nuestro pais, lo cual ha demostrado ser una
estrategia relevante en el manejo de insectos plaga en
el mundo (Walters et al., 2010, Naimov et al., 2001, de
Maagd et al., 2003, Naimov et al., 2003). Con respecto
a plantas transgénicas de papa con proteinas hibridas
es menor la cantidad de reportes. Naimov et al. (2003)
reportaron el desarrollo de una planta transgénica de
papa variedad desiree con un gen hibrido cry1Ba/crylia,
la cual mostré resistencia dual contra insectos coledpte-
ros y lepiddpteros. En este sentido es de importancia el
desarrollo de nuevas estrategias basadas en proteinas
Cry para el control de T. solanivora en Colombia.
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