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RESUMEN

El constante crecimiento de la poblacion mundial y la consecuente demanda de
produccion alimentaria requieren que las pérdidas de cultivos por plagas y
enfermedades se reduzcan de manera drastica. Los pesticidas quimicos
convencionales suponen un impacto negativo sobre el ambiente y la salud
humana, y mayores costes de produccion, por lo que, en los Ultimos afos, se
han venido desarrollando nuevas estrategias. En este contexto, el control
bioldgico de plagas, y, de forma particular, el empleo de microorganismos como
agentes de biocontrol se ha convertido en una opcion prometedora y
ambientalmente sostenible. En este trabajo se pretende hacer una revision
acerca del papel de las bacterias, hongos y virus como supresores de
enfermedades de plantas, asi como los principales mecanismos de accion
implicados y el avance del mercado de este tipo de productos fitosanitarios. Tras
una exhaustiva lectura, se ha llegado a la conclusion de que los microorganismos
resultan una opcién beneficiosa de proteccion para reducir el uso intensivo de
los productos sintéticos que tanto nos dafian, contribuyendo asi al desarrollo de
biopesticidas mas eficientes e impulsando la adopcién de esta alternativa

sostenible de control de plagas.
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ABSTRACT

The constant growth of the world population and the consequent demand for food
production require that crop losses due to pests and diseases be drastically
reduced. Conventional chemical pesticides have a negative impact on the
environment and human health, and higher production costs, so new strategies
have been developed in recent years. In this context, biological pest control and,
in particular, the use of microorganisms as biocontrol agents has become a
promising and environmentally sustainable option. In this work, the aim is to
review the role of bacteria, fungi and viruses as plant disease suppressors, as
well as the main mechanisms of action involved and the progress of the market
for this type of phytosanitary products. After an exhaustive reading, it has been
concluded that microorganisms are a beneficial protection option to reduce the
intensive use of synthetic products that damage us so much, thus contributing to
the development of more efficient biopesticides and promoting the adoption of

this sustainable alternative for pest control.
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1. INTRODUCCION

Los suelos nos proporcionan servicios ecosistémicos cruciales para satisfacer
las necesidades humanas, entre ellos, el suministro de alimentos a través de la
agricultura o el abastecimiento de biomateriales y recursos energéticos, cuya
produccion se ha visto incrementada en el ultimo siglo (Dominati et al., 2014;
Kopitkke et al., 2019).

La produccidn agricola se caracteriza por ser un recurso mas bien inmediato, por
lo que las técnicas agricolas deben dar respuesta al crecimiento poblacional que
estamos sufriendo. Segun algunos estudios realizados, se calcula que la
poblacién mundial podria alcanzar los 9,4 billones de habitantes en el afio 2050
(United Nations, 2015), por lo que es evidente que deben conseguirse sistemas
agricolas de alta productividad que puedan hacer frente a la creciente demanda;
asi, en un trabajo realizado por Economics of Land Degradation (ELD) en 2015
se estima que serd necesario aumentar su productividad en un 70 %. Por otro
lado, los sistemas agricolas no solo deben aumentar su rendimiento, sino que,
atendiendo a los patrones actuales de consumo, también deben mejorar la

seguridad y la calidad de los productos obtenidos.

Una manera de fomentar la disponibilidad de alimentos, biomateriales y recursos
energéticos es mediante el control de plagas y enfermedades de las plantas, que
pueden llegar a limitar el 40 % del rendimiento de los cultivos (Chandler et al.,
2011). Los principales organismos causantes de estos problemas son los
insectos, ademas de los hongos, oomicetos, bacterias, virus y organismos
similares, viroides, fitoplasmas, protozoos, nematodos o plantas parasitas
(Ghorbanpour et al., 2018). Algunos trabajos sostienen que las enfermedades
vegetales mas destructivas son de origen fungico, las cuales pueden, por
ejemplo, destruir incluso el 30 % de la produccion anual de arroz (Van Alfen,
2001); asi mismo, hay estimaciones que situaron las pérdidas globales de trigo
o algodoén en el periodo 2001-2003 debido a enfermedades vegetales en torno
al 50 % y el 80 %, respectivamente (Oerke, 2005). Esta problematica tiene un
notable impacto sobre la economia, y un claro ejemplo es la pérdida anual de
6.700 millones de dolares registrada en EE. UU. a causa de la accion de

Phytophthora infestans en los cultivos de patata, o los 1.000 millones de dolares
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gue se pierden a causa de la accion de Helminthosporium maydis en los cultivos

de maiz estadounidenses (Rahman et al., 2018).

Para luchar contra las plagas y enfermedades de las plantas, la agricultura
intensiva tradicional ha venido empleando desde hace mas de 70 afios la
aplicacion de plaguicidas sintéticos para atacar a los patdgenos, y de fertilizantes
para potenciar la biomasa de los cultivos, de tal manera que se prevé que, para
hacer frente a la alta demanda actual, serd necesario emplear entre 10 y 2,7
veces mas, respectivamente, de estos productos (Rohr et al., 2019). La FAO
afirmoé en 2013 que la mayor cantidad de pesticidas usados durante el periodo
2005-2009 fueron aplicados en el continente americano y en China, siendo los
mas utilizados los herbicidas, como el glifosato, seguido de los insecticidas,
como las piretrinas y los fungicidas como el cloruro de cobre (Carvalho, 2017),
tal y como ilustra la Figura 1 sobre el uso de estos compuestos en el mercado

americano.
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Figura 1: Tendencia de uso de productos pesticidas en EE. UU. en el periodo 1960-2008 (Seiber et al.,
2014).

Sin embargo, a pesar de ser una herramienta (til, estos productos fitosanitarios
tienen una serie de inconvenientes, como ser poco sostenibles econ6micamente.
Para ilustrar este aspecto, basta considerar que la produccion de un solo
ingrediente “activo”, que tiene una tasa de éxito de 1 entre 140.000 compuestos
gue se sintetizan, tiene un coste estimado en torno a los 250 millones de ddlares
(Lamberth et al., 2013).

Por otro lado, muchas sustancias usadas como pesticidas tienden a
bioacumularse en los organismos, presentando toxicidad aguda o crénica y
efectos nocivos en la salud humana. Por ejemplo, algunos productos como el

DDT necesitan apenas 5 g para ser toxicos para el hombre (Ferrer, 2003). Entre



los efectos mas comunes que producen los pesticidas sintéticos sobre la salud
humana se encuentran las afecciones dérmicas, nauseas y vomitos, dafios en la
inmunidad del afectado, disrupcion endocrina y enfermedades cancerigenas
(Meftaul et al., 2020).

Desde el punto de vista ambiental, la contaminacion por pesticidas afecta tanto
al aire, como al agua y al suelo (Sharma y Singhvi, 2017). Los pesticidas
quimicos aplicados sobre suelos agricolas provocan serios problemas de
contaminacion; por ejemplo, en China la acumulacion de metales pesados, como
Cu, Cd y Pb, puede llegar a contaminar incluso el 20 % del suelo cultivable (Lu
et al., 2015; Sun et al., 2019). Pero, ademas, los contaminantes pueden llegar a
alcanzar masas de agua subterraneas y superficiales a través de la escorrentia
y la infiltracién (Aktar et al., 2009).

Por otra parte, los pesticidas sintéticos tienen el inconveniente de dafiar no solo
a la plaga que se quiere extinguir, sino también a otros organismos no objetivo,
como a especies polinizadoras que juegan un papel ambiental importante. Esto
no solo conlleva una gran pérdida de la biodiversidad, sino que, la aplicacion
excesiva de plaguicidas se relaciona con la pérdida de efectividad de estos vy,
por consiguiente, con el aumento de la resistencia de las plagas a este tipo de

productos (Damalas y Eleftherohorinos, 2011).

La combinacién por tanto de la insostenibilidad econémica, sanitaria y ambiental
de los plaguicidas sintéticos empleados en la agricultura convencional ha
potenciado la busqueda de nuevas estrategias que mejoren la productividad y
calidad de los cultivos.

El control bioldgico de plagas y patégenos de las plantas se ha revelado como
una opcion prometedora en el desarrollo de enfoques de gestion sostenibles,
ecologicos y de bajo coste de sistemas agricolas. Entre estos agentes de control
bioldgico, los microorganismos constituyen una herramienta importante para el
control de las enfermedades de las plantas en un contexto de agricultura
sostenible. De esta manera, numerosas investigaciones han demostrado como
promoviendo las interacciones entre las plantas y microorganismos podemos
potenciar el crecimiento de estas o su tolerancia al estrés biético y abidtico, y se

ha comprobado cémo contribuyen positivamente a su nutricion y a la disminucién



de los patogenos vegetales (Timmusk et al., 2017). Asi, podemos definir los
biofertilizantes microbianos como productos que contienen primordialmente
microorganismos beneficiosos que poseen la capacidad de mejorar la fertilidad
del suelo y la productividad de los cultivos (Atieno et al., 2020); estos incluyen
las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), los hongos
micorricicos (Banayo et al., 2012), o los microorganismos fijadores de nitrégeno,
como Rhizobium spp., entre otros (Alam, 2000). Por otro lado, los biopesticidas,
también conocidos como agentes de biocontrol, pueden definirse como ciertos
tipos de pesticidas derivados de materiales naturales como animales, plantas,
microorganismos o minerales, que protegen a la planta de enfermedades (EPA,
2016). Se dividen en tres clases de compuestos: (i) plaguicidas microbianos, ii)
plaguicidas incorporados a las plantas (PIP), sustancias plaguicidas que las
plantas producen a partir de material genético que se ha incorporado, VY iii)
plaguicidas bioquimicos, sustancias de origen natural que controlan las plagas

mediante mecanismos no toxicos.

Este mismo organismo sostiene que los biopesticidas microbianos suponen una
alternativa muy interesante y sostenible de control de plagas, presentando una
serie de ventajas sobre los convencionales, como una menor toxicidad, mayor
especificidad, atacando solo a la plaga objetivo (lo cual pone menos en peligro a
la biodiversidad) y mayor efectividad, reduciendo por tanto las dosis requeridas.
Sin embargo, el éxito en la utilizacién de bioplaguicidas microbianos depende de
varios factores, como la especificidad del huésped, el habitat, o de la
susceptibilidad a las variables ambientales.

En este contexto, el presente trabajo pretende hacer una revision de la
informacion cientifica existente acerca del concepto y funcionamiento del control
biolégico de plagas, centrandonos especificamente en el uso de los
microorganismos para hacer frente a este problema que supone un enorme

impacto para el rendimiento de los cultivos.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda

documental online en los servidores de la Biblioteca de la UAH (BUAH) a través



de los apartados catalogo y “recursos-e”; esto ha permitido que se acceda a todo

el material publicado disponible y a las distintas bases de datos.

La busqueda exhaustiva de informacion se ha realizado en las siguientes bases
de datos: PubMed, Web of Science y Scopus. En las busquedas se han utilizado
las siguientes palabras clave y cadenas booleanas en inglés: “biopesticides” and
“crops”; “biological” and “control” and “pests”; “pathogens” or “disease” and

“‘plants”, entre otros.

Debido a la gran cantidad de informacion que se ofrecia, se filtr6 la busqueda
por: (1) temay contenido apropiado al objetivo del trabajo, (2) afio de publicacion
(1985-2021), e (3) idioma de publicacion en inglés y espafiol. De todos los
articulos que se seleccionaron en base a los requisitos mencionados, se han
empleado 162 publicaciones, las cuales se recogen en la lista de referencias

proporcionada en la memoria.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. TECNICAS DE CONTROL DE PLAGAS

3.1.1. Métodos convencionales

A lo largo de la historia se han desarrollado numerosos métodos convencionales
para el control de plagas. Una de estas practicas es el control fisico, alternativa
en la cual, o bien el area del que dispone la plaga se altera (mediante sistemas
mecanicos, térmicos o electromagnéticos), produciendo niveles de estrés que
abarcan desde la agitacion hasta la muerte del organismo plaga; o bien, se
emplean barreras fisicas de proteccién para las plantas, que delimitan el area y

restringen el movimiento de los organismos plaga (Vincent et al., 2003).

Otras practicas agricolas tradicionales como la rotacion de cultivos, basada en
el cambio del tipo de cultivo de un terreno especifico de un afio a otro mediante
variaciones ciclicas o aciclicas, pueden también contribuir eficazmente al control
de plagas (Mohler, 2009). De este modo, se evita la acumulacion de patégenos
especificos de ciertas familias de plantas mediante la alternancia con un huésped
gue resulta ser incompatible. Estas estrategias suponen, por tanto, la
introduccién de cultivos intermedios que contribuyen a evitar la erosion, y a
potenciar la fertilidad al absorber los nutrientes liberados por el cultivo anterior

(Simoes et al., 2014; Kollas et al., 2015). No obstante, presenta el inconveniente
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de ser un método econdmicamente inviable cuando el cultivo de rotacion no tiene

un valor econémico elevado (Newitt et al., 2019).

Otro método de control de plagas es la modificacion de poblaciones
hospedadoras para la obtencion de variedades resistentes que se adapten a las
distintas regiones con niveles suficientes de tolerancia y resistencia duradera.
Esta técnica cladsica de mejora vegetal consiste en la mejora genética
sistemética, para elegir aquellas variedades con mayor nivel de resistencia a
patdogenos de la misma especie o género (Rahman et al., 2018). Es una
alternativa mas econdmica que el empleo de plaguicidas convencionales. Sin
embargo, en muchas ocasiones han aparecido problemas de resistencia de las
nuevas variedades a los pocos afios de su liberacion, debido a mutaciones de
los patégenos, eventos de recombinacion sexual y asexual, problemas de
uniformidad genética de las variedades y disminucién de la resistencia en el

campo (Rahman et al., 2018).
3.1.2. Pesticidas quimicos

Son todas aquellas sustancias sintéticas empleadas para prevenir, repeler y
destruir plagas y comprenden compuestos insecticidas, fungicidas, herbicidas,
raticidas, molusquidas, nematicidas, asi como reguladores del crecimiento, entre
otros (Weiss et al., 2004; Aktar et al., 2009). Estan formados por lo que se conoce
como agentes “activos” e “inertes”, siendo los primeros los que previenen y
destruyen la plaga en si, y los segundos los que simplemente intervienen en el
rendimiento del producto (EPA, 2016). Entre ellos, los mas empleados son los
herbicidas, fungicidas e insecticidas, siendo la aplicacién media de unos 6,0-6,5

Kg/Ha de pesticidas y suelo segun un estudio de la FAO en 2013.

No fue hasta el siglo XX cuando se produjeron los primeros insecticidas
sintéticos, desbancando a los compuestos botanicos que se estaban utilizando
hasta el momento, al ser mas efectivos y persistentes. En la Segunda Guerra
Mundial se desarrollé uno de los insecticidas organoclorados mas conocidos, el
DDT, y entre el periodo de 1945-1970 se emplearon compuestos como
piretrinas, la nicotina y la rotenona, sobre todo para uso doméstico y pequefios

huertos familiares (Henn y Weinzierl, 1989).



El glifosato, comercializado por primera vez en 1974, es el herbicida utilizado por
excelencia a nivel mundial, siendo en los ultimos 40 afios uno de los que suscitan
mayor preocupacion e interés de investigacion (Duke y Powles, 2008; Duke,
2017). Se trata de un biocida cuya actividad es de amplio espectro y que es
absorbido por el follaje de plantas provocando la muerte de estas pasado un
tiempo (Van Bruggen et al., 2018). En el caso de los fungicidas, las salmueras y
otros productos como el caldo bordelés, fueron desplazados por compuestos
sintéticos; en 1966, aparecieron las estrobirulinas que tienen actualmente una
gran importancia comercial (Bartlett et al., 2002; Morton y Staub, 2008). En
cuanto a los insecticidas, uno de los grupos mas utilizados, pueden clasificarse
segun su composicion quimica en organoclorados, organofosforados,
carbamatos y piretroides. En la Tabla 1 (Anexo I) se muestran los distintos
mecanismos de accién que presenta cada uno de ellos, asi como distintos

ejemplos de productos comerciales (Weiss et al., 2004).

Los pesticidas quimicos son de gran ayuda porque aseguran la disponibilidad de
alimentos contribuyendo a disminuir las enfermedades vegetales y vectores
(Aktar et al., 2009). No obstante, también suponen un impacto negativo sobre el
ambiente y la salud humana, asi como mayores costes de produccion agricola
(Weiss et al., 2004). Muchos de estos compuestos, ampliamente distribuidos,
persistentes y bioacumulables, pueden contaminar no solo suelos agricolas sino
también el aire, masas de agua dulce (como rios o lagos), mares y océanos
(Figura 1, Anexo Il), afectando tanto a la biota de estos sistemas, como a
insectos beneficiosos o plantas no objetivo (Hurley et al., 1998; Aktar et al.,
2009). Ello tendria como efecto una potencial disminucién de organismos que
pudiesen ser enemigos naturales de las plagas, o ser letales para insectos y
microorganismos beneficiosos, aumentando la posibilidad de que se generen
resistencias a los productos utilizados (Damalas y Eleftherohorinos, 2011). Por
ejemplo, se ha descrito que el uso de los herbicidas Oryzalin y Trifluralin inhibe
el crecimiento de algunos hongos micorricicos que ayudan a la absorcion de
nutrientes en las raices de las plantas, o que el Triclopyr, un herbicida comun

para jardines inhibe a las bacterias oxidantes del amonio (Rahman et al., 2018).



3.1.3. Biopesticidas

Los numerosos inconvenientes que implica el empleo de pesticidas quimicos que
acabamos de sefialar, impulsaron la idea de emplear componentes naturales
para la proteccion de los cultivos; el posible detonante fue la publicacion del libro
“Silent Spring” (Carson,1962), momento en el que se empezaron a prohibir
insecticidas como el famoso DDT y otra serie de organoclorados (McKinlay et
al., 2012). Asi, a partir de la década de los 90 se hizo notable el interés por la
investigacion acerca de insecticidas de origen natural, desarrollando lo que hoy

conocemos como biopesticidas (Singh y Adak, 2014).

Los biopesticidas, o agentes de biocontrol, son plaguicidas procedentes de
componentes naturales de animales, plantas, microorganismos y algunos
minerales. De manera general, se producen, formulan, envasan y venden como
productos de bioproteccion, bajo una serie de requerimientos de las autoridades
correspondientes en forma de pulverizador, empapamiento o recubrimiento de
semillas o granulos (Glare et al., 2012). Tienen la ventaja de ser menos dafiinos
con respecto a los plaguicidas quimicos, y gracias a su especificidad atacan solo
a las plagas objetivo y organismos muy relacionados filogenéticamente. Son
ademas eficaces en pequefias dosis y no dejan residuos dafinos gracias a su
rapida degradacion, lo que disminuye enormemente su impacto ambiental (Alam,
2000).

3.2. TIPOS DE BIOPESTICIDAS

Dentro de estos productos, podemos diferenciar entre los plaguicidas
bioguimicos, los protectores incorporados en las plantas (PIP) y los microbianos.

3.2.1. Bioquimicos

Se definen como pesticidas bioquimicos aquellos compuestos semioquimicos,
hormonas, extractos de plantas, enzimas, disuasores de la alimentacion,
repelentes, agentes de confusion y reguladores del crecimiento que interfieren
en el crecimiento y/o apareamiento de los organismos plaga, y que son capaces

de atraer y/o repeler a los mismos (Sarwar, 2015).

Asi, los semioquimicos son compuestos que emiten las plantas o animales para

modificar el comportamiento de organismos receptores y ejercen de sefales



permitiendo la comunicacion quimica intra e interespecifica (Mendoza, 1993;
Landolt y Phillips, 1997; Norin, 2007). Debido a que el comportamiento de los
insectos depende en numerosas ocasiones de la actividad odorifera,
mayoritariamente se usan como insecticidas. Tanto las feromonas, que actian
de forma intraespecifica, como los aleloquimicos (alomonas, kairomonas,
sinomonas y apneumonas), que actian a nivel interespecifico, intervienen
dirigiendo la alimentacion, apareamiento y la puesta de huevos de insectos, y
son empleados mediante trampas masivas para la monitorizacion, interrupcion
del apareamiento, atraccibn y muerte de estos enemigos naturales de las
plantas, combinando por ejemplo, las feromonas que atraen a los insectos con
insecticidas que los matan (Sharma et al., 2019). Los aleloquimicos de plantas
(timol o linalol), los compuestos derivados de microorganismos con propiedades
insecticidas (estreptomicina o spinosad) o los herbicidas derivados de

actinomicetos (bilanofos) se engloban en este grupo (Regnault-Roger, 2020).

Existen otros productos botanicos y naturales que se pueden emplear como
biopesticidas bioquimicos. Por ejemplo, se pueden utilizar mezclas de alcaloides
como ingrediente activo, como es el caso de los extractos de las plantas Ryania
o Sabadilla, o aceites de romero y clavo, aceite de jojoba, etc. Asi, los
metabolitos secundarios de plantas se han mostrado eficaces como agentes de
biocontrol de insectos para suprimir de forma gradual las infestaciones en zonas
donde no son viables otros métodos (Ducrot, 2005; Shafique et al., 2019).
Algunos de estos productos que se comercializan son los que se muestran en la
Tabla 2 (Anexo ). En la numerosa bibliografia revisada, destaca la azadiractina
como producto prometedor para el control de plagas (Campos et al., 2016;
Amaral et al., 2019). Se trata de una sustancia odorifera que posee el arbol
tropical de neem o Azadirachta indica, capaz de inhibir la alimentacién, dafar la
funcién hormonal de las etapas juveniles, desregular el crecimiento y producir
dafos en la reproduccion llegando incluso a interrumpir la muda de insectos

chupadores y masticadores (Brahmachari, 2004).

Una gran ventaja que posee el empleo de los extractos vegetales es su bajo
coste y la baja persistencia en el medio ambiente; no obstante, tiene también
poca persistencia contra la plaga objetivo debido muchas veces a la

fotodegradacién o al lavado de cultivos por la lluvia (Tembo et al., 2018).



3.2.2. Protectores Incorporados en Plantas (PIP)

Consiste en la modificacion de las poblaciones hospedadoras para potenciar los
mecanismos de defensa natural de las plantas contra la infeccion por patdogenos.
Asi, se entiende por PIP todas aquellas sustancias pesticidas producidas por los
vegetales a partir de material genético agregado a la planta que afecta al
desarrollo de la plaga o causa su muerte (EPA, 2016; Parker y Sander, 2017).

La primera generacion de cultivos transgénicos que contienen PIP data de 1987,
e incluyen una o mas secuencias de genes de Bacillus thuringiensis (Bt) que
codifican proteinas Cry insecticidas (toxinas Bt o d-endotoxinas). Estas proteinas
resultan toxicas para lepidépteros, dipteros y coleépteros, de tal manera que
cuando estos las ingieren, interacttan en el intestino medio del insecto con los
receptores especificos de las células epiteliales, encajdndose en la membrana
celular y formando poros transmembrana (Barton et al., 1987). Esto produce la
pardlisis del intestino, de la alimentacién, un dafio progresivo de las células
epiteliales del intestino, y, finalmente, la muerte del organismo plaga (Aronson et
al., 1986).

La segunda generacion, mas recientemente aprobada en 2017 para el gusano
de la raiz del maiz, es la de los cultivos que expresan PIP de ARN bicatenario
(dsRNA, en sus siglas en inglés) cuyo modo de accién se representa en la Figura
2 (Anexo Il) (EPA, 2017; Parker y Sander, 2017). La proteccion por dsRNA se
basa en la interferencia de ARN (iRNA, en sus siglas en inglés), un proceso
celular eucariota, altamente conservado y descubierto en 1998 (Fire et al., 1998).
En este caso, después de la deglucion, el dsRNA es incorporado en una célula
diana del organismo plaga; una vez ahi, el dsSRNA se fragmenta enziméaticamente
en pequefias moléculas de ARN interferente (SIRNA, en sus siglas en inglés).
Una de las dos hebras del duplex de siRNA que se produce, se asocia con
proteinas especificas y reconoce el ARN mensajero (MRNA en sus siglas en
inglés) complementario para su degradacion o inhibicion traslacional. Los efectos
letales aparecen una vez que se produce la degradacion de ese mRNA porque
se interrumpe la traduccién de proteinas esenciales para el organismo plaga
(Parker y Sander, 2017).
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De manera analoga, las plantas pueden usar este mecanismo para protegerse
frente a virus patdgenos. Los virus de las plantas que tienen un genoma de ARN
o de ADN generan, a través de la replicacion o la transcripcion, intermediaros de
dsRNA gue son procesados por las plantas en siRNA, que se dirigen al ARN viral
para su degradacion. Recientemente, se ha sugerido que el sSiRNA también esta
involucrado en la defensa antifungica, ya que las plantas envian siRNA a los
patogenos fungicos para dirigirse a genes esenciales, como hace el algodén
contra Verticillium dahliae, Arabidopsis contra Botrytis cinerea y el trigo contra
Fusarium graminearum (Pappas et al., 2020) (Figura 2, Anexo ll).

El problema que presentan las plantas modificadas genéticamente es que las
variedades suelen tardar décadas en desarrollarse y suponen un coste muy
elevado, ademas de presentar escasa aceptacion por los consumidores. Esta
practica esta en auge en América y Asia, predominando sobre todo en cultivos
de algodon, soja y maiz (ISAAA, 2016). No obstante, la categoria de los PIP no
esta reconocida por la Unién Europea (UE) como bioplaguicidas debido a su
naturaleza de compuestos transgénicos.

3.2.3. Microbianos

Los biopesticidas microbianos son aquellos que provienen de hongos, bacterias,
algas, protozoos, asi como metabolitos microbianos (Van Lenteren, 2012). Los
micovirus 'y bacteri6fagos también pueden ser empleados como
microorganismos de control contra patégenos vegetales (Kohl et al., 2019). En
ocasiones puede considerarse que engloba a microorganismos que pueden
eliminar o controlar patdgenos de plantas, y alternativamente, a microrganismos
beneficiosos que pueden ser Utiles para mantener la salud de los cultivos bajo

presiones medias o bajas de plagas (Rahman et al., 2018).

Esta estrategia presenta numerosas ventajas pues los agentes bioactivos no son
toxicos o patdgenos para los seres humanos ni para comunidades no objetivo;
asi, su area de accion es reducida y especifica de un solo grupo o especie de
plagas, por lo que los insectos beneficiosos no resultan dafiados en las areas a
tratar. Los pesticidas microbianos pueden emplearse combinandolos con los
sintéticos porque normalmente estos no se desactivan, y los residuos que

generan no resultan téxicos o dafiinos para humanos o animales, de forma que
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estos productos pueden emplearse en tiempo de cosecha. Estos productos son
preparados comerciales que contienen microorganismos vivos a los que en
algunos casos se afiaden metabolitos microbianos, y productos que sélo poseen

metabolitos microbianos sin células vivas antagonistas (Glare et al., 2012).

Desde el punto de vista legal, se consideran compuestos activos; en Australia,
Brasil, Canada, Europa, Japon, Nueva Zelanda y Estados Unidos se registraron
en 2017 un total de 101 Microbiological Control Agents (MBCAS, en sus siglas
en inglés) para el control de enfermedades (Van Lenteren et al., 2018). Sin
embargo, pese a haber alcanzado un alto nivel de confianza, es necesario
establecer inequivocamente el modo de accion y las caracteristicas intrinsecas
de este tipo de productos (Nawaz et al., 2016). A continuacion, en los apartados
siguientes se describira con mayor profundidad los principales microorganismos

implicados y mecanismos de accién de los biopesticidas microbianos.
3.3. MECANISMOS DE ACCION DE BIOPESTICIDAS MICROBIANOS

Entre las interacciones que pueden establecer los microorganismos y las plantas
involucradas en el control de plagas, encontramos el mutualismo, sinergismo,
comensalismo, neutralismo, competencia, amensalismo, parasitismo vy
depredacion (Pal y McSpadden Gardener, 2006; Rahman et al., 2018).

Las relaciones sinérgicas 0 mutualistas entre planta-microorganismo
(microorganismos rizosféricos, filosféricos, endofitos, etc.) potencian los efectos
supresores de las enfermedades y estimula el crecimiento de la planta, que
aprovecha de forma mas eficiente los nutrientes (Cano, 2011). Asi, por ejemplo,
las PGPR no solo incrementan la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
sino que también pueden actuar como agentes de biocontrol mediante la
competencia por un nicho/sustrato ecoldgico, la produccion de aleloquimicos
inhibidores, o la induccidbn de resistencia sistémica (ISR) en plantas
hospedadoras a un amplio espectro de patdégenos, como detallaremos a

continuacion (Olanrewaju et al., 2017; Numan et al., 2018).

No obstante, tradicionalmente se ha prestado especial interés al amensalismo,
la competencia, el parasitismo y la depredacion para el control biolégico de

plagas.
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3.3.1. Amensalismo

Es una interaccion en la que una especie resulta dafiada o inhibida, debido a la
produccion por parte de una segunda poblacién de una sustancia o toxina que
inhibe su crecimiento, mientras que esta segunda poblacién, o no se muestra
afectada o se favorece (Qureshi y Michaud, 2005; Ginovart et al., 2019). Las
sustancias toxicas producidas incluyen los antibiéticos (antibiosis), compuestos
organicos volatiles y toxinas, o enzimas que degradan las paredes de hongos

patdgenos, como la quitinasa (Vero, 2006; Rahman et al., 2018).

Los antibidticos son sustancias de bajo peso molecular producto del
metabolismo secundario de los microorganismos antagonistas, que inhiben el
crecimiento o producen la muerte del patégeno (Vero, 2006). Son sintetizados y
liberados al medio ambiente en pequefias cantidades por muchos
microorganismos. La generacion de metabolitos antimicrobianos involucrados en
el biocontrol de plagas se ha descrito en bacterias pertenecientes a
Agrobacterium, Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas,
Streptomyces, y muchos otros géneros (Regnault-Roger, 2020). Por ejemplo, el
género Pseudomonas presenta especies productoras de metabolitos
antifangicos, como las fenazinas, la pyrrolnitrina, el 2,4-diacetilcloroglucinol
(DAPG) y pyoluteorina. Estos antibiéticos son los producidos, por ejemplo, por
Pseudomonas fluorescens para el control del patégeno Pythium ultimum en
cultivos de Lotus corniculatus, Sclerotium rolfsii en porotos y Rhizoctonia solani
en tomate (De la Fuente et al., 2004). Otras bacterias propias de la rizosfera
contienen también cepas productoras de antibiéticos, como es el caso de
Bacillus ssp., que produce especialmente lipopéptidos como iturina A, surfactina
y fengicina, o Agrobacterium radiobacter, que produce agrocina 84 para eliminar
las cepas patdgenas de Agrobacterium tumufaciens y controlar las infecciones

de agallas de corona (Kim et al., 2006; Rahman et al., 2018).

En cuanto a los hongos, los mas empleados como agentes productores de
antibioticos en el control de hongos fitopatdgenos son los géneros Trichoderma
y Gliocladium; el primero destaca por producir antibioticos como la gliotoxina y la
gliovirina, asi como antibidticos peptidicos capaces de alterar la permeabilidad
i6nica de la membrana celular del patdgeno (Vero, 2006). Algunos agentes de

biocontrol como el hongo filamentoso Purpureocillium lilacinum, son capaces de
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producir leucinostatinas, antibidtico de actividad antiviral, antibacteriana,
antifangica, antitumoral y fototoxica, para el control biolégico de fitopatdgenos
como Phytophthora infestans y P. capsici (Wang et al., 2016). En el caso de los
hongos enddfitos, también producen metabolitos secundarios de caracter
antifangico, antibacteriano e insecticida para detener el crecimiento de
patdogenos vegetales (Gunatilaka, 2006). Esto ocurre en Cryptosporiopsis
quercine, hongo endofito que produce criptocina, un acido tetramico con
propiedades antifungicas inhibidoras de hongos patégenos como Pyricularia
oryzae, causante de la enfermedad de la explosion del arroz (Li et al., 2000). El
amensalismo en el caso de los hongos ectomicorricicos supone la sintesis de
antibioticos, compuestos volatiles y no volatiles y enzimas degradadores de la

pared celular de los hongos patégenos (Vero, 2006).
3.3.2. Competencia

La competencia es una relacién negativa que deriva en una reduccion del
crecimiento, actividad y/o fecundidad de los organismos que interactian, debido
a una demanda simultanea de los recursos en un determinado microambiente
(Droby y Chalutz, 1994; Pal y McSpadden Gardener, 2006). Para que la
competencia ocurra es primordial que haya escasez de algun elemento, como el
espacio fisico, luz, oxigeno o nutrientes. En el contexto de control bioldgico, la
poblacién no patégena tendra que colonizar de forma mas répida el sitio de
accion y tener una capacidad mas eficiente de empleo de los nutrientes a bajas

concentraciones (Vero, 2006).

La competencia por los nutrientes es la mas estudiada en los ultimos afios, y
puede producirse por la fuente de carbono, nitrégeno y otros oligoelementos
como el hierro. Un ejemplo de competencia por carbono es la que se establece
entre los hongos de Fusarium oxysporum, donde el mayor desarrollo de los
aislados saprofitos fungicos inhibe el desarrollo de los aislados patogenos (Rubio
y Fereres, 2005). En el caso del hierro, cuando un microorganismo se encuentra
bajo condiciones escasas de este elemento, puede producir sideroforos, es
decir, moléculas de bajo peso molecular capaces de quelar el ion férrico y
transportarlo al interior de la célula. Por tanto, la solubilizacion y la adquisicion
por competicion de este oligoelemento en condiciones limitantes restringira el

desarrollo de otros habitantes, entre ellos, organismos patégenos (Vero, 2006;
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Rahman et al., 2018). En especial, las bacterias del género Pseudomonas
destacan por producir sideréforos que se clasifican como pioverdinas o
pseudobactinas; al secretarse estos en condiciones limitantes de hierro, el
complejo sideroforo-hierro esta disponible para la célula que lo incorpora
mediante un receptor presente en su membrana externa (O° Sullivan y O ‘Gara,
1992). Este mecanismo es responsable, por ejemplo, del control de
fitopatdogenos del frijol como Colletotrichum lindemuthianum (Santoyo et al.,

2010) o Fusarium oxysporum (Elad y Baker, 1985).

Para el caso de las asociaciones micorricicas arbusculares (MA), el carbono
parece ser el oligoelemento limitante por el cual surge la competencia entre estas
y los patégenos coexistentes (Vos et al., 2014). Al convivir con ciertos patdogenos,
los hongos MA también pueden competir por el espacio, y por tanto limitar el
desarrollo de estos, mediante modificaciones fisiologicas y anatomicas del
huésped, tales como el engrosamiento de la pared celular o la lignificacion de la
masa de la raiz. Para protegerse frente a los patdgenos de las raices, los hongos
ectomicorrizicos ponen en marcha un mecanismo donde se establece una
barrera fisica en el interior (red Hartig) y alrededor (manto hifal) de las raices
(Ghorbanpour et al., 2018).

3.3.3. Parasitismo

En este caso el parasito, generalmente el microorganismo mas pequefio, es el
que se favorece del huésped, el cual resulta perjudicado (Pal y McSpadden
Gardener, 2006).

Un tipo especifico de parasitismo, y de especial relevancia en el control
microbiolégico de plagas es el micoparasitismo, donde un hongo ejerce un efecto
negativo sobre otro patégeno de manera directa, es decir, mediante la
destruccion de estructuras y el aprovechamiento de los nutrientes del huésped
(Van Gelderen, 2009). Los principales microorganismos empleados en esta
estrategia son los géneros Trichoderma y Gliocladium, y otro tipo de hongos no
filamentosos como Pichia guilermondii (Wisniewski et al., 1991). Asi,
Trichoderma barzianum y T. bamatum limitan el desarrollo de patégenos como
Botrytis cinérea, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani (Atlas y Bartha, 2002).

Este proceso comienza con un evento conocido como quimiotropismo, donde el
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parasito crece en direccion al patdgeno debido a una estimulacién quimica. A
continuacion, después del reconocimiento especifico entre el huésped y el
micoparasito, se produce el enrollamiento de las hifas de Trichoderma con las
del patdégeno, penetrando en la célula huésped para formar ganchos y
apresorios. Se produce entonces la lisis de la pared celular del huésped por la
secrecion de una serie de enzimas, como las endoquitinasas, p-1,3-glucanasasy
proteasas (Vero, 2006; Bruce et al., 1995); asi mismo, las hifas del hongo
micoparasito secretan antibioticos que empapan las hifas afectadas del huésped,
impidiendo la resintesis de la pared celular, es decir, se produce la combinacién
de antibiosis y micoparasitismo (Toghueo et al., 2016). Otro ejemplo es el control
gue ejerce el basidiomiceto Laetisaria arvalis sobre Pythium ultimum y R. solani
mediante la produccién de acido 8-hidroxilinoleico para la induccién de la lisis de
estos hongos patégenos (Atlas y Bartha, 2002).

Los virus también pueden establecer relaciones de parasitismo con patégenos
de plantas. Los micovirus y bacteriéfagos, son virus que atacan especificamente
a hongos y bacterias patdgenas de plantas, respectivamente. Por ejemplo, los
bacteriéfagos pueden emplearse en el control de Xanthomonas citri subsp. citri
o Erwinia amylovora, que afecta a manzanas y peras (Gayder et al., 2020). Asi
mismo, se han descrito numerosos ejemplos de virus con actividad insecticida
gue también pueden ser una interesante opcion en el control de plagas (Kohl et
al.,, 2019); este aspecto se tratara con mayor profundidad en apartados

posteriores de esta memoria.
3.3.4. Depredacion

A nivel microbiano, existe una linea muy fina entre parasitismo y depredacion,
sin que la distincion entre ambas sea muy clara. La depredacion ocurre cuando
un organismo normalmente de mayor tamafo, el depredador, engulle y digiere
al otro organismo, la presa, con el cual mantiene una interaccion de corta
duracion. Este tipo de interaccion puede suponer un método efectivo de
biocontrol (Kéhl et al., 2019). Por ejemplo, es posible emplear cepas de la
bacteria Bdellovibrio bacteriovorus en la depredacion de bacterias fitopatdgenas
como Agrobacterium tumefaciens o Xanthomonas vesicatoria, entre otras
(McNeely et al., 2017).
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Otros microorganismos que emplean este tipo de interaccion para actuar como
bioplaguicidas de insectos y nematodos son los hongos. Asi, los hongos
nematofagos, que se clasifican en ovicidas, endoparasitos y depredadores, son
un tipo de hongos capaces de atrapar y digerir las formas libres de los nematodos
en el suelo (Larsen, 1999). Estos hongos depredadores son saprofitos
formadores de un sistema de micelios extensivo que emplean como fuente de
nutrientes las fases de vida libre de los nematodos. Su mecanismo de accion es
variado y comprende desde la produccién de un material adhesivo sobre las
hifas, hasta la formacion de complejos anillos constrictores (Sagueés et al., 2011).
Estos combinan movimientos mecanicos mediante estructuras de captura, y la
liberacion de enzimas hidroliticas extracelulares, de tal manera que, después de
la penetracion, el hongo forma un bulbo infectivo en el interior del nematodo para
infectarlo completamente pasadas las horas (Shepherd, 1995). Los géneros mas

empleados son Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella y Monacrosporium.
3.3.5. Induccion de resistencia

La resistencia se entiende como la aptitud que tiene la planta para exponerse de
forma completa o parcial a la accién de un patdgeno, y se puede clasificar en
resistencia constitutiva, propia de la planta, o resistencia inducida, si solo se
activa ante ciertos estimulos (Vero, 2006). En el contexto de esta memoria, es
de interés la resistencia inducida, que implica un estado de “capacidad defensiva
mejorada” resultante de estimulos ambientales especificos (Choudhary et al.,
2007). Los mecanismos implicados son la resistencia sistémica adquirida (SAR)
y la resistencia sistémica inducida (ISR) (Figura 2); ambas difieren en el inductor,
tipo de respuesta y sefal reguladora del mecanismo de resistencia
(Hammerschmidt, 1999).

La SAR es una resistencia que se produce localmente, o de forma sistémica,
como respuesta a la interaccién con un patégeno que causa una lesion necrotica
(resultado de una infeccidn exitosa o debido a una respuesta hipersensible), o a
la presencia de sustancias quimicas naturales o sintéticas (Hammerschmidt,
1999; Vero, 2006). En este proceso se acumulan proteinas asociadas con la
patogénesis, conocidas como PRP, donde destacan las quitinasas, proteasas o
glucanasas, y es un proceso mediado por el acido salicilico (Choudhary et al.,
2007).
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Por su parte, la ISR, también denominada inicialmente como cebado, fue descrita
por primera vez por Van Peer et al. en 1991. Esta mediada por la presencia de
PGPR, y, al contrario que SAR, no acumula las PRP ni esta mediada por el acido
salicilico, sino que las vias estdn reguladas por el jasmonato y el etileno
(Compant et al., 2005). De esta forma, el mayor estado de alerta inducido por las
bacterias beneficiosas permite que la planta responda mas rapido y con mas
fuerza contra los posteriores ataques de patdégenos; es decir, las rizobacterias
no patdégenas son capaces de activar los mecanismos de defensa en las plantas,
incluyendo el refuerzo de las paredes celulares, la produccién de fitoalexinas, o
estimulando la ISR (Conrath et al., 2002).
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Figura 2: Esquema de los sistemas de resistencia en plantas (Rahman et al., 2018)

Cuando se inoculan con rizobacterias, las plantas que poseen ISR muestran una
activacion mas fuerte y/o mas rapida de los mecanismos de defensa después de
un ataque posterior de un patdgeno o como respuesta al estrés abidtico (Pieterse
et al., 2014). Algunos estudios revelaron que para que se active este sistema
debe ocurrir una interaccion planta-bacteria regulada por sideréforos o por
lipopolisacéaridos de origen bacteriano inductor (Ramamoorthy et al., 2001). Asi,
por ejemplo, se ha descrito que varias cepas de Pseudomonas inducen ISR en
clavel, pepino, rabano, tabaco y Arabidopsis, donde la cadena lateral O-

antigénica del lipopolisacarido de la membrana externa bacteriana parece actuar
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como un inductor determinante junto con otros rasgos bacterianos (Choudhary
et al., 2007). También se ha descrito como la colonizacion de las raices por el
hongo beneficioso Piriformospora indica prepara sistematicamente a la cebada

incrementando su tolerancia frente al estrés bidtico y abidtico (Rai et al., 2001).

3.4. PRINCIPALES MICROORGANISMOS USADOS COMO AGENTES DE
BIOCONTROL

Para el control microbiolégico de plagas se emplean sobre todo bacterias,
hongos y virus (Arthurs et al., 2019), y, primordialmente, como insecticidas
microbianos. Por ello en este trabajo nos centraremos en los principales agentes

de control microbiolégico utilizados como entomopatégenos.
3.4.1. Bacterias

Las bacterias entomopatdégenas son aquellas que poseen la habilidad de
penetrar en el huésped evadiendo sus defensas para multiplicarse y propagarse,
causando asi la enfermedad debido a la produccion de toxinas y enzimas
(Grijalba et al., 2018). Los metabolitos bacterianos se producen de forma
industrial en biofermentadores y estan frecuentemente elaborados a base de una
mezcla de esporas, proteinas cristalinas y portadores inertes (Sanahuja et al.,
2011). Las bacterias entomopatdgenas son de gran éxito para el control de
plagas, siendo mas frecuente el uso de bacterias grampositivas, ya que
presentan mayor estabilidad en el tempo en comparacion con las gramnegativas
(Glare et al., 2017).

La bacteria mas estudiada y empleada en este caso es B. thuringiensis (Bt), una
bacteria ubicua, grampositiva, que en su forma vegetativa resulta poco téxica
para los insectos pero que, en la esporulacion produce una toxina proteica
intracelular cristalizada, conocida como el cuerpo paraesporal, que actlla como
insecticida bacteriano sobre todo de larvas de lepidépteros (Palma et al., 2014).
Ese cuerpo paraesporal o inclusiéon paracristalina que se deposita en el
esporangio pero fuera de la propia endospora, esta formado por polipéptidos de
entre 130 y 250 kDa, conocidos como protoxinas (&-endotoxinas o proteinas
Cry). Cuando el intestino de los insectos posee condiciones alcalinas, el cristal
paraesporal ingerido libera la protoxina, y las proteasas alcalinas la escinden

para dar lugar a la proteina toxica activa de entre 30 y 80 kDa. A continuacion,
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seis de las unidades de la toxina activa se enlazan con las membranas del
epitelio del intestino de la larva para modificar la osmorregulacion y alterar el flujo
de iones K*, provocando finalmente la lisis de la célula (Figura 3) (Atlas y Bartha,
2002; Prescott et al., 2004).
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Figura 3: Mecanismo de accién de Bt (Schiinemann et al., 2012)

Asi, los productos basados en cepas de Bt que contienen soélidos de
fermentacioén, esporas o toxinas Cry, se encuentran entre los bioplaguicidas mas
producidos, con un historial de seguridad sin precedentes (Raymond y Federici,
2017). Las toxinas Cry son especificas para cada especie de insecto; se
comercializan actualmente al menos cinco cepas de Bt kurstaki y dos de Bt
aizawai, asi como Bt israeliensis o Bt subtilis para el control de las principales
plagas de orugas, en brasicas, arboles frutales, algoddn, hortalizas, plantas
ornamentales y muchos otros cultivos comerciales (Arthurs y Dara, 2019;
Dominguez-Arrizabalaga et al., 2020).

Como se ha comentado con anterioridad, se pueden emplear ademas técnicas
moleculares que permiten incorporar los genes que codifican los cristales
proteicos (Cry) en especies de plantas transgénicas, o en microorganismos de
la rizosfera, para brindar mayor proteccién a la planta frente a los insectos

parasitos (Lacey et al., 2015).

Otro tipo de bacterias grampositivas empleadas son Lysinibacillus sphaericus o
Paenibacillus popilliae para el control del escarabajo en P. japonica (Arthurs y

Dara, 2019) y, en menor medida bacterias gramnegativas como Serratia sp. En
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concreto, se han descrito varias Proteobacterias con propiedades insecticidas
que han generado interés comercial (Ruiu, 2015). Dos especies de la clase
Betaproteobacteria (Burkholderia rinojensis y Chromobacterium subtsugae) se
han desarrollado como bioinsecticidas, nematicidas y acaricidas y se registran
para el control de plagas en frutas, verduras, frutos secos, césped y plantas
ornamentales (Martin et al., 2007; Ruiu, 2015). Se ha observado que producen
multiples efectos subletales en el hospedador por contacto e ingestion, como la
reduccion de la alimentacion, la fecundidad y comportamientos de oviposicion
(Cordova-Kreylos et al., 2013).

3.4.2. Hongos

Son de gran ayuda ya que su accién de contacto, asi como su capacidad para
romper la cuticula directamente, hacen que sean los agentes microbianos
capaces de atacar a la mayoria de las plagas cuyo alimento es la savia (Arthurs
y Dara, 2019). Los hongos entomopatégenos son causantes de infecciones
mortales y regulan la poblacion de insectos y &caros por epizootias, con un riesgo
muy bajo de atacar organismos no objetivo o insectos beneficiosos (Shahid et
al., 2012).

Su modo de accién contra lepidépteros y pulgones, entre otros, comienza con
una union de los conidios, es decir, las esporas, a la cuticula del insecto mediante
muciclagos (Hajek y Leger, 1994). Si las condiciones lo permiten, pueden
germinar las esporas para formar apresorios (Wang y Wang, 2017) y se hidroliza
la epidermis del insecto mediante lipasas, proteasas y quitinasas (Shahid et al.,
2012). La penetracion posterior se consigue gracias a la combinacion de
acciones mecanicas y enzimaticas; los hongos penetran después en el hemocele
del lepidéptero para obtener nutrientes, segregando toxinas que dafan las
células y finalmente matan al huésped (Qu y Wang, 2018). Tras la muerte del
hospedador, los conidioforos salen del cadaver para producir nuevamente
conidios infecciosos, para la diseminacién y continuacion del ciclo de vida del

hongo (Mascarin y Jaronski, 2016).

Los cuatro géneros mas estudiados son Beauveria, Metarrhizium,
Entomophthora y Coelomomyces. Beauveria bassiana que puede ser empleado

en combinacién con pesticidas quimicos, es de ayuda para controlar el barreno
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de la manzana y las peras, Cydia pomonella, y la plaga de las orugas del maiz.
Metarhizium anisoplia se usa en el control del escarabajo de la patata de
Colorado y de la candelilla de la cafia de azucar, mientras que Entomophthora

Spp. es un agente prometedor para el control de &fidos.

Hoy en dia los hongos entomopatdégenos endofiticos (EEPF) generan gran
interés como prometedores agentes de control biolégico debido a su peculiar
estilo de vida (enddfitos asintométicos de las plantas e infecciosos para los
insectos herbivoros). En general, su endofitismo ofrece una ventaja en
comparacion con los hongos entomopatdégenos utilizados como agentes de
control biolégico de contacto, cuya eficacia esta limitada en muchos casos por
su susceptibilidad a distintos factores bidticos y abiéticos. Sin embargo, los
mecanismos que subyacen sus interacciones con las plantas y los organismos
plaga siguen siendo poco conocidos. En particular, las ultimas investigaciones
se han centrado en el papel de los EEPF en la produccién de metabolitos
secundarios, asi como en su capacidad de promover el crecimiento de las

plantas y mejorar su resistencia (Pappas et al., 2020).
3.4.3. \Virus

Los virus patdgenos de insectos provocan epizootias naturales, y pertenecen a
las familias Baculoviridae, Poxviridae, Iridoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae y
Rhabdoviridae; los mas estudiados para el control de plagas son los baculovirus
porque infectan y matan a las células de los insectos que lo ingieren (Atlas y
Bartha, 2002). Estos tienen un tamafo muy pequefio, de entre 80 y 180 kpb, y
estan formados por ADN de doble hebra, involucrada en la codificacién de los
genes necesarios para el establecimiento y la reproduccion del virus (Mansouri
y Berger, 2018; Regnault- Roger, 2020). Los baculovirus producidos in vivo a
partir de cuerpos de oclusion viral se han utilizado durante muchos afios, pero

su mercado esta siendo potenciado recientemente (Arthurs y Dara, 2019).

Al igual que Bt, los baculovirus necesitan ser ingeridos por el hospedador para
causar mortalidad, pero son mas especificos en comparacion con Bt en plagas
de lepidopteros (Grzywacz, 2016), aunque, por el contrario, son mas caros. La
alta especificidad que presentan les proporciona la capacidad de ser buenos

insecticidas, no obstante, provoca que tengan estrecho espectro de actividad. Se
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emplean en cultivos de hortalizas, tomates, coles, algodon y otra serie de
productos, y sus organismos objetivos son la polilla gitana de la madera
Lymantria dispar, el gusano cogollero de la remolacha Spodoptera exigua, el
gusano de los cogollos del tabaco Helicoverpa zea o Spodoptera littoralis
(Regnault- Roger, 2020).

Los baculovirus empleados comprenden  fundamentalmente  los
Nucleopolyhedrovirus o virus de la poliedrosis nuclear (NPV) y los Granulovirus
o virus de la granulosis (GV) (Atlas y Bartha, 2002; Arthurs y Dara, 2019). Las
hojas de las plantas de las que se alimentan los insectos son inoculadas con
NPV, activAdndose la epizootia que reduce la poblacién de la plaga de orugas de
librea y el totrix de la picea, entre otros (Atlas y Bartha, 2002). De los méas de 125
tipos de NPV, el 90 % dafia a lepidopteros y son utilizados como concentrado
liguido en cultivos de campo e invernaderos, y pueden ser empleados en
combinacion con otros parasitoides y con otros métodos de control biolégico
(Raymond et al., 2006; Madigan et al., 2015). La mayoria de las formulaciones
de NPV son estables durante un afio o mas en refrigeracion, aunque tienen una
actividad residual limitada (vidas medias de unos pocos dias) en condiciones de
campo. En cuanto a GV, aproximadamente el 50 % es empleado en el control de
la polilla india de la harina o en la polilla de la manzana Cydia pomonella,
(Wennmann et al., 2021). Especificamente, el granulovirus de la polilla de la
manzana (CpGV-M), para la proteccion de manzanas y otras frutas de pepita, es
uno de los baculovirus mas utilizados en Estados Unidos con varios productos
comercialmente viables, mientras que en Europa la formulacién de Carpovirusine
se utiliza en 100.000 Ha (Lacey et al., 2008).

3.5.DATOS DE MERCADO Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los plaguicidas microbianos constituyen una parte importante de la industria de
los bioplaguicidas siendo los productos de mas rapido crecimiento (Figura 3,
Anexo Il) (Dunham, 2015). Tradicionalmente, los bioplaguicidas han sido
producidos por un numero limitado de pequefias industrias para el control de
artrépodos en mercados especializados (Lacey et al., 2015). Sin embargo, cada

vez mas, estan siendo adoptados por empresas medianas y grandes y se
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comercializan para una gama mas amplia de cultivos agricolas (Pal y
McSpadden Gardener, 2006).

La utilizacion de estas sustancias activas requiere unos conocimientos técnicos
especiales, de forma que los problemas tecnologicos que antes frenaban su
desarrollo han sido solventados en los ultimos afios, gracias a las mejoras de
acondicionamiento, manipulacion y almacenamiento que requieren los
organismos 0 sustancias biolégicas, o a la estandarizacién de los productos
acabados. Las empresas han adoptado rigurosos criterios de seguridad
impuestos para los fitosanitarios convencionales y elaborado formulaciones mas
eficaces y estables, que facilitan la aplicaciéon de los productos de biocontrol en
los sistemas agricolas y la realizacion de las tareas por parte de los operarios
(Chandler et al., 2011; Regnault- Roger, 2020).

A nivel mundial, en el afio 2010 los pesticidas microbianos alcanzaron unas
ventas valoradas en 400 millones de ddélares aproximadamente. Asi, se espera
que el mercado de biopesticidas alcance una tasa de crecimiento de un 3,4 %
durante el periodo 2019-2024, siendo Estados Unidos el que encabeza el
mercado seguido de Europa, Asia y Oceania, Latino América y el continente
africano (Glare et al., 2012; Regnault-Roger, 2020). En el afio 2017 se registraron
en la EPA un total de 356 ingredientes activos de biopesticidas (bioquimicos y
microbianos) incluyendo bioinsecticidas, acaricidas, nematicidas, fungicidas,
bactericidas, herbicidas, bioquimicos modificadores del comportamiento y
promotores de la salud vegetal (EPA, 2017). Entre ellos, hay 125 ingredientes
activos basados en especies/cepas microbianas o metabolitos plaguicidas,
fundamentalmente dirigidos contra invertebrados, y que comprenden 21
bacterias, 10 hongos y 8 baculovirus (Tabla 3, Anexo I). En Espafia, existen
numerosas formulaciones comerciales de distintas cepas de Bt israeliensis, Bt
kurstaki, Bt subtilis, asi como GV de Cydia pomonella y Pseudomonas, entre

otros (Tabla 4, Anexo 1) (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2021).

La gestion de las resistencias de las plagas, la preferencia de los consumidores
por los alimentos sin residuos, la seguridad de los organismos polinizadores, la
seguridad de los trabajadores agricolas, las nuevas restricciones a los
plaguicidas quimicos, asi como la disminucion del coste de produccion de los

biopesticidas, contribuiran a impulsar la adopcién de esta alternativa sostenible
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de control de plagas. De esta manera, se estima que el mercado mundial de

bioplaguicidas aumente considerablemente en los préximos afos.

El desarrollo futuro de los bioplaguicidas vendra asociado al mejor conocimiento
de los genomas de las plagas y sus enemigos naturales, contribuyendo a que
surjan productos mas eficientes, por ejemplo, implementando técnicas como la
interferencia de ARN (Baum et al., 2007; Aiuchi et al., 2007). La investigacion y
adopcién de nuevos productos necesitara una revision de las legislaciones
vigentes, especialmente en el caso de los cultivos genéticamente modificados
(Chandler et al., 2011). Por otro lado, en los ultimos afios ha habido un aumento
de registros de plaguicidas microbianos definido como “bioestimulantes”. Estos
productos suelen utilizarse de forma preventiva y deben inocularse antes de la
aparicion de la plaga. Algunos de los "bioestimulantes” inducen las defensas de
las plantas mas que dirigirse a patégenos especificos, aunque como hemos
sefialado, también contribuyen indirectamente a la gestion de las plagas. Es hoy
objeto de debate si estos “bioestimulantes” pueden considerarse verdaderos
bioplaguicidas y, en caso afirmativo, como deberian probarse y registrarse (du

Jardin, 2015). Por tanto, son estas areas de investigacion en rapido desarrollo.

4. CONCLUSIONES

En base a lo expuesto anteriormente, el uso de microorganismos para el control
de plagas y enfermedades de los cultivos es un campo prometedor, pero todavia
en desarrollo. Actualmente se realizan importantes esfuerzos para la
consolidacion de estas opciones biologicas y cada vez son mas las empresas
que aprovechan el conocimiento generado para la formulacién vy
comercializacion de productos basados en agentes de biocontrol. Esto es asi en
base al aumento de cadenas de produccion y consumidores que requieren
productos mas sostenibles y de origen mas natural. Esta estrategia contribuira
sin duda a reducir el uso de productos fitosanitarios sintéticos mas dafiinos,
garantizando que la produccién agricola pueda hacer frente a la alta demanda
alimentaria existente de manera segura y ambientalmente sostenible; es decir,
el cambio de mentalidad y potenciacién de este nuevo método de control
beneficia no solo al propio agricultor y por tanto consumidor, si no que sera un

avance en la economia, en la salud humanay en el cuidado del medio ambiente.
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ANEXO I. TABLAS

Tabla 1: Clasificacion quimica de los distintos insecticidas sintéticos, su mecanismo de accién y ejemplos.

Clasificacion

gquimica

(Weiss et al., 2004).

Mecanismo de acciéon

Ejemplos

Organoclorados

La despolarizacion de las membranas nerviosas altera

la funcién del sistema nervioso

DDT, Lindano

sistema nervioso

Organofosforados La inhibicion de la acetilcolinesterasa altera la funcion Malation, Diazinon
del sistema nervioso
Carbamatos La inhibicion de la acetilcolinesterasa altera la funcion Aldicarb, Carbaryl
del sistema nervioso
Piretroides La alteracion de la permeabilidad de la membrana Deltametrin,
nerviosa a los iones de sodio altera la funcion del Permethrin

Tabla 2: Algunos extractos de plantas empleados como biopesticidas (Nawaz et al., 2016).

Producto

vegetal

empleado como

biopesticida

Plaga objetivo

Limoneno y Pulgas, pulgones y acaros, hormigas de fuego, varios tipos de moscas, avispas
Linalol de papel y grillos domésticos
Neem Variedad de insectos chupadores y masticadores
Piretro y Hormigas, pulgones, cucarachas, pulgas, moscas y garrapatas
Piretrinas
Rotenona Insectos que se alimentan de hojas, como pulgones, ciertos escarabajos
(escarabajo del espéarrago, escarabajo de la hoja del frijol, escarabajo de la
patata de Colorado, escarabajo del pepino, escarabajo pulga, escarabajo de la
hoja de la fresa y otros) y orugas, asi como pulgas y piojos en animales
Ryania Orugas (como gusano aéreo del maiz) y chinches
Sabadilla Chinches, chinches arlequin, saltamontes de hojas y chinches hediondas
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Tabla 3: Principales ingredientes activos registrados en EE. UU. como agentes de biocontrol (Arthurs y

Dara, 2019).
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Tabla 4: Algunas formulaciones comercializadas en Espafia (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, 2021)

Sustancia activa

Formulacién

Beauveria bassiana (Cepa GHA)

Beauveria bassiana (Cepa GHA) 10,7 % (2,26X10%3
conidias/L) [OD] P/V

Bacillus thuringiensis kurstaki

Bacillus thuringiensis kurstaki 32 % (kurstaki 30.36,
Cepa SA-11; 32 MIL. DE U.1./G) (ESP) [WG] P/P

Trichoderma asperellum (Cepa ICC012)

Trichoderma asperellum (Cepa ICC012) 2 % +
Trichoderma gamsii (Cepa ICC080) 2 % (3X 107
CFU/G (suma de ambos microorganismos)) [WP]

P/P

Virus Granulosis Carpocapsa-V15

Virus Granulosis Carpocapsa-V15 1 % [SC] P/V

Spinosad

Spinosad 48 % [SC] P/V
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ANEXO II. FIGURAS

(A

N
Air- Longer half-lives as aerosols;
transported via volatilization;
decrease air quality; contribute to
climate change

Water- Residues in drinking
water and aquatic bodies; reduced
dissolved oxygen for aquatic life

Land- Application on crops
causes leaching in groundwater;
disturb natural flora of soil;

reduce soil fertility

Figura 1: Efectos de los pesticidas en el medio ambiente (Sharma et al., 2020).
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Figura 2: Las herramientas de control biolégico basado en dsARN implican la aplicacion exdgena de
moléculas de dsARN transcritas in vitro y/o in vivo en las plantas con el objetivo de desencadenar la
produccion de siRNA contra (1) genes de plantas/algas, (2) virus/viroides, (3) hongos/oomicetos y (4)

insectos/acaros (Pappas et al., 2020).
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Figura 3: Desarrollo de microorganismos como principal ingrediente activo de los agentes de biocontrol
en la Ultima década (Regnault-Roger, 2020).
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