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RESUMEN

Un componente clave en el control integral de los transmisores de la enfermedad de
Chagas es el uso de insecticidas quimicos. Sin embargo, se han presentado problemas de
resistencia, contaminacidn ambiental y riesgos para la salud humana, ademas de que los
transmisores peridomésticos (Meccus pallidipennis) son mas dificiles de controlar. Los hongos
entomopatdgenos Isaria fumosorosea (EH-511/3) y Metarhizium anisopliae (EH-473/4) son
capaces de controlar a diversos insectos que son plagas agricolas. El objetivo de este estudio fue
observar el efecto de dos especies de hongos entomopatdgenos, I. fumosorosea y M. anisopliae,
en huevos de M. pallidipennis, evaluando en condiciones de laboratorio, el porcentaje de
mortalidad, el tiempo letal medio (TLs), la capacidad de reproduccidn de los hongos, el porcentaje
de esporulacion, cantidad de conidios por huevo infectado y microscopia electrénica de
transmisién (MET). Se determinaron los tiempos de desarrollo en M. pallidipennis para asegurar
los especimenes a utilizar en los bioensayos. Para la concentracién letal media (CLsg) se probaron
cinco diferentes concentraciones de I. fumosorosea: 1 x 10°, 3 x 10°, 1 x 10°, 3 x 10° y1x10°
conidios/mL, empleando 36 huevos viables por cada concentracién de conidios. Para el tiempo
letal medio (TLsg) se utilizaron 75 huevos viables de M. pallidipennis, infectados con 2 uL de una
suspension de 3 X 10° conidios/mL (600 conidios) de I. fumosorosea y M. anisopliae. Se incubaron
a 28°C con fotoperiodo de 12 x 12 h (luz-oscuridad). Se observaron durante 10 dias y se registré la
mortalidad cada 12 h. Para comprobar los cambios patoldgicos en los huevos infectados se realizé
MET. Se reprodujo el ciclo de desarrollo de M. pallidipennis bajo condiciones de laboratorio en
193.8 dias. La Cls, de I. fumosorosea en huevos de M. pallidipennis fue de 2.263 x 10° o de
226.349 conidios por huevo. La cepa EH-511/3 de I. fumosorosea presentd una mortalidad
acumulada del 92% y un TLso de 66.685 h 0 2.77 dias y la cepa EH-473/4 de M. anisopliae presentd
una mortalidad acumulada del 88% y un TLs, de 76.320 h o 3.18 dias, sin diferencias estadisticas
significativas entre las dos especies de entomopatdgenos en relacidn a la mortalidad acumulada a
los tres (F= 8.0; t = 1.162; g.l.= 4; P = 0.310), seis y nueve dias (F = 0.800; t = 0.775; g.l.=4; P =
0.482). El aislado que produjo mayor cantidad de conidios por huevo infectado fue EH-511/3 de /.
fumosorosea (F=2.785; t = 2.934; g.I.= 22; P = 0.008). En MET Se observaron cuerpos hifales, hifas
con septos y blastoconidios en el embridon en ambos hongos entomopatdgenos. Los resultados de
este estudio apoyan el desarrollo de nuevas estrategias en el control de los transmisores de la
enfermedad de Chagas, particularmente a nivel del peridomicilio, donde las actuales acciones (uso

de insecticidas quimicos) han fracasado.
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ABSTRACT

A key component in the integrated control of Chagas disease vectors is the use of chemical
insecticides. However, the utility of insecticides is being undermined by problems of insecticide
resistance, environmental contamination and risks to human health, and also the peridomestic
populations of triatomines (Meccus pallidipennis) are more difficult to control. The
entomopathogenic fungi Isaria fumosorosea (EH-511/3) and Metarhizium anisopliae (EH-473/4)
are able to control many insects that are agricultural pests. The aim of this research was to
determine the virulence of two entomopathogenic fungi I. fumosorosea and M. anisopliae in the
eggs of M. pallidipennis, evaluating by bioassays in laboratory conditions, the cumulative
mortality, mean lethal time (LTso), mean concentration dose (LDs,), percentage of sporulation,
conidia production per egg and perform transmission electron microscopy (TEM) to confirm fungal
egg penetration. The life cycle of M. pallidipennis was developed to ensure the specimens used in
the bioassays. The LDs, bioassay of I. fumosorosea was performed with 1 x 107, 3 x 10°, 1 x 10°, 3 x
10° and 1 x 10’ conidia/mL, using 36 eggs per conidial concentration. The LTs, bioassay of /.
fumosorosea and M. anisopliae was performed with 75 eggs from M. pallidipennis, and infected
with 2 ul of a 3 X 10° conidia/mL suspension (600 conidia/egg). All infected eggs were incubated at
28°C and 12 h/12h photophase (light-dark). Mortality was monitored every 12 h. To check the
pathological changes of infected insects, transmission electron microscopy (TEM) was performed.
The development cycle of M. pallidipennis under laboratory conditions was 193.8 days. The values
of LDs in I. fumosorosea was 2.263 x 10° or 226.349 conidia per egg. I. fumosorosea EH-511/3
showed a cumulative mortality of 92% and TLs, of 66.685 h or 2.77 days and M. anisopliae EH-
473/4 showed a cumulative mortality of 88% and TLs, of 76.320 h or 3.18 days. No statistical
difference between both fungal species used was observed in the cumulative mortality at three
(F= 8.0; t = 1.162; g.l.= 4; P= 0.310), six and nine days (F= 0.800; t = 0.775; g.l.= 4; P= 0.482). The
isolate that produced the highest conidia production per infected egg was I. fumosorosea EH-
511/3 (F=2.785; t = 2.934; g.l.= 22; P= 0.008). Hyphal bodies, hyphae with septa and blastoconidia
of both entomopathogenic fungi were observed in the destroyed embryo by MET. The results of
this study support the development of new strategies to control Chagas disease vectors by
microbial agents, particularly addressed to the peridomiciliary level, where current tactics (use of

chemical insecticides) are reported to fail.
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1. INTRODUCCION
1.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas es actualmente la enfermedad parasitaria mas importante de
Latinoamérica, representa un problema de salud publica para la mayor parte de paises en esta
regioén, con un estimado actual de 10 millones de personas infectadas y 40 millones en riesgo
(Schofield et al., 2006). El agente etiolégico de esta enfermedad es Trypanosoma cruzi, el cual se
encuentra en las heces de triatéminos (transmisor), la infeccion se adquiere por la introduccion del
pardsito a través de la piel. Estos insectos infestan viviendas o areas cercanas y tienen diversos
habitats donde se esconden, desde techos de palma hasta grietas en las paredes. Esta parasitosis
fue descrita por primera vez en 1909, por el investigador brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano Das
Chagas (Dias et al., 2002). Las zonas de riesgo para la transmision de la enfermedad se ubican
generalmente en dreas rurales donde existe una alta proporciéon de viviendas en condiciones
precarias y una convivencia estrecha con el ambiente silvestre del transmisor (Salazar-Schettino et

al., 2005).

La enfermedad estd restringida a Latinoamérica y se extiende desde el sur de Estados Unidos de
América hasta el norte de Chile y Argentina (WHO-World Health Organization, 2002). El ciclo de
vida de Trypanosoma cruzi involucra la transmisién por insectos hematdfagos de la familia
Reduviidae de los que en México existen ocho géneros con 32 especies distribuidas a lo largo del
territorio nacional. Estos transmisores llevan las formas infectantes de T. cruzi (tripomastigotes
metaciclicos) en su materia fecal, la cual es depositada en la piel durante o después de la

alimentacion (Fig. 1 A).

s‘i (lh :
Figura 1. Enfermedad de Chagas. (A) Tripomastigotes metaciclicos (flecha), (B) tripomastigote sanguineo

(flecha), (C) signo de Romafia en nifio de Oaxaca (flecha). Cortesia de Dra. Paz Maria Salazar-Schettino, Lab.
de Biologia de Parasitos, Facultad de Medicina, UNAM.
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Trypanosoma cruzi pertenece al reino Protista, familia Trypanosomatidae, dentro del orden
Kinetoplastida; son organismos flagelados que poseen un cinetoplasto (estructura constituida por

una red fibrosa de ADN localizada en la mitocondria de la célula (Levine et al., 1980).

El parasito penetra al hospedero por lesiones en piel o mucosa y puede invadir gran variedad de
células, donde se transforma para dar lugar al amastigote (fase replicativa intracelular). Estas
formas intracelulares dan lugar al tripomastigote que se encuentra frecuentemente en sangre (Fig.
1 B), medio por el cual se disemina a otras células y tejidos. Durante esta fase sanguinea puede ser
ingerido por el transmisor. Dentro del insecto transmisor, se transforman en epimastigotes y
posteriormente en tripomastigotes metaciclicos, infectantes para los mamiferos (Kollien et al.,

2000) (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. (a) Durante la ingesta de sangre, el triatémino defeca en la
piel. (b) Los tripomastigotes metaciclicos son expulsados con las heces y penetran por lesiones en piel o
mucosa. (c) Los tripomastigotes dentro de las células se transforman en amastigotes. (d) Cuando ocurre la
disrupcién celular, los tripomastigotes son liberados (e) infectando nuevas células, (f) integrandose al
torrente sanguineo o (g) colonizando musculo y tejido neural como nidos de amastigotes. (h) Los
triatdminos se infectan cuando se alimentan de sangre con tripomastigotes sanguineos. (i) En el intestino
medio del vector, los tripomastigotes sanguineos se transforman en epimastigotes y estas formas se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos, completando asi el ciclo de vida (Modificado de Macedo et al.,

2002).
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Existen diversos mecanismos de transmisidn de la enfermedad de Chagas; el mecanismo natural se
presenta cuando un triatdmino defeca sobre el hospedero, depositando tripomastigotes
metaciclicos, que penetran por el sitio de la picadura, mucosas o heridas. Este es el mas
importante, ya que es el mecanismo de infeccién en dareas rurales (Chagas rural). Otro mecanismo
es por transfusion sanguinea (Chagas urbano), el segundo en importancia y por ultimo, el
connatal, que se presenta cuando una madre infectada puede transmitir este parasito via
transplacentaria al producto durante el parto y a través de la leche materna. Existen otros
mecanismos menos frecuentes en la transmision de T. cruzi al hombre, como son la ingestion de
alimentos contaminados con materia fecal de triatdminos, accidentes de laboratorio, transplante

de dérganos y la manipulacion e ingestidn de animales infectados (Salazar-Schettino et al., 2002).

Cuando Trypanosoma cruzi penetra en el organismo, es seguido por un periodo de incubacién de
cuatro a catorce dias, tiempo en el que se introduce a las células y se desencadenan diversos
mecanismos propios de la relacién parasito/hospedero. En la evolucién del cuadro clinico de la
enfermedad se presentan tres fases: aguda, donde el signo mas connotado es el signo de Romafia
(que se caracteriza por edema bipalpebral o unilateral e indoloro) (Fig. 1 C); indeterminada o
crénica asintomatica y crdnica sintomatica donde el corazén es el mas comiunmente afectado

(Salazar-Schettino et al., 2005).

El control de la enfermedad de Chagas, inicié poco después de que Carlos Chagas describiera la
enfermedad en la primera década del siglo pasado. Los principales trabajos se enfocan al control
del transmisor utilizando insecticidas, mejoramiento de la vivienda, tamizaje en bancos de sangre

y educacion para la salud (Dias et al., 2002).

En México, como en la mayor parte de Latinoamérica, la posibilidad de transmisidon de la
enfermedad ocurre frecuentemente por medio del transmisor (mds del 85%), comuUnmente
denominados chinches besuconas (Salazar-Schettino et al., 2005). Se estima que una poblacién
total de 71, 120, 043 en la Republica Mexicana que habita en zonas rurales estd en riesgo
constante para la transmisidon de la enfermedad de Chagas, y otros 20, 328, 746 de individuos

estan en riesgo por su residencia ocasional en zonas infestadas (Ramsey et al., 2003a).
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1.2, TRANSMISORES

La clasificacion sistematica actual de la subfamilia Triatominae reconoce 19 géneros y 137 especies

(Galvao et al., 2003) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion actual de la subfamilia Triatominae y principales géneros reportados en México

Subfamilia Tribu Género No. de especies
validas
Alberproseniini
(Martinez y Carcavallo, Alberprosenia 2
1977)
*Belminus 6
Bolbodera 1
Bolboderini Microtriatoma 2
(Usinger, 1944) .
Parabelminus 2
Cavernicolini Cavernicola 2
(Usinger, 1944) Torrealbaia 1
Linshcosteini
(Carcavallo, Jurberg, Lent, Linshcosteus 6
Noireau y Galvao, 2000)
TRIATOMINAE Rhodniini Psammolestes 3
(Pinto, 1926) *Rhodnius 16
*Dipetalogaster 1
*Eratyrus 2
Hermanlentia 1
Triatomini *Meccus 6
(Jeannel, 1919) Mepraia 2
Nesotriatoma 3
*Panstrongylus 13
*Paratriatoma 1
*Triatoma 67
Total 6 19 137

Tomado de Galvao et al., 2003
*Principales géneros reportados en México
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En México, se han reportado ocho géneros y 32 transmisores de Trypanosoma cruzi, siendo el pais
latinoamericano con el mayor nimero de especies, de las cuales 19 corresponden al género
Triatoma, seis a Meccus, dos a Panstrongylus y una especie para cada uno de los siguientes
géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma vy Rhodnius. Dos géneros
(Dipetalogaster y Meccus) y 15 especies son endémicas de México; el género Triatoma incluye

ocho especies que sélo se encuentran en México (Galvao et al., 2003).

De acuerdo a su habitat los triatéminos se dividen en especies silvestres y domésticas, con una
categoria intermedia de peridomésticas, las cuales ocasionalmente penetran en las casas atraidas
por la luz o por busqueda de alimento (se alimentan del hombre ocasionalmente). Las especies
peridomeésticas son los transmisores mas importantes de la enfermedad de Chagas en México
(Bautista et al., 2001), también llamados “visitantes” (a un perimetro de 50 m alrededor de la casa
y que completan algunos estadios de desarrollo de su ciclo de vida en el intradomicilio). Estas son:
Meccus bassolsae, M. longipennis, M. mazzottii, M. phyllosomus, M. picturata, M. pallidipennis,
Triatoma gerstaeckeri, T. mexicana, T. rubida y Dipetalogaster maxima (las dos ultimas en proceso
de adaptacién al domicilio). La ubicacion taxondmica actual de Meccus pallidipennis (Stal, 1872)

segln Galvao et al. (2003) se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacidon taxondmica de Meccus pallidipennis (Stal, 1872)

Meccus pallidipennis (Stal, 1872)

PHYLUM Arthropoda
CLASE Insecta
ORDEN Hemiptera
SUBORDEN Heteroptera
FAMILIA Reduviidae
SUBFAMILIA Triatominae
TRIBU Triatomini (Jeannel, 1919)
GENERO Meccus (Stal, 1859)
ESPECIE pallidipennis (Stal, 1872)
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Mazzotti, en 1936, reporté en Oaxaca a Meccus pallidipennis, como el primer triatdmino infectado
con Trypanosoma cruzi en México, el cual es uno de los mas importantes en la dindmica de
transmision de la enfermedad de Chagas en nuestro pais. La biologia y el comportamiento de esta
especie han sido ampliamente estudiados, debido a su contacto frecuente con el hombre como
fuente de alimento y diversas tasas de infeccién con Trypanosoma cruzi (Enger et al., 2004,
Bautista et al., 1999). Este transmisor ha sido reportado en 13 estados (Fig. 3): Colima, Estado de
México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Veracruz y Zacatecas (Carcavallo et al., 1997a; Salazar-Schettino et al., 2010). Se ha encontrado en

altitudes de 200 a 1580 m sobre el nivel de mar.
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Figura 3. Distribucion actual de Meccus pallidipennis en la Republica Mexicana.
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Es una especie endémica de tamafio considerable, la hembra mide de 3.2-3.5 cm y el macho de
3.1-3.4 cm (Lent y Wygodzinsky, 1979); su cuerpo es ancho, sobre todo en la regién abdominal (&
12-13mmy @ 13-16mm) (Fig. 4).Tienen un color que va del pardo obscuro al negro, con marcas
caracteristicas de color rojo-naranja en el conexivo; posee un par de alas de color blanco-
amarillento relativamente angostas, que no cubren la totalidad del conexivo. Su cabeza y sus patas
son de color negro. La cabeza es ligeramente mas larga que el pronoto. La region anteocular es
tres veces mas larga que las posocular. Los tubérculos anteniferos son muy cortos (Lent y

Wygodzinsky, 1979).

Figura 4. Hembra y macho de Meccus pallidipennis (Cortesia de Lab. Biologia de Parasitos).

Sus fuentes de alimento como hematéfagos son amplias: humanos, animales domésticos, aves de
corral y animales silvestres. Los habitats donde se encuentra esta especie son: madrigueras de
ratas de campo y armadillos, gallineros, tecorrales (bardas de piedra) y en la vivienda humana. La
fuente de alimentacion de los triatdminos es un criterio para conocer la dindmica en la que se esta
llevando a cabo la transmision de Trypanosoma cruzi. En un estudio de Bautista et al. (2001), se
encontré que M. pallidipennis no tiene una fuente de alimentacién predilecta, sin embargo, se
nota una preferencia mayor por la sangre de ratén, lo que confirma que es una especie
heterdtrofa y esto de alguna manera participa en la transmisién de T. cruzi al humano. En
condiciones selvaticas ha sido encontrada en madrigueras de rata de campo (Neotoma hallen) y

armadillo (Dacypus novemcinctus mexicanus).
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Los triatdminos llevan a cabo una metamorfosis incompleta (hemimetabolos), pasan por cinco
estadios ninfales en los que presentan alas rudimentarias externas (exopterigotos) antes de

alcanzar su estado adulto o imago.

Debido a que se utilizaron los huevos de M. pallidipennis para el bioensayo se describen a
continuacién sus caracteristicas: el huevo de los triatdminos es eliptico, la variacién de la silueta
del huevo esta en la relacién eje mayor-eje menor de la elipse. La regién cefalica es mas ancha que
la caudal. Generalmente los huevos de M. pallidipennis miden dos milimetros. En la region cefalica
se encuentra un complejo opercular formado por el opérculo, orificio por donde emerge la ninfa 1,
el borde opercular, el borde corial y un sistema de orificios: aeropilos y micropilos, cuya funcién
respectivamente es respiratoria y para la fertilizaciéon (Aldana, 2008). El cuerpo del huevo esta
cubierto por una estructura llamada corio, la cual ejerce una funcién mecanica, resistente, que
protege al embrién de situaciones ambientales adversas y esta constituido por varias capas de
polifenoles y proteinas. La ornamentacion del exocorion estad constituido por celdas lisas. Los
huevos de triatdminos estan constituidos, ademas de las dos capas que forman el corio, de una
membrana vitelina (Aldana, 2008). Los huevos son operculados, varian en forma y tamafio segun
la especie de la cual se trate (Fig. 5). La superficie tiene valor taxondmico, pues tienen diferente
arquitectura en su pared. A medida que el embrién se desarrolla se tornan de color rosado o
naranja hasta que eclosionan (Carcavallo et al., 1997b). El tiempo de eclosidn de los huevos de
Meccus pallidipennis es de 18 dias (rango 16-27) después de su oviposicion, el tiempo depende de

la temperatura ambiental y especie (Martinez-Ibarra y Katthain-Duchateau, 1999).
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Los huevos de los insectos tienen una estructura coridnica caracteristica; las diferencias en
ornamentaciones de los huevos pueden ser usadas para la diferenciaciéon de especies. Se ha
estudiado la morfologia de los huevos del género Meccus, mediante microscopio electrénico de

barrido (Takashi-Obara et al., 2007; Rivas-Hernandez, 2011).

22



En diferentes estados de la Republica Mexicana, como Morelos, Jalisco, Colima y Michoacén, se ha
reportado a M. pallidipennis con distintos niveles de positividad a T. cruzi que van desde el 23
hasta el 94% (Salazar-Schettino et al., 2005; Cortés-Jiménez et al., 1996). Ademas, han sido
localizados principalmente en el peridomicilio, donde se ha observado el desarrollo de todo el
ciclo de vida, ya que se recolectaron desde huevos hasta adultos y se encontré al insecto asociado
a animales domésticos como el perro (Magallén-Gastélum et al., 1998; Magalldn-Gastélum et al.,

2004; Vidal-Acosta et al., 2000; Zarate y Zarate, 1985).

La cuticula del insecto es la primera barrera contra la penetracion de insecticidas por contacto y
ademas es la entrada de agentes microbianos. La epicuticula lipidica tiene un papel fundamental
en la estabilidad del insecto, contribuye a la estructura de la cuticula y sus propiedades
fisiolégicas, es una barrera selectiva contra la pérdida de agua y por lo tanto prevenir la
desecacion (Judrez y Fernandez, 2007), es la capa mas externa y esta cubierta por cadenas largas
de hidrocarburos (HC), lipidos (ceras), ésteres grasos y alcoholes grasos; la superficie de

hidrocarburos es la mayor barrera protectora (Pedrini et al., 2009).

1.3. ALTERNATIVAS DE CONTROL PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Inicialmente las campaiias contra transmisores de Trypanosoma cruzi en la década de los 50’s
utilizaron DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) (clase Il) como activo, cuya falta de actividad
triatomicida hizo fracasar estas acciones. Tiempo después el HCH (Hexaclorociclohexano) (clase Il)
fue utilizado en el Cono Sur, y Dieldrin (clase Il) en el Norte de Latinoamérica, sin embargo los
tratamientos eran muy caros y se necesitaban varias aplicaciones. Durante 1960 y 1970, otros
insecticidas organoclorados fueron ensayados contra triatdminos domésticos, ademas de un gran
numero de Organofosfatos y Carbamatos (clase 1); estos compuestos mataban vertebrados e
invertebrados inhibiendo la colinesterasa y la consecuente disrupcién del sistema nervioso. En
1980, surgieron los piretroides sintéticos (clase Il), mostraron resultados superiores, a bajos costos
operativos (Pinchin et al., 1980). Deltametrin y cipermetrin fueron exitosamente aplicados en
campo para el control de adultos de T. infestans, sin embargo en el estadio de huevo resultaron
inocuos. Subsecuentemente, muchos paises de Latinoamérica utilizaron piretroides sintéticos de
varios tipos, generalmente dando resultados satisfactorios (Schofield y Dias, 1998). Segun la
clasificaciéon toxicolégica de la OMS, los insecticidas se clasifican como: Clase la (productos
sumamente peligrosos), Clase Ib (productos muy peligrosos), Clase Il (productos moderadamente
peligrosos) y Clase Il (productos poco peligrosos), de acuerdo a su dosis letal media

(http://www.who.int/es/).
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El prolongado e intensivo control de transmisores de Trypanosoma cruzi mediante el uso de
insecticidas quimicos ha generado focos de resistencia a piretroides (Dieldrin) en Rhodnius prolixus
en Venezuela y a Triatoma infestans en Brasil (Zerba, 1999), en Bolivia y en Argentina (Schofield,
2001). En México se ha evaluado la eficacia del piretroide “Cyflutrin” en Yucatan para el control de
Triatoma dimidiata; los resultados mostraron que después de la aplicacidn del insecticida hubo re-
infestacidn por adultos al cabo de cuatro meses (Dumonteil et al., 2004), al igual que en Veracruz
con resultados similares, resaltando que los piretroides no tienen ningun efecto en los huevos
(Rojas-Wastavino et al., 2004). Para el control de Meccus pallidipennis se han utilizado piretroides
sintéticos (bifentrin, cyflutrin y deltametrin( clase Il), sefialando re-infestacidn a los 12 meses; por
lo que se estdn buscando estrategias de control ambientalmente seguras contra insectos
transmisores y plagas agricolas, utilizando agentes microbianos, entre los que estan los hongos

entomopatdgenos.

El término “control biolégico” fue usado por primera vez por Smith en 1919, para referirse al uso
de enemigos naturales (introducidos o manipulados) para el control de insectos plaga (Barrera,
2007). El término plaga es un concepto creado por el hombre para referirse a cualquier organismo
que perjudica su alimento, vivienda, vestido y salud. Las plagas sélo se encuentran en sistemas
modificados por el hombre, como areas urbanas, agroecosistemas, etc. En la naturaleza no existen

plagas, sélo consumidores que viven a expensas de productores (Rodriguez-Del Bosque, 2007).

En 1977, en Argentina se realizd el primer intento de control biolégico de triatdminos en
Argentina, contra Triatoma infestans, utilizando al depredador Telenomus fariai (Hymenoptera:
Scelionidae), sin embargo, sdélo era especifico contra el estadio de huevos de triatoma y de otros
insectos. En 1999, éste mismo método fue utilizado en Guatemala contra Triatoma dimidiata. Se
ha evaluado el uso de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) contra Rhodnius prolixus; en Brasil, se
ha hecho uso de inhibidores de crecimiento de los insectos (ICl) contra Triatoma infestans, sin
embargo, Unicamente causaba fallas en la poblacién mds que la muerte del mismo (Coscarén,
1997). Otro método utilizado contra el transmisor es “triatoma virus (TrV)” en Argentina, sin
embargo, el problema serio que se enfrenta es la necesidad de la ingestidn de este por los insectos
para su éxito (http://www.redtrv.org). En la década de los ochentas se iniciaron los primeros
ensayos biolégicos con hongos entomopatdgenos para el control de triatdminos en América del

Sur (Romania et al., 1987).
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1.4.HONGOS ENTOMOPATOGENOS

En México, el Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB) en Tecoman, Colima,
cuenta con aislados nativos de hongos entomopatdgenos provenientes de diferentes hospederos y
cultivos. Estos aislados han sido estudiados conjuntamente con el laboratorio de Micologia Basica
del Depto. de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM, para
evaluarlos feno (Toriello et al., 2009) y genotipicamente (Navarro-Barranco et al., 2006). Ademas,
se conoce su virulencia en insectos (Zavala-Ramirez, 2005; Castellanos-Moguel, 2006), su
inocuidad para mamiferos (Toriello et al., 2006; Mier et al., 2005) y se ha reportado de bajo
impacto a insectos que no son el objetivo blanco de los hongos (Zimmermann, 2007; 2008). Las
especies fungicas mas utilizadas como agentes microbianos se encuentran en varios géneros como
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, M. acridum, Lecanicillium lecanii e Isaria
fumosorosea, entre muchas otras. Estas especies han sido utilizadas para el control biolégico de
plagas agricolas, asi como en el inicio de estudios para el control de insectos transmisores de

enfermedades (Luz et al., 1998a; Pedrini et al., 2009; Lazzarini et al., 2006).

El mecanismo de infeccion de los hongos entomopatégenos consiste en la adhesion, penetracién,
diseminacién y salida del hongo del insecto (Charnley y St. Leger, 1991) (Fig. 6). Cuando el conidio
se adhiere a la cuticula del insecto, éste germina desarrollando un apresorio (estructura de
adhesién y penetracion). La cuticula es penetrada por una combinacién de presién mecanica y la
accion de enzimas que degradan la cuticula, como son las proteasas (Prl y Pr2) y quitinasas. El
hongo prolifera por crecimiento vegetativo en el hemocele del hospedero y se producen conidios
externos hasta la muerte del hospedero (Fig. 6). La cuticula del hospedero es la primera linea de
defensa contra la infeccidn y tiene un papel central determinando la especificidad fungica. Si el
hongo penetra la cuticula, una infeccién exitosa puede resultar si el hongo puede vencer la
respuesta inmune innata del insecto. Los insectos responden de forma celular y humoral hacia una
infeccidn fungica, con activacidon inmune, se presenta tan pronto como ocurre la degradacidon de la
cuticula, durante el paso de la penetracidn. Los hongos tienen dos estrategias principales para
vencer la respuesta de defensa del hospedero; el desarrollo de formas de crecimiento cripticas
que son enmascaradas efectivamente de la respuesta de defensa del insecto y produccidon de
sustancias inmunomodulantes que suprimen el sistema de defensa del hospedero (Thomas vy

Read, 2007a).
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Figura 6. Esquema general del mecanismo de infeccién de los hongos entomopatdgenos (modificado de

Charnley y St. Leger, 1991).

Los hongos entomopatdgenos atacan de manera natural a muchas especies de insectos, y en
algunos aspectos son muy adecuados para su desarrollo como biopesticidas. Estos hongos pueden
ser producidos en masa in vitro, almacenados por largos periodos, y sus esporas aplicadas con
equipos convencionales. De manera diferente a los virus y bacterias, que necesitan ser ingeridos
para infectar a los insectos, los hongos infectan por contacto externo. Y comparado con la mayoria
de los insecticidas quimicos, los hongos son menos téxicos a los mamiferos y con un impacto
ambiental insignificante. La eficiencia del control bioldgico a largo plazo es determinante clave en
la frecuencia de re-tratamiento necesaria para el control de enfermedades producidas por
transmisores, como Chagas, Malaria y Dengue. Estas nuevas estrategias podrian abrir el camino
para un biocontrol mas efectivo tanto, de insectos de plagas agricolas como para aquellos que son

de importancia médica (Wang y St Leger, 2007).
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Entre algunos hongos entomopatdgenos de relevancia como agentes microbianos en el control
bioldgico, se encuentra la especie Isaria fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae) que fue
descrita por primera vez por Wize en 1904. Tiempo después, basados en el estudio monografico
del género Paecilomyces, fue incluida dentro de este por Samson en 1974 y nombrada como
Paecilomyces fumosoroseus. Sin embargo, otro estudio sobre la revision taxondmica y re-
clasificacién del género Paecilomyces y el status de Isaria, resultaron en una nueva transferencia
de muchas especies del género Paecilomyces al género Isaria; actualmente Isaria fumosorosea se
situa en la familia Cordycipitaceae, dentro del orden de los Hypocreales (Ascomycota). Este hongo
fue aislado por primera vez de una larva de la remolacha del azucar, Cleonus punctiventris, en
Ucrania y es un hongo de rapido crecimiento que produce primero colonias de color blanco con

cambio de tonalidades desde el purpura al rosa (Zimmermann, 2008) (Fig. 7) (Tabla 3).

Figura 7. Isaria fumosorosea. (A) Aspecto macroscdpico de la colonia (Cortesia de la Dra. Conchita Toriello,
Lab. de Micologia basica, Facultad de Medicina, UNAM). (B-C) Morfologia del conidiéforo, fialides y conidios
(Domsch et al., 1980; Barron, 1983).
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Desde 1990, estudios extensivos en la existencia de hongos patdgenos de mosquita blanca
revelaron que . fumosorosea es uno de los hongos entomopatdégenos mas comunes que ataca
ninfas y adultos de Bemisia spp. y Trialeurodes vaporarium, los cuales se distribuyen
principalmente en regiones tropicales y sub tropicales. En Bemisia, I. fumosorosea ha sido capaz de
causar epizootias en EUA, México e India y ademds ha sido aislado de acaros, dipteros, hemipteros

e himendpteros.

Isaria fumosorosea tiene un amplio rango de hospederos, principalmente del orden Lepidoptera,
es un patégeno de alrededor de 40 especies de insectos, y es uno de los hongos patdgenos mas
comunes que causan infeccidn rapida y muerte en la mosquita blanca Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae). Es responsable de epizootias que pueden afectar significativamente poblaciones de
insectos en el campo. En términos de rangos de temperatura para su crecimiento ésta especie es
mesofilica (es decir que crece a moderadas temperaturas) y las tasas de crecimiento dptimas se

ubican entre los 20-30°C.

Se han desarrollado varios biopesticidas que contienen Unicamente . fumosorosea o en
combinacidon con otros entomopatégenos (M. anisopliae y B. bassiana) en Estados Unidos de
América, Europa, India y Sudamérica (Colombia, México, Venezuela) para combatir plagas
agricolas (Zimmermann, 2008). Actualmente, el hongo I. fumosorosea esta registrado como un
micopesticida y esta bajo desarrollo comercial para el control biolégico de la mosquita blanca. Este
hongo es actualmente utilizado en México, Venezuela y en los Estados Unidos de América como

una alternativa ambientalmente aceptable a pesticidas quimicos para plagas agricolas.

Otro hongo entomopatégeno ampliamente utilizado como agente microbiano es Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae), distribuido mundialmente en el suelo
y que exhibe un amplio rango de hospederos insectos. Fue descrito por primera vez, bajo el
nombre de Entomophothora anisopliae (Zimmermann, 2007), como patogeno del escarabajo del
trigo en 1879 por Metschnikoff, y después como M. anisopliae por Sorokin en 1883. Driver et al.
(2000), reclasificé el género Metarhizium utilizando datos de secuencia del ITS y de la regidn 28S
ADNr D3 y patrones de RAPD revelando 10 clados distintos. M. anisopliae var. anisopliae
corresponde al clado 9. Bischoff et al. (2009) realizaron un andlisis filogenético multigénico, con
base a genes que codifican para EF-1a, RPB1, RPB2 y B-tubulina, y sus resultados apoyan la

monofilia de nueve taxa terminales en el complejo de M. anisopliae.
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Este hongo ha sido considerado seguro y ambientalmente aceptado como una alternativa a
pesticidas quimicos. En afios recientes ha sido registrado como agente microbiano o esta bajo

desarrollo comercial para el control de varias plagas.

M. anisopliae ha sido aislado en México de la plaga del maiz, Phyllophaga sp. (Coleoptera:
Melolonthidae) y de la plaga denominada cominmente mosca pinta o salivazo de los pastos, que
comprende principalmente dos géneros: Aeneolamia sp. y Prosapia simulans (Hemiptera:

Cercopidae), el cudl ataca particularmente la cafia de azucar.

Estudios de termotolerancia indican que la temperatura dptima de crecimiento de los aislados de
M. anisopliae procedentes de México es de 25 a 30 °C, lo que sugiere la aplicacién de este hongo
en zonas climaticas acordes (Navarro-Barranco et al., 2006). Este hongo desarrolla colonias de
color verde, a veces de color sepia o isabelino, y sus caracteristicas morfoldgicas se describen en la

Tabla 3 (Domsch et al., 1980; Tulloch, 1976) (Fig. 8).

Figura 8. Metarhizium anisopliae. (A) Aspecto macroscépico de la colonia (Cortesia de la Dra. Conchita
Toriello). (B-C) Morfologia del conidiéforo, fidlides, conidios y columnas de conidios (Watanabe, 1994;

Barron, 1983
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En la Tabla 3 se pueden observar las principales caracteristicas de estas dos especies flungicas de

relevancia para el control bioldgico de insectos.

Tabla 3. Principales caracteristicas de los hongos entomopatdgenos I. fumosorosea y M. anisopliae

CARACTERISTICA

HONGO ENTOMOPATOGENO

Isaria fumosorosea

(Wize)

Metarhizium anisopliae

(Metschnikoff) Sorokin

Morfologia de conidios

Tamanio de conidios

Conidioforo

Habitat

Color de colonias

Temperatura

Humedad

Conidios en cadena, cilindricos a
fusiformes

3-4x1-2 um

Bien desarrollados, simples o
ramificados, septados y hialinos. Las
fidlides tienen una porcién basal
globosa.

Suelos boscosos

En APD de color blanco, con cambio de

tonalidades desde el purpura al rosa

25°C
60 % RH

Basipetos catenulados,
fialosporas cilindricas
6.3-9.8x2.1-2.5um
5.0-8.0x2.5-3.5um
De 40-80 um de alto. Simples o
ramificados. Fidlides apicalmente
puntiagudas de
9.7-353x2.1-2.7 um.

Suelos boscosos

En APD de color verde amarillento.
En ocasiones en tonos mas oscuros
de verde, sepia o isabelino.
25°C
60 % RH

Tomado de Watanabe, 1994, Barron GL, 1983; Domsch, 1980
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1.5. INOCUIDAD EN VERTEBRADOS E INVERTEBRADOS NO BLANCO. IMPLICACIONES ETICAS.

La habilidad de los entomopatdgenos para infectar insectos estd usualmente restringida dentro de
un grupo de hospederos. Sin embargo, el desarrollo y uso de hongos como agentes microbianos
para control de plagas requiere de diversos estudios para determinar su potencial perjudicial para
animales y humanos. Cuando un entomopatégeno es producido en masa, los problemas en su
seguridad deben ser expresados; las pruebas de seguridad son una via para producir los datos
necesarios para direccionar estas preocupaciones. El desarrollo de cualquier agente bioldgico de
control debe ser monitoreado y manejado cuidadosamente durante su produccién y aplicacion en
cultivos, tomando en cuenta sus riesgos potenciales y problemas de seguridad para evitar posibles

riesgos en la salud, especialmente en vertebrados y humanos (Siegel, 1997).

Diversos paises y organizaciones: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAQ), Organizacion Mundial de la Salud (WHQO), Grupo Internacional de Asociaciones
Nacionales de Fabricantes de Productos Agroquimicos (GIFAP), Organizacion Internacional de
Control Bioldgico (IOBC), Agencia de Proteccién del Ambiente (EPA) de Estados Unidos,
Organizacién para la Cooperacidon y Desarrollo Econdmicos (OECD) de la Unién Europea, han
contribuido al desarrollo de procedimientos para el registro de plaguicidas microbianos
(bioinsecticidas). En el documento de la “Guia de Requerimientos para el Registro de Plaguicidas
Microbianos” de la OECD (OECD Series on Pesticides, No. 18) de enero de 2003, se enlistan los
puntos que de acuerdo a las autoridades que regulan las normas sobre plaguicidas de la mayoria
de los paises miembros de la OECD deberian conformar un expediente de un plaguicida
microbiano. Entre estos puntos se encuentran los datos toxicolégicos e informacién sobre datos
de la exposicion al agente microbiano, estudios sobre su destino y comportamiento en el
ambiente, estudios toxicoldgicos e informacién resumida del impacto y riesgo del agente al
ambiente.

En contraste con hongos entomopatdgenos bien conocidos como: B. bassiana y M. anisopliae,
existen pocas investigaciones sobre el efecto de especies de Isaria contra organismos benéficos y
gue no sean blanco. Reportes sobre el uso del micopesticida Priority® (/. fumosorosea) mencionan
gue no existe toxicidad de éste a lombrices de tierra, gusanos de seda, abejas y enemigos
naturales del algodén (Zimmermann, 2008). En el mismo reporte se menciona que no existe
patogenicidad y toxicidad en ratas (oral aguda, intraperitoneal aguda y pulmonar aguda) y ratones
(oral aguda), y no se encontré irritacién en mucosas o piel en conejos (dermal aguda). Ademas, no

se observo toxicidad oral aguda/patogenicidad en gallinas y palomas, y baja toxicidad en peces de
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agua dulce. Hasta el momento, se ha mostrado que este hongo no es téxico para aves, mamiferos

o humanos (Zimmermann, 2008).

La bioseguridad de otro hongo entomopatdégeno, M anisopliae, también ha sido establecida,
utilizando mamiferos y modelos de vertebrados, tales como aves, peces, ratones, conejos, ratas y
reptiles, desde 1968 hasta 1983. Pruebas de seguridad en mamiferos (roedores y conejos)
utilizando inhalacién, exposicién subcutanea, intraperitoneal e intraocular no han demostrado

efectos adversos o infeccion.

En Meéxico también se han desarrollado protocolos de bioseguridad con hongos
entomopatégenos. Entre éstos, se encuentran los estudios de patogenicidad y toxicidad en
animales de experimentacidn de las cepas EH-506/3 de I. fumosorosea (Mier et. al. 2005) y EH-
479/2 de M. anisopliae (Toriello et al., 2006), ambas aisladas de insectos en México, en los cuales

se demostré la inocuidad de ambas cepas.

Actualmente, los hongos entomopatdgenos han sufrido diversas reclasificaciones taxondmicas. Las
clasificaciones mds recientes que conciernen a I. fumosorosea y M. anisopliae corresponden a
Humber et al (2010) y Bischoff et al. (2009), las cuales se seguirdn en este trabajo y corresponden
a: Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) y Metarhizium anisopliae (=Metarhizium

anisopliae var. anisopliae).
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2. ANTECEDENTES

2.1. CONTROL BIOLOGICO EN PLAGAS AGRICOLAS

Los insectos pueden ser infectados por bacterias, virus, protozoarios y patégenos fungicos.
De éstos, los hongos entomopatdgenos son quizas los mas adecuados para su desarrollo como
bioplaguicidas porque no requieren ingestion por el hospedero. En su lugar, estos hongos infectan
por contacto externo. El tiempo tomado para matar al hospedero después de la infeccion varia de
dos a cinco dias hasta unas pocas semanas, dependiendo de la combinacién particular

hospedero/patdgeno y de las condiciones ambientales (Thomas y Read, 2007b).

Algunos productos de bioplaguicidas han sido ampliamente utilizados, en vista de su
potencial para el control de insectos plaga. A una escala global, la penetracion de la tecnologia del
biocontrol dentro del mercado de plaguicidas ha sido minima; el control biolégico constituye
menos del 2% de las ventas mundiales de control de plagas (US$30 billones anualmente), y mas
del 70% de esta pequefa proporcién son productos basados en la bacteria Bacillus thuringiensis

(Thomas y Read, 2007b).

En 1989, en respuesta a las preocupaciones sobre la salud humana, el ambiente y como
consecuencia del uso extensivo de insecticidas quimicos contra langostas y saltamontes en Africa,
se inicié un programa de investigacion para desarrollar un plaguicida biolégico mas sustentable
contra estos insectos. El programa se denomind LUBILOSA (Lutte Biologique Contre Les Locustes et
les Sauteriaux), fue fundamentado en investigaciones preliminares de una cepa virulenta del
hongo entomopatdégeno Metarhizium acridum y habian demostrado que una formulacidon de
conidios del hongo en aceite podia establecer infeccidn en la langosta en condiciones de humedad
relativamente baja. El producto desarrollado fue “Green Muscle”®, el cual ahora ha sido registrado
en varios paises: Sudafrica, Zambia, Namibia, Sudan, Mozambique y Africa. Desde que LUBILOSA
finalizd en 2001, varios proyectos han continuado para evaluar el impacto de “Green Muscle” en
especies de langostas y saltamontes en Africa, Australia, Europa y Latinoamérica para optimizar su

uso (Fig. 9 A-D).
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En 1993, la CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation)
colaboré con LUBILOSA para desarrollar un bioplaguicida (basado en una cepa australiana de la
misma especie fungica utilizada en Africa) para su uso contra langostas y saltamontes, en
Australia. En 2005 se registré el producto “Green Guard”®, el cual forma parte integral del control

bioldgico de langostas en Australia (Thomas y Read, 2007b).

La produccién de Green Muscle y Green Guard muestra que productos bioplaguicidas
efectivos basados en hongos entomopatdgenos pueden ser desarrollados con eficiencia. El
programa LUBILOSA costd USS17 millones de délares, comparado con los USS 70-100 millones que
son requeridos para desarrollar un nuevo componente sintético de pesticidas (Thomas y Read,

2007b).

Green Muscle y Green Guard mantienen un precio bajo, comparado con la mayoria de
insecticidas quimicos establecidos, ademas tienen bajo impacto ambiental y pueden ser utilizados
cerca de corrientes de agua, cultivos organicos y dreas de conservacion, satisfaciendo la demanda

de mas tecnologias ambientalmente sustentables (Thomas y Read, 2007b).

Figura 9. Control bioldgico en langostas. El programa LUBILOSA en Africa (A) desarrollé el bioplaguicida
“Green Muscle”® (B) contra Oedaleus senegalensis (Orthoptera: Acrididae) (C) a partir de una formulacién

de Metarhizium acridum (D) (http://www.lubilosa.org).
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De manera mas general, los programas de bioplaguicidas en langostas han avanzado
nuestro conocimiento en areas tales como deteccién, formulacién, produccion en masa, control
de calidad, almacenamiento, aplicacidn, impacto ambiental, pruebas de seguridad y ecologia de la
relacidon patdgeno-hospedero. Estos avances técnicos han estado acompafiados por desarrollo en

areas como produccidon comercial y registro de producto.

Por otro lado, en Ila Republica Mexicana, también se han utilizado hongos
entomopatégenos para el control biolégico de plagas. Por ejemplo, la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) recomienda la aplicacion de una cepa nativa de M. acridum para el
combate de ninfas de Schistocerca piceifrons piceifrons (Orthoptera: Acrididae) conocido
comunmente como langosta voladora, y es una plaga que se alimenta de mas de 400 especies de
vegetales (maiz, soya, frijol, ajonjoli, algoddn, etcétera). La primera aplicaciéon en campo se realizd
en 2001 en Tizimin, Yucatan; se trataron con M. acridum ninfas | y Il en una extensién de 17 ha, se
aplicé una dosis de 4 x 10" conidios/ha de aceite mineral citrolina. Los resultados mostraron una
reduccion entre 86 y 95% en la dispersiéon y movimiento de estas langostas (Hernandez-Veldzquez
y Toriello, 2008). En San Vicente, San Luis Potosi, también se realizaron evaluaciones en 2002; las
aplicaciones del hongo se llevaron a cabo en 35 ha de un rancho ganadero. El efecto fue similar al
observado en Tizimin, Yucatan , en donde la disminucidn de las ninfas de S. piceifrons se inicia a los
siete dias y alcanza el maximo efecto entre 12 y 14 dias posteriores a la aplicacion (Hernandez-
Veldzquez y Toriello, 2008). En 2002, también se evaluaron tres dosis de la cepa MaPL32 del hongo
M. acridum en 12 ha en Estacidon Cuauhtémoc, Tamaulipas, con mortalidades del 90% en las tres

dosis después de 12 dias (Hernandez-Veldzquez y Toriello, 2008).

Los beneficios ecoldgicos de la implementaciéon del control bioldgico de langosta y
chapulin son incalculables, ya que se reduce significativamente la aplicacién de insecticidas y se
evita el impacto negativo sobre la salud de los trabajadores agricolas. Los resultados obtenidos
permiten concluir que los aislamientos de M. acridum detectados en México sobre langosta
presentan especificidad a los acrididos, lo que permite ubicarlos como candidatos ideales para ser
utilizados en forma inundativa en el manejo de la langosta S. piceifrons (Hernandez-Veldzquez y
Toriello, 2008). Con este hongo se han llevado a cabo diferentes protocolos de bioseguridad en
diversos érdenes de insectos, crustaceos, aves, y reptiles, donde se muestra la inocuidad del la

especie fungica (Toriello, 2003).

Recientemente en México se probaron tres aislamientos de M. anisopliae y tres
aislamientos de B. bassiana contra adultos de Dalbulus spp. (Hemiptera: Cicadellidae),
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comunmente denominada chicharrita del maiz, la cual es la plaga mas importante de este cereal,
reportaron que el aislamiento M362 de M. anisopliae, de la Coleccion de Hongos
Entomopatogenos del Centro Nacional de Referencia de control bioldgico, produjo la mayor
mortalidad (40.1%) de D. maidis a los 25 dias después de la aspersion. Este aislamiento maté
significativamente mas rapido a los adultos y tuvo el mayor porcentaje de esporulacion (Moya-
Raygoza, 2008). Una de las especies de hongo mas utilizada en el manejo integrado de plagas
(MIP) es Metarhizium anisopliae, patégeno de la mosca pinta o salivazo de los pastos, que afecta
grandes cultivos de cafia (Fig. 10 A-B) (Montoya-Sansén, 2006). Otra plaga agricola, la mosquita
blanca de los invernaderos, Trialeurodes vaporarium (Hemiptera: Aleyrodidae), se ha convertido
en una seria amenaza para la agricultura mundial. En estados de la Republica Mexicana como
Morelos, Puebla, México e Hidalgo, donde la agricultura es principalmente de temporal, los dafos
causados por T. vaporarium son frecuentemente severos (Fig. 10 C-D), ademas de ser transmisor
de geminivirus. Resultados positivos en el control de T. vaporarium se han obtenido con la
aplicacion combinada de los hongos entomopatdgenos Aschersonia aleyrodis, Isaria fumosorosea
y Beauveria bassiana (Garcia-Valente y Ortega-Arenas, 2008). Estos son algunos ejemplos de la

utilizacion de especies fungicas en el control biolégico de plagas agricolas en México.

Figura 10. Casos de control bioldgico en México. (A) Mosca pinta o salivazo de los pastos (Hemiptera:
Cercopidae). (B) Infectada con M. anisopliae. (C) Trialeurodes vaporarium (Hemiptera: Aleyrodidae). (D)
Infectada con Isaria fumosorosea. Cortesia de la Dra. Conchita Toriello, Lab. de Micologia basica, Facultad de

Medicina, UNAM.
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2.2. CONTROL BIOLOGICO EN INSECTOS TRANSMISORES DE ENFERMEDADES PARASITARIAS

Los casos anteriores del uso de agentes microbianos para plagas agricolas proveen un
fundamento sélido para el desarrollo de bioplaguicidas basados en hongos para ser utilizados en
estrategias integrales para el control de enfermedades, tales como Chagas, malaria, dengue y

leishmaniasis (Thomas y Read, 2007b).

Un componente clave del control integral de enfermedades transmitidas por insectos tales
como malaria y dengue es el uso de insecticidas que tienen como blanco estos transmisores. Sin
embargo, la utilidad de estos insecticidas esta siendo cuestionada por problemas de resistencia en

los insectos, contaminacion ambiental y riesgos para la salud humana (Thomas y Read, 2007b).

Scholte et al. (2005) han resaltado el uso potencial de hongos entomopatdgenos para
matar mosquitos adultos transmisores de malaria, infectaron insectos exponiéndolos a
formulaciones de aceites con conidios, aplicadas en superficies donde los mosquitos adultos
descansan después de alimentarse. Scholte et al., 2003 realizaron bioensayos en el laboratorio y
mostraron que los mosquitos se infectaron por la exposicién a hongos entomopatdgenos,
causando el 100% de mortalidad en adultos de Anopheles y Culex spp. entre los siete y 14 dias,
dependiendo de la dosis, formulacidn y cepa fungica. Blandford et al. (2005) utilizaron un modelo
murino de malaria para examinar el efecto de la infeccion fungica en el potencial de transmisidn
de la malaria. Los resultados indicaron reducciéon de hasta 80 veces el nimero de mosquitos

capaces de transmitir malaria después de su exposicion al hongo patégeno.

Scholte et al. (2005) sefialaron que en el biocontrol de transmisores de enfermedades, no
es necesario matar rapidamente al transmisor con el patégeno virulento, mas que eso, se enfatiza
en el potencial de los entomopatdgenos para influenciar el comportamiento del insecto y de una
forma mas sutil que puede afectar negativamente la transmisién de la malaria sin necesidad de
reducir la densidad de transmisores. Por ejemplo, numerosos estudios en insectos patégenos han
resaltado el potencial de efectos pre-letales (Blandford et al., 2005). Las langostas que se infectan
con hongos entomopatdgenos desarrollan alteraciones en comportamiento, alimentacion,
fecundidad, movilidad y respuesta tardia de escape a depredadores antes de que mueran, los
mosquitos infectados con entomopatégenos tienden a reducir su alimentacidon antes de su

muerte, y se altera la tasa de sobrevivencia del parasito de la malaria dentro del mosquito.
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Al igual que el control de transmisores para la enfermedad de Chagas, el control de la
malaria estd casi exclusivamente basado en insecticidas quimicos, rociado al interior de la vivienda
e impregnacién de mosquiteros para matar mosquitos adultos en Africa, sin embargo, el uso
continuo de insecticidas ha conducido a un sustancial incremento en la resistencia de los

mosquitos (Scholte et al., 2005).

En Tanzania, se infectaron mosquitos adultos al posarse en 3m” de tela de algoddn negra
impregnada con M. anisopliae; de las 580 hembras de Anopheles gambiae capturadas, 132
estaban infectadas con M. anisopliae. Los valores de tiempo letal medio fueron de 3.70 dias en
machos y 3.49 dias en hembras, Scholte et al. (2005) concluyeron que la aplicacién de
entomopatégenos puede reducir la transmisiéon del pardsito y reducir el riesgo de contraer
malaria. En este mismos lugar Lwetoijera et al. (2010) demostraron que con conidios de la cepa IP
46 de Metarhizium anisopliae, liberados dentro de una estacion peridomiciliada, podia infectar
una alta proporcién de transmisores adultos de la malaria, Anopheles arabiensis; utilizando una
concentracién de 3.9 x 10" conidios/mz, mas del 95% de mosquitos murieron dentro de 14 dias

posteriores a la exposicién.

Otra enfermedad parasitaria es la leishmaniasis, transmitida por la picadura de flebétomos
infectados que pertenece al género Phlebotomus y Lutzomya en el Viejo y Nuevo Mundo,
respectivamente. En el control bioldgico de flebotémos como Lutzomya longipalpis (Diptera:
Psychodidae), transmisor de la leishmaniasis visceral, se ha estudiado el efecto de M. acridum en
huevos, larvas y adultos a concentraciones de 1 x 10* a 1 x 10® conidios/ml. Los resultados
presentados en este estudio sugieren baja virulencia de M. acridum contra huevos vy larvas de L.
longipalpis, por lo cual no podria ser utilizado en estos estadios. Sin embargo, en términos de
mortalidad de adultos y fecundidad de hembras infectadas, los resultados fueron significativos

(Albano-Amora et al., 2010).

En otro estudio se probaron 16 aislados de M. anisopliae y tres de B. bassiana contra
adultos de Phlebotomus duboscqui, los cuales fueron susceptibles a la infeccién fungica con
mortalidades que van del 76.8-100% en 12 dias posterior al tratamiento. El TLso varié de 3.0 a 7-8
dias y el TLgyde 5.3 a 16.2 dias en todos los aislados fungicos. Los aislados mas virulentos causaron

mortalidades que van desde el 97.5%-100% entre 5.3 a 9.6 dias (Ngumbi et al., 2011).
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Otra enfermedad transmitida por insectos es la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana, en ésta, los hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae han sido reportados como altamente virulentos en condiciones de laboratorio contra
Triatoma infestans, y otras especies de triatbminos, ademas, estos hongos entomopatdgenos

tienen la capacidad de reproducirse sobre sus caddveres (Luz et al., 1999a).

Los primeros ensayos bioldgicos con hongos entomopatdgenos para el control de
triatéminos se realizaron en la década de los ochentas por Romafia et al. (1987). En este estudio se
evalud la patogenicidad de 14 aislados de cinco especies de hongos entomopatégenos: Beauveria
bassiana, B. brogniartii, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi e Isaria fumosorosea, en ninfas
de primer estadio de Rhodnius prolixus. Todas las cepas de hongos se probaron a una dosis de 3 x
10’ conidios/mL, de estas cinco especies sélo cuatro resultaron efectivas causando porcentajes de
mortalidad variables: los aislados de B. bassiana numeros 297 y 326 causaron el 100% en tan sélo
15 hora, con el aislado nimero 56 de P. fumosoroseus fue de 80-100% en xxx , con los aislados
nuimeros 9y 13 de N. rileyi fue de 65% y 50% en xxxxx respectivamente y el aislado nimero 149 de
M. anisopliae fue de 55%; en los demas aislados, la mortalidad fue menor del 50% (Romania et al.,

1987).

Se llevaron a cabo ensayos en campo en un drea central de Brasil (Sao Luis de Montes
Belos, Goids) para el control peridoméstico de T. sordida con formulaciones de aceite y B. bassiana
(10° conidios/cm?) en gallineros construidos a base de ladrillos sueltos, tejas, tablones de maderay
fragmentos de bolsas negras; los resultados mostraron que las poblaciones peridomésticas de T.
sordida pueden reducirse después de la aplicacién de B. bassiana, sin embargo, no pudieron ser
eliminadas permanentemente en las areas tratadas con hongos. Investigaciones en la actividad de
los hongos entomopatdgenos en triatdminos bajo condiciones de campo son importantes para
evaluar su potencial en el control bioldgico de estos transmisores. Luz et al. (2004) en su estudio
sefialaron que los resultados obtenidos en el laboratorio no son reproducibles en el campo, donde
las interacciones entre patdgenos, transmisores y ambiente son complejos. La baja actividad de B.

bassiana en su estudio pudo ser debido a condiciones de humedad no dptimas.

Los hongos entomopatdgenos son candidatos promisorios para el control biolégico de
triatdminos, porque invaden a su hospedero a través del integumento. Sin embargo, la humedad
relativa (HR) y temperatura son factores ambientales limitantes para el desarrollo fungico en
insectos. Se evaluaron in vitro 23 aislados de B. bassiana y 13 aislados de M. anisopliae en ninfas
de tercer estadio de T. infestans, para conocer si las altas tasas de infeccion de triatdminos por
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hongos entomopatdgenos dependia de la humedad. La mayoria de los aislados utilizados en este
estudio fueron obtenidos originalmente de insectos hemipteros en Brasil. Los resultados
mostraron que a una humedad relativa del 50% la virulencia de la mayoria de los aislados fue
reducida y que a humedades relativas del 100% cuatro aislados de B. bassiana y dos de M.
anisopliae causaron mortalidades del 90%, por lo que concluyen que la humedad afecta
directamente la mortalidad en triatdminos, y que otros factores que pueden afectar la mortalidad

son la temperatura y concentracion de conidios (Luz et al., 1998a).

Lo anterior es confirmado en otro estudio al evaluar el mismo transmisor con ambos
entomopatégenos pertenecientes a diferentes cepas, en condiciones de laboratorio la mortalidad
de estos hongos contra T. infestans es muy alta a humedades cercanas a la saturacion y existe una

reduccion de la mortalidad a humedades relativamente bajas (Lazzarini et al., 2006).

Es un hecho que el control de triatdminos depende de acciones coordinadas e integradas,
dirigidas a mejorar las condiciones culturales y socioecondmicas, ademads del uso de métodos de
control mas eficientes y menos toxicos, B. basianna se encuentra entre los entomopatdégenos mas
utilizados en bioensayos, por ejemplo, Lecuona et al. (2001) estudiaron el efecto cuatro cepas
aisladas en Argentina en ninfas y adultos de T. infestans, la mortalidad en ninfas fue del 100% vy el
TLso entre 6.5 y 7.3 dias. La mortalidad en adultos fue del 75-100% con un tiempo letal medio
entre 4.8 y 7.5 dias. Tres de estas cepas flungicas fueron aisladas de lepiddpteros y solo una de
hemipteros. La DL, varié entre el 1.6 x 10°% 21.7 x 10°. Ademds, mencionan que mas que la
humedad la temperatura puede ser un factor limitante para el uso de hongos entomopatdgenos,

ya que sus mortalidades mas altas ocurrieron a temperaturas de 26°C (la dptima para este hongo).

Marti et al. (2005) realizaron un estudio sobre hongos entomopatdgenos aislados de
Triatoma infestans entre los afios 2001-2003 en un area endémica de Chagas en Argentina; el
objetivo fue aislar e identificar cepas de hongos entomopatdgenos que infectan T. infestans en la
naturaleza y probar la patogenicidad de este hongo. De un total de 301 adultos y 274 ninfas de T.
infestans colectadas en nueve provincias de Argentina: 10 adultos (3.3%) y cuatro ninfas de quinto

estadio presentaron un hongo filamentoso identificado como Beauveria bassiana.
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Luz et al. (2003) reportaron el aislamiento de un hongo entomopatégeno a partir de un
espécimen muerto de T. sordida (Sao Luis de Montes Belos, Goids, Brasil) y su actividad contra
ninfas de T. infestans. Se estudiaron un total de 64 especimenes de triatdminos colectados en
areas domésticas y peridomésticas, sdlo se obtuvo un aislado de un cadaver de ninfa de cuarto
estadio, la identificacion morfologica del hongo mostré ser una especie de Eviachovaea
(Hyphomycetes). Una razén por la cual no se pudieron aislar mas hongos entomopatdgenos es que
éstos compiten con hongos saprobios y otros organismos en los cadaveres de triatdminos. El
aislado de Eviachovaea sp. mostré alta actividad contra ninfas de tercer estadio de T. infestans a
humedades cercanas a la saturacién. La mortalidad de ninfas se observd de 6-8 dias después de la
aplicacién de Eviachovaea sp. y una mortalidad del 97.5% a los 20 dias. Al igual que B. bassiana la
actividad de Evlachovaea sp. depende de la humedad, ya que estos resultados se alcanzaron con
una humedad relativa del 98%; estas especies por lo tanto pueden ser de uso potencial para

controlar poblaciones de transmisores peridomésticos durante épocas de lluvia.

Marti et al. (2005) lograron aislar de poblaciones domésticas y peridomésticas de T.
infestans (colectados en El Quebracho, Santiago del Estero, Argentina) un hongo identificado como
Paecilomyces lilacinus; la viabilidad de sus conidios fue del 93.83% a las 24 h y el tiempo letal
medio de adultos de T. infestans expuestos a una suspension de P. lilacinus fue de 12.8 dias y

100% de mortalidad a los 30 dias posterior al tratamiento.

Otros hongos que se han utilizado en bioensayos son Aspergillus giganteus y Penicillium
corylophilum en ninfas de primer y cuarto estadio de T. infestans y Panstrongylus megistus. Lara
Da Costa et al. (2003) demostraron en su estudio que la mortalidad de las ninfas inicié a las 48 h
después de su incubacidn con los conidios, se observé la mortalidad en ninfas durante 21 dias.
Concluyeron que su método de pulverizacién con tween 80 es efectivo porque provee mayor
adherencia de los conidios al cuerpo del insecto, ya que los conidios son hidrofébicos y el agua no
permite gran adherencia del conidio a la cuticula del insecto. De las dos especies de hongos, A.
giganteus es mas efectiva contra ninfas de primer (67%) y cuarto estadio (33%) de T. infestans. La
cepa de P. corylophilum fue efectiva para ninfas de T. infestans del primer (62%) y cuarto estadio
(40%). Respecto a P. megistus, las ninfas de primer estadio fueron altamente susceptibles con P.
corylophilum (90%), a diferencia de A. giganteus para ninfas de primer (10%) y cuarto estadio (8%).
Ademads sefialan que solamente los resultados arriba del 50% son considerados efectivos en
analisis de mortalidad, ya que solamente arriba de este nivel se consideran agentes promisorios

para su uso en control bioldgico.
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Al igual que la temperatura y la humedad son factores importantes para el
establecimiento de un método de control biolégico con entomopatdgenos, la cantidad de conidios
producidos es potencialmente importante para la transmisién del hongo hacia otros insectos, por
lo que grandes cantidades de conidios originadas de los cadaveres de insectos puede incrementar
la transmision del hongo a otros individuos y asi acelerar la propagacidn de la epizootia. Un aislado
fungico virulento que produce gran cantidad de conidios en el cadaver (esporulacién) puede ser
considerado para el control de los transmisores de la enfermedad de Chagas. Luz et al. (1999a)
sefialaron en un estudio sobre la esporulacién de B. bassiana en cadaveres de T. infestans, que
una temperatura de 20°C induce una produccién significativamente alta de conidios, a diferencia

de una temperatura de 30°C, la cual produce menor cantidad de conidios.

Otros géneros de triatbminos como Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus han sido
utilizados en bioensayos con Beauveria bassiana. Se probaron 25 ninfas de tercer estadio (cuatro
repeticiones) a una concentracién de 1 x 10’ conidios/ml y se obtuvo que sélo Panstrongyluys
herreri mostré una mortalidad del 100%, y un TLs, de ocho dias, mortalidades de mas del 90% en
Dipetalogaster maxima (TLsy de 10 dias), Triatoma picturata (TLsy 10 dias) y Rhodnius robustus
(TLso de 8 dias); mas del 80% para R. prolixus (TLsy 8 dias), T. infestans (TLsy 12 dias) y Triatoma
brasiliensis (TLsg 12 dias) y mas del 70% para Rhodnius neglectus (TLsy 9 dias) y Panstrongylus
megistus (TLsy 15 dias). Otras especies como T. leticularia, T matogrossensis, T. protracta, T.
rubrovaria, T. vitticeps, T. williami y Rhodnius nasutus mostraron mortalidades de menos del 70%.
La esporulacion de B. bassiana en caddveres después de 10 dias difiere significativamente entre
estas especies de triatdminos y entre géneros. El nUmero de conidios encontrados en cadaveres
varié de 1.77 x 10’ (R. prolixus) a 8.30 x 10’ (T. williami). En conclusidn todas las especies de
triatédminos fueron susceptibles a B. bassiana, tanto especies domésticas como peridomésticas

(Luz et. al., 1998b).

Se ha estudiado la virulencia y caracterizacién genética de dos cepas guatemaltecas de B.
bassiana y dos de M. anisopliae para el control bioldgico de Triatoma dimidiata, se observé que
presentaron el 100% de mortalidad acumulada. El TLsy de las cepas sobre las ninfas de ler estadio
vario entre 5.5 y 6.6 para M. anisopliae, y entre 5.2 a 5.7 dias para B. bassiana, sugiriendo que las
cepas nativas que han sido mantenidas en diversos organismos propios de la misma region

tienden a poseer mayor capacidad virulenta (Melgar et al., 2004).
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En Venezuela B. bassianna ha resultado ser altamente virulenta contra Rhodnius prolixus y
Triatoma maculata; este hongo alcanza mayores porcentajes de germinacion en el rango térmico
de 21-34°C, y a temperaturas extremas de 6 y 40°C se inhibe su germinacidn. En estas especies se
resalta la importancia de investigar entomopatégenos a nivel de laboratorio y de campo,
especialmente hacia aquellas de habitos peridomésticos y selvaticos, donde los insecticidas
guimicos resultan ecoldgicamente inviables o han resultado poco efectivos o impracticos en el

control de las poblaciones de estos insectos transmisores (Cazorla-Perfetti et al., 2007).

Se ha evaluado también la compatibilidad de diversos aislados de hongos
entomopatégenos (M. anisopliae, P. fumosoroseus y B. bassiana) con plaguicidas de uso comun en
la préctica agricola, como carbofuran y malation como insecticidas, benomil (Benlate) y bis-
ditiocarbamato de zinc (Manzate) como fungicidas, encontrando en general que los aislados
presentaron una mayor inhibicidn con los insecticidas que con los fungicidas y el fungicida que
mejor los inhibe es benomil; los insecticidas redujeron ligeramente la capacidad de esporulacion
de los aislados. El fenoxicarb ha demostrado ser compatible con B. bassiana y M. anisopliae,

cuando las concentraciones del hongo son altas y las del insecticida bajas (Vazquez et al., 2006)

En base a los resultados anteriormente citados, el uso de los hongos entomopatégenos
como método de control bioldgico tiene un gran potencial en el drea de la salud para contribuir a

la reduccién de las poblaciones de los principales transmisores de Trypanosoma cruzi.
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3. JUSTIFICACION

La re-infestacién de viviendas por transmisores que vienen de habitats peridomésticos, la
resistencia a los insecticidas, contaminacion ambiental y riesgos para la salud en el humano esta
cuestionando el uso de insecticidas quimicos y se estan buscando nuevas estrategias de control
ambientalmente seguras, las cudles solas o en conjunto con otras estrategias (mejoramiento de la
vivienda y educacion en la salud) pueden mejorar la calidad de vida de los habitantes de zonas

endémicas de Chagas y asi controlar a los insectos transmisores.

El biocontrol que utiliza bioinsecticidas basado en patdgenos microbianos naturales es un
método util para combatir estos transmisores. Dentro de estos patdgenos se encuentran los
hongos entomopatdgenos como: Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae, los cuales infectan
por contacto externo con el hospedero, no requieren ingestion y es posible reproducirlos en
grandes cantidades en el laboratorio a un bajo costo. Meccus pallidipennis (Stal, 1872) es una
especie endémica de México, que se encuentra distribuida en 13 estados. El huevo es la primera
etapa del ciclo de vida de la mayoria de los insectos, y en estudios previos se ha demostrado que
los piretroides son ineficientes para este estadio de desarrollo, lo cual puede ser una de las causas

de la re-infestacion de viviendas.

En este trabajo, se propone el uso de dos cepas nativas aisladas en México de I
fumosorosea (EH-511/3) y M. anisopliae (EH-473/4) evaluadas feno y genotipicamente para
bioensayos con el estadio de huevo de Meccus pallidipennis, para contemplar su posible uso como
alternativa a los insecticidas quimicos, en el control bioldgico de los transmisores de Trypanosoma

cruzi.

44



4. HIPOTESIS

Si los hongos entomopatdgenos son capaces de controlar a diversos insectos que son
plagas agricolas y algunas especies de triatdminos, entonces es posible que estos hongos logren en
pocos dias mortalidades elevadas en el estadio de desarrollo del huevo del ciclo biolégico de

Meccus pallidipennis, para posteriormente lograr un control biolégico de estos insectos.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar en condiciones de laboratorio, el porcentaje de mortalidad, el tiempo letal medio
(TLso), porcentaje de esporulacién y la cantidad de conidios en huevos de Meccus pallidipennis, al
ser expuestos a dos especies de hongos entomopatdgenos, Isaria fumosorosea y Metarhizium

anisopliae.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Reproducir el ciclo de vida de Meccus pallidipennis en condiciones controladas de temperatura

y humedad.

2) Cultivar dos especies de hongos entomopatdgenos, Isaria fumosorosea y Metarhizium

anisopliae, en medio de cultivo APD (Agar Papa Dextrosa).

3) Comparar el potencial de infeccién de dos hongos entomopatdgenos sobre el estadio de huevos
de M. pallidipennis para determinar su efectividad en condiciones de laboratorio, mediante la

evaluacion del tiempo letal medio (TLsg), los porcentajes de mortalidad y de esporulacion.
4) Andlisis estadistico (Probit) de los datos de mortalidad para el calculo de la concentracién letal
media y tiempo letal medio asi como la comparacién de la virulencia entre las dos especies

flngicas probadas.

5) Realizar microscopia electrénica de transmision (MET) para observar los efectos patoldgicos del

hongo en el estadio de huevo de M. pallidipennis.
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6. METODOLOGIA

6.1. REPRODUCCION DEL CICLO BIOLOGICO DE Meccus pallidipennis

Pie de cria. Se utilizd la colonia de triatdminos del laboratorio de “Biologia de Parasitos”,
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM. Esta colonia
del laboratorio se estableci6 en 1996 de especimenes capturados en Cuautla, Morelos. Se
selecciond como material de estudio la especie M. pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae) por ser un insecto peridoméstico, transmisor de la enfermedad de Chagas, amplia
distribucidn en el pais, y por su facilidad de cria. A partir de dos parejas de triatdminos adultos se
obtuvieron los huevos y estadios ninfales (n1, n2, n3, n4 y n5), se criaron en contenedores cubicos
de vidrio de 7 x 15 cm (diametro x altura). Los triatdminos se alimentaron cada tercer dia sobre
ratones CD-1 durante 40 min. Los contenedores con los ejemplares fueron mantenidos en el
insectario con condiciones controladas de 26-28°Cy 60% de humedad relativa (HR).

Ciclo de desarrollo. Se establecieron los tiempos necesarios para la obtencién de los
diferentes estadios del insecto a utilizar en los bioensayos con el hongo. Para ello se inicié con los
huevos ovipuestos por dos parejas de triatdminos adultos. Los huevos fueron agrupados por dia
de oviposicidn para iniciar un grupo de 80 huevos. Después de la eclosién, las ninfas de primer
estadio (n1), fueron separadas individualmente en frascos de plastico de 7 x 15 cm con una base y
acordedn de papel Revolucidn, con el fin de proveer movilidad a los triatdminos. Tres dias después
de la eclosion, las ninfas fueron alimentadas individualmente sobre ratones CD-1 durante 40 miny
después cada tercer dia. Fueron mantenidas en el insectario con condiciones controladas de 26-
28°Cy 60% de HR y fueron checadas diariamente para registrar su muerte o ecdisis.

Ya establecidos los tiempos necesarios entre cada estadio de desarrollo, se utilizaron sélo
los insectos que completaron su estado de desarrollo a adulto (segunda generacidn filial F2), se
colocaron en parejas de adultos para la obtencion de huevos y los demds ejemplares se agruparon
de acuerdo al estadio de crecimiento (huevos, ninfa 1, ninfa 2, ninfa 3, ninfa 4, ninfa 5 y adultos),
bajo las mismas condiciones de temperatura y humedad mencionadas anteriormente. Los
resultados obtenidos se analizaron con el programa estadistico SPSS Versiéon 12 (2003), para

conocer el promedio de dias necesarios entre cambio de estadio.
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Oviposicion. De las dos parejas de triatéminos adultos iniciales se utilizaron las dos
hembras para conocer el nimero minimo y maximo de huevos ovipuestos por cada una durante
15 ocasiones. Cada semana se registré el nimero de huevos ovipuestos por cada hembra, y se
realizd un promedio del total de los huevos registrados. Los resultados obtenidos se analizaron
con el programa estadistico SPSS Version 12 (2003) para conocer el promedio de huevos

ovipuestos por cada hembra (Rabinovich, 1972).

6.2. AISLADOS FUNGICOS (HONGOS ENTOMOPATOGENOS)

Aislados fungicos. Se utilizaron dos cepas de hongos entomopatégenos: Isaria
fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) cepa EH-511/3 (cultivo monospodrico) y Metarhizium
anisopliae (=Metarhizium anisopliae var. anisopliae), cepa EH-473/4 (cultivo monospdrico),
previamente determinadas en cuanto a su virulencia al insecto, caracterizacién feno y genotipica e
inocuidad en mamiferos (Castellanos-Moguel, 2007, 2008; Mier et al., 2005; Toriello et al., 2003;
2006; 2008). Los hongos estan depositados en la coleccién de cultivos del Laboratorio de
Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM,
registrada en la “World Federation of Culture Collections” (WFCC) como BMFM-UNAM 834. Las
especies fungicas se cultivaron en tubos de medio agar papa dextrosa (APD, g/L: papa blanca 300 g,
dextrosa (Drogueria Cosmopolita, México) 20 g, agar (BIOXON®, México) 15 g y agua destilada
1000 mL) (Anexo 1) e incubados a 28°C durante ocho dias (Mier et al., 2002). El origen de cada

cepa se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Origen de las cepas de I. fumosorosea y M. anisopliae

HONGO CLAVE CLAVE INSECTO ORIGEN ESTADO
*UNAM **CNRCB
Bemisia sp.
I. fumosorosea *EH-511/3 **AMBAS2 (Hemiptera: Sandia Colima, México

Aleyrodidae)

M. anisopliae *EH-473/4 **MaNL1 Aeneolamia sp. Cafa de San Luis Potosi,
(Hemiptera: Azlcar México

Cercopidae)

* Laboratorio de Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Autdnoma de México

** CNRCB = Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico

Suspension conidial. Todo el procedimiento se llevd a cabo en la campana de flujo
laminar. Los conidios se deprendieron de la superficie del agar con ayuda de un asa micoldgica
adicionando 3 mL de Tween® 80 al 0.5% (Anexo 1), con una jeringa de plastico estéril de 10 mL. La
suspensidon obtenida se mantuvo en hielo durante todo el bioensayo, se homogenizé y se
realizaron dos diluciones: 1:10 (100 uL de la suspension de conidios obtenida del agar + 900 puL de
Tween® 80 al 0.05%) y 1:100 (10 uL de la suspension + 990 pL de Tween® 80 al 0.05%). Se contd el
numero de conidios en camara de Neubauer, adicionando 15 pL de cada suspensidon en cada
extremo y contando los cinco campos principales de la cdmara. Se ajusté la suspensién para
obtener concentraciones de: 1 x 10’, 3 x 10°, 1 x 10° 3 x 10° y 1x 10’ conidios/mL para el
bioensayo de la concentracién letal media (Clsy) y de 3 x 10°> conidios/mL para el tiempo letal

medio (TLsp).
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Viabilidad de conidios. La viabilidad de los conidios que se utilizaron en los bioensayos de
Clsp y TLso se evalud por el porcentaje de germinacion. Se suspendié una muestra de conidios en
Tween® 80 al 0.5% ajustando la suspensién a 1 X 10’ conidios/mL y para evitar el conglomerado de
conidios se mantuvo en agitacion constante (vortex). De esta suspension, se tomo una alicuota de
100 pL y se dispersd con una varilla de vidrio estéril en una caja de Petri con APD y se incubd a
28°C durante 10 h para I. fumosorosea y 12 h para M. anisopliae. Se examinaron un total de 200
conidios por caja (tres cajas por hongo) utilizando el microscopio con el objetivo de 40 X. El criterio
de conidio germinado fue que el largo del tubo germinativo fuera igual o mayor que el largo del

conidio (Montoya-Sanson, 2006).

6.3. BIOENSAYOS DE VIRULENCIA: CLso Y TLso
Para medir la virulencia de los hongos entomopatdgenos utilizados en el estadio de huevo

de Meccus pallidipennis se llevaron a cabo dos bioensayos, la CLs,, que es la concentracién de
conidios que mata el 50% de los insectos prueba, y el TLs,, que es el tiempo en el cual se muere el
50% de los insectos prueba. La CLsq solamente se llevd a cabo con . fumosorosea para conocer la
concentracion ideal a utilizarse en los bioensayos de TLsy y observar de manera adecuada la
virulencia y mortalidad acumulada de los insectos. Ya que en ensayos previos, las dosis mas altas

no permitieron el célculo del tiempo letal medio.

6.3.1. CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLs)

Para la CLs, se probaron cinco diferentes concentraciones: 1 x 10, 3 x 10°, 1 x 10°, 3 x 10’y
1 x 10° conidios/mL.

Insectos. Se emplearon 12 huevos viables de coloraciéon blanquecina de una a tres
semanas de haber sido ovipuestos por Meccus pallidipennis, con tres repeticiones (n = 36) para
cada concentracién de conidios.

Desinfeccion de los huevos. Los huevos fueron desinfectados utilizando una secuencia de
lavados modificada en cajas de Petri de vidrio de 100 x 15 mm (Lacey y Brooks, 1997). La secuencia
comenzd con lavados sucesivos, primero en agua destilada estéril, cloro al 4% y finalmente con
dos lavados (en cajas distintas) de agua destilada estéril (Anexo 1). La inmersidn de los huevos se
realizd con la ayuda de una coladera de plastico. El lavado en cada caja fue de un minuto. Al

finalizar la secuencia de lavados, los huevos se colocaron individualmente en cajas de Petri de
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plastico de 60 x 15 mm con papel filtro estéril (Fig. 11), para secarlos durante una hora en

campana de flujo laminar y enseguida infectarlos con la suspension conidial.

= = .
Apuadestilada= Elgro ‘al 4% 'Agua destilada’Agua
estéril === estéril

‘ 3
Cajase Petri'ton
papel filtro estéril

Figura 11. Desinfeccién de los huevos de M. pallidipennis.

Aislado fungico. Se wutilizd la cepa EH-511/3 (cultivo monospdrico) del hongo
entomopatégeno I. fumosorosea, previamente cultivado en tubos de medio APD e incubados a 28°C
durante ocho dias.

Bioensayo de virulencia. La infecciéon se realizd aplicando 2 puL de la suspensidon de
conidios de 1 x 107, 3 x 10°%, 1 x 10° 3 x 10° y 1 x 10° conidios/mL de I. fumosorosea con
micropipeta en la superficie del huevo. Cada huevo se colocé individualmente en cajas de Petri de
plastico con papel filtro estéril y se incubaron a 28°C con fotoperiodo 12 x 12 h (luz- obscuridad). A
las 24 h de incubacion los huevos infectados se transfirieron a cajas con agar-agua (1%) (Anexo 1),

incubandolos con el equipo Precisidon 818® a una temperatura de 28°C durante 10 dias (Fig. 12).

Figura 12. Bioensayo de virulencia. (A) Infeccidén del huevo. (B) Transferencia a cajas con agar-agua (1%).
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Testigos. A 36 testigos previamente desinfectados se les aplicé 2 pL del vehiculo Tween 80
al 0.5% en la superficie del huevo y se colocaron en cajas Petri con papel filtro a una temperatura
de 28°C durante 10 dias, para observar su eclosion a ninfas 1.

Observacion de huevos infectados. Se observaron los huevos infectados con el
microscopio estereoscopico Olympus SZ40 y se registré la mortalidad por cada concentracion de
conidios cada 12 horas. El criterio tomado para anotar la muerte de cada huevo fue el siguiente:
mediante el microscopio estereoscdpico pudimos observar la superficie del huevo (zona de
infeccidn); si el crecimiento del hongo se presentaba en otra parte del huevo ademads del opérculo
de dicho organismo se consideraba muerto de acuerdo al proceso invasivo natural del hongo. Los
resultados obtenidos se anotaron en una tabla de registro con el fin de determinar la CLs, de la
poblacién (Anexo 2).

Andlisis estadistico. El bioensayo se analizé con el porcentaje de mortalidad acumulada en
cada concentracidn de conidios. Se determind la CLs realizando un analisis Probit con el programa
estadistico Polo Plus® a un nivel de confianza del 95% (Anexo 3) (Mancebo-Markis, 2009; Throne

et al., 1995).

6.3.2. TIEMPO LETAL MEDIO (TLso)

Después de analizar la CLsy obtenida en huevos de M. pallidipennis para I. fumosorosea se
logro establecer la concentracidn de 3 x 10’ conidios/mL para poder obtener el TLsy de los hongos,
tanto de /. fumosorosea como de M. anisopliae.

Insectos. Se emplearon un total de 75 huevos viables (25 huevos por tres repeticiones), de
coloracion blanquecina, de una a tres semanas de haber sido ovipuestos de M. pallidipennis para
cada hongo entomopatdgeno.

Desinfeccion de los huevos. Los huevos fueron desinfectados de la misma manera que se
describié anteriormente para el bioensayo de la CLs.

Aislados fungicos. Se utilizaron dos cepas de hongos entomopatégenos: I. fumosorosea
cepa EH-511/3 (cultivo monospdrico) y M. anisopliae, cepa EH-473/4 (cultivo monospdrico).
Ambos hongos fueron cultivados previamente en tubos de medio APD e incubados a 28°C durante

ocho dias.
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Bioensayo de virulencia. La infeccidn se realizé aplicando con micropipeta en la superficie
del huevo, 2 pL de la suspensién de 3 X 10° conidios/mL, tanto para /. fumosorosea como para M.
anisopliae. Los huevos infectados se incubaron a 28°C con fotoperiodo 12 x 12 h (luz-obscuridad)
colocados individualmente en cajas Petri de plastico con papel filtro estéril. A las 24 h de
incubacién los huevos infectados se transfirieron a cajas con agar-agua, incubandolos a una
temperatura de 28°C durante 10 dias.

Testigos. A 25 testigos previamente desinfectados se les aplicé 2 pL del vehiculo Tween 80
al 0.5% en la superficie del huevo y se colocaron en cajas Petri con papel filtro a una temperatura
de 28°C durante 10 dias, para observar su eclosidn a ninfa 1.

Observacion de huevos infectados. Se observaron los huevos infectados con el
microscopio estereoscépico Olympus SZ40. Se tomaron fotos (cdmara Olympus SZCTV) para
registrar la emergencia de hifas o cambio en la coloracién y mortalidad cada 12 h. El criterio
tomado para anotar la muerte de cada huevo fue el siguiente: mediante el microscopio
estereoscopico pudimos observar la superficie del huevo (zona de infeccidn); si el crecimiento del
hongo se presentaba en otra parte del huevo ademas del opérculo de dicho organismo se
consideraba muerto de acuerdo al proceso invasivo natural del hongo. Los resultados obtenidos se
anotaron en una tabla de registro con el fin de determinar el TLs, de la poblacion (Anexo 2).

Verificacion de las caracteristicas del hongo aislado de huevos infectados. A los 10 dias
de observacion se verificd que el micelio observado en los huevos infectados fuera el caracteristico
para cada especie. Se dividié una caja de APD en ocho partes iguales y se tomd6 con un asa
micoldgica micelio de ocho huevos al azar, se sembré por el método de estria en cada seccién y se
incubd durante 10 dias a 28°C y 60% de HR. En condiciones de esterilidad se tomé micelio de la
caja de APD y se deposité en un portaobjetos con azul de algoddn y se observd al microscopio
compuesto a 40 X para observar los conidios y conidiéforos caracteristicos de cada especie
utilizada.

Porcentaje de esporulacion. Al décimo dia de infeccidon para ambos hongos, se anotd en la
hoja de registro el nUmero de huevos esporulados y el nimero de huevos que permanecieron con
hifas. Se realizd un promedio para sacar el porcentaje (Ibarra-Aparicio et al., 2005).

Cantidad de conidios por huevo. Al octavo dia de infeccién por ambos hongos, se tomaron
cuatro huevos esporulados al azar en cada repeticién. Por cada hongo se tomaron 12 huevos en
total. El ejemplar muerto se lavé con 2 mL de Tween 80 al 0.5% en tubos Eppendorf y para

disgregar los conidios, la solucidn se agité durante un minuto (vortex). Para cuantificar los conidios
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se tomaron 15 uL y se depositaron en la cdmara de Neubauer, se contaron los conidios con el
microscopio compuesto. El conteo se realizé por duplicado (Lacey y Brooks, 1997).

Analisis estadistico. El bioensayo se analizé con el porcentaje de mortalidad acumulada, y
el TLsy (Mancebo-Markis, 2009; Throne et al., 1995) se calculé empleando el programa estadistico
Polo Plus® Version 1.0 (2002-2011) LeOra Software (Anexo 4). Se compard la virulencia de los dos
hongos estudiados por medio de la mortalidad acumulada a los tres, seis y nueve 10dias de la
infeccién. Los datos de mortalidad fueron previamente transformados a arcoseno con el fin de
obtener una distribuciéon normal. La cantidad de conidios por huevo se evalud por la prueba T de

Student con el programa estadistico SPSS Versién 12.0 (1989-2003) LEAD Technologies.

6.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Los huevos de Meccus pallidipennis del grupo testigo y de los infectados fueron fijados por
inmersion en glutaraldehido al 2.5 % durante 24 h a 4°C y se lavaron en amortiguador de
cacodilato de Na 0.2 M (pH 7.2). Posteriormente, fueron seccionados transversalmente cerca del
opérculo de manera manual bajo un microscopio estereoscdpico. Se realizé una segunda fijacion
con tetradxido de osmio al 1% 24 h a 4°C. Las muestras se deshidrataron con etanol en
degradacion ascendente (70%, 80%, 90%, 95% 100% y tolueno). Se llevaron a cabo 5 infiltraciones
en resina-tolueno (1:3, 1:2, 1:1, 2:1,3:1) para finalmente incluir en Araldita 6005, 24 h a 60°C. Se
hicieron cortes finos de 60 nm para después contrastar con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Los cortes fueron observados en un microscopio electrdnico de transmisién Zeiss EM-10.
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7. RESULTADOS

7.1. REPRODUCCION DEL CICLO BIOLOGICO DE Meccus pallidipennis

Inicio del pie de cria. Se inicié con las dos parejas de Meccus pallidipennis mencionadas en
metodologia. Se siguid el ciclo de vida en 80 huevos hasta el estadio de adulto, para conocer los
tiempos de desarrollo entre cada estadio del ciclo de vida y el porcentaje de mortalidad para

poder llevar un cronograma aproximado de los especimenes a utilizar en los ensayos con insectos.

Ciclo de desarrollo. La tasa de eclosidn en huevos fue del 70%, con un promedio de incubacién de
18 dias (rango 15—-23 dias). La mortalidad en los cambios de estadio de huevo a ninfa 1, de esta a
ninfa 5 y su diferenciacidn en adulto fue variable (Tabla 5). De los 56 huevos que eclosionaron a
ninfa 1, solamente 16 ninfas completaron su desarrollo a adultos (seis hembras y once machos). El
promedio de tiempo de desarrollo de huevo a adulto fue de 193.8 dias (rango de 137-241; o sea

5.7 a 8.5 meses) (Tabla 5) (Fig. 13).

Tabla 5. Ciclo de desarrollo de huevo a adulto en Meccus pallidipennis con condiciones de temperatura y

humedad controlada en laboratorio, alimentados cada tercer dia en ratones CD-1

Estadio Eclosion huevos Dias
y ecdisis Minimo Maximo Media  Desviacién Standard
Ninfas

Ovo - nl 56 15 23 18.446 + 2.7891
nl-n2 42 12 27 18.8333 £5.25411
n2-n3 34 15 29 22.7059 £5.20215
n3-n4 29 22 42 32.3103 £ 6.99542

n4 - n5 24 35 55 47.6667 £ 6.90096

n5 - AD 16 38 65 53.8750 £ 11.08076
Total 16 137 241 193.8372 + 38.2225
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Figura 13. Ciclo de desarrollo de Meccus pallidipennnis. (A) Huevo viable. (B) Coloracién blanquecina
de huevos de dos semanas después de haber sido ovipuestos, coloracién marrén o naranja de huevos a
punto de eclosionar. (C) Ninfa uno (3 mm), vista dorsal. (D) Ninfa dos (7 mm). (E) Ninfa tres (11 mm).
(F) Ninfa cuatro (15 mm). (G) Ninfa cinco (23 mm) y primordios alares (flecha). (H) Adulto hembra
3.2-3.5cm, aparato ovipositor (flecha). (I) Adulto macho 3.1-3.4 cm.
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Oviposicion. Durante 15 oviposiciones se observé el nimero minimo y maximo de huevos puestos
por las dos hembras, para obtener el promedio de huevos y asi asegurar el nimero de ejemplares
necesarios para los bioensayos de virulencia. El promedio de huevos ovipuestos por la primer
hembra fue de 11.8 huevos (rango de 3-32) semanalmente, y en la segunda fue de 16.7 huevos

(rango de 3-28) (Tabla 6).

Tabla 6. Promedio de huevos ovipuestos por hembras de Meccus pallidipennis

Minimo Maximo Media £ Desviacion Standard
Primer hembra 3 32 11.8667 £9.17190
Segunda hembra 3 28 16.7333 £8.18070

7.2. AISLADOS FUNGICOS (HONGOS ENTOMOPATOGENOS)

Caracteristicas de los aislados fungicos. En la figura 14 A y B se puede observar el aspecto
macroscopico y microscopico de /. fumosorosea cepa EH-511/3. En medio APD se observé a los 15
dias una colonia de aspecto algodonoso de color blanco, cuando se encontré mds esporulada se
observaron cambios de tonalidades hacia el gris y rosaceo (Fig. 14 A). Al microscopio compuesto se
observaron conidiéforos bien desarrollados, simples, verticilados con fidlides, con una porcion
basal globosa, y de estas saliendo conidios en cadena de cilindricos a fusiformes, con un rango de

tamanfio entre 3-4 x 1-2 um (Fig. 14 B).

En la figura 14 Cy D se puede observar el aspecto macroscdpico y microscépico de M. anisopliae
cepa EH-473/4. En medio APD se observé a los 15 dias una colonia verde, cuando se encontrdé mas
esporulada la colonia se observd verde oscuro (Fig. 14 C). Al microscopio compuesto se
observaron conidiéforos simples o ramificados y de éstos saliendo conidios basipetos catenulados

y cilindricos, con un rango de tamafio entre 6.3 - 9.8 x 2.1 - 2.5 um (Fig. 14 D).
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Figura 14. Colonias y microscopia de los aislados fungicos en medio de APD. (A) Isaria fumosorosea cepa EH-
511/3. (B) Conididforos y conidios de I. fumosorosea con azul de algoddn, 400 X. (C) Metarhizium anisopliae

cepa EH-473/4. (D) Conidios catenulados de M. anisopliae con azul de algoddn, 400 X.

Suspension conidial. Se trabajé con cinco concentraciones diferentes 1 x 107, 3 x 10°, 1 x 10°, 3 x
10°y 1 x 10° conidios/mL de Isaria fumosorosea (EH-511/3) para el bioensayo de ClLsy y con una
concentracién de 3 x 10° conidios/mL de la misma especie y de Metarhizium anisopliae (EH-473/4)

para el TLso. Todas las suspensiones anteriores formuladas con Tween® 80 al 0.5 %.

Viabilidad de conidios en el bioensayo de CLs,. La viabilidad de los conidios utilizados de Isaria

fumosorosea (EH-511/3) fue del 93.20% * 1.16762.

Viabilidad de conidios en el bioensayo de TLs,. La viabilidad de los conidios utilizados de Isaria
fumosorosea (EH-511/3) fue del 93.83% + 3.32916, y para los conidios utilizados de Metarhizium
anisopliae (EH-473/4) fue de 93.66 % + 2.51661.
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7.3. BIOENSAYOS DE VIRULENCIA: CLso Y TLs
7.3.1. CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLs)

Para obtener la concentracion letal media (CLsg), se utilizaron cinco diferentes concentraciones de
conidios del hongo Isaria fumosorosea (EH-511/3) y 36 huevos de Meccus pallidipennis por cada

concentracién (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracién de conidios y ejemplares utilizados para la obtencidn de la CLsy en el estadio de

huevos de Meccus pallidipennis

CONCENTRACION 2 pL DE SUPENSION:  EJEMPLARES POR NUMERO DE TOTAL DE
DE CONIDIOS CADA BIOENSAYO REPETICIONES EJEMPLARES
CONIDIOS POR
HUEVO
1x10’ 20, 000 12 3 36
3x10° 6000 12 3 36
1x10° 2000 12 3 36
3x10° 600 12 3 36
1x10° 200 12 3 36

Los resultados de la mortalidad acumulada obtenidos para cada dosis, durante las tres

repeticiones, son necesarios para calcular la concentracidn letal media y se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Porcentaje de mortalidad acumulada obtenida con cinco diferentes concentraciones de conidios en

huevos de Meccus pallidipennis

CONCENTRACION CONIDIOS POR MORTALIDAD % MORTALIDAD
DE CONIDIOS HUEVO 10 dias TOTAL
1x10’ 20,000 36 100%
3x10° 6000 36 100%
1x10° 2000 35 97%
3x10° 600 28 78%
1x10° 200 17 47%

El 100% de mortalidad se alcanzé con las concentraciones de 20,000 y 6000 conidios a las

108 h (4.5 dias) y 132 h (5.5 dias) después de la infeccidn, respectivamente.

Testigos. Se utilizaron 36 testigos en total (12 testigos por cada bioensayo), se les aplicé 2 ulL de

vehiculo Tween 80 al 0.5%, de los cuales el 86% (31/36) eclosionaron a ninfas 1 (Fig. 15).

M Eclosionados [ No eclosionados
n=36

Figura 15. Porcentaje de eclosion en 36 huevos testigos de M. pallidipennis.
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A las concentraciones de 20,000 y 6000 conidios por huevo se obtuvieron mortalidades del 100%.
A concentraciones de 2000 conidios por huevo la mortalidad varié entre el 91 al 100%. En
concentraciones mas bajas, como la de 600 conidios por huevo, la mortalidad varié entre el 58%,
83% y 100%. La concentracion de 200 conidios por huevo mostré una mortalidad acumulada del

33%,50% y 58% (Fig. 16).
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Figura 16. Mortalidad acumulada para calcular la CLsy del hongo I. fumosorosea en huevos de M.

pallidipennis.

El andlisis de datos con el programa Polo Plus® mostré que la CLsqg de I. fumosorosea en el estadio
de huevo de M. pallidipennis fue de 2.263 x 10?6 de 226.349 conidios por huevo, esto quiere decir

que con 226 conidios, es posible matar al 50% de los insectos prueba (Tabla 9).
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Tabla 9. CL;, del hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea

Especie Cepa CLso Limite Limite Heterogeneidad X
inferior superior
2.263 x 10°
Isaria (226.349
EH-511/3 127.970 320.764 0.629 8.179
fumosorosea conidios por
huevo)

Intervalo de confianza al 95%.

De acuerdo a los resultados de la CLsy se escogid la concentracion de 3 X 10’ conidios/mL
(6000 conidios en 2 uL aplicados a cada huevo) para llevar a cabo el tiempo letal medio TLs, (Tabla
8), ya que con esta concentracién se observd bien el fendmeno de virulencia en el estadio de

huevos de Meccus pallidipennis.

Fue necesario llevar a cabo la ClLsy para establecer una concentracidon que nos permitiera
observar bien el fendmeno de virulencia, ya que en experimentos preliminares en el laboratorio se
probaron diferentes dosis (entre ellas de 1 x 10”: 20,000 conidios en 2 pL), pero se obtuvieron
pocos datos para el calculo del TLso, y las concentraciones utilizadas producian muy rapidamente el
100% de mortalidad en los huevos. Teniendo el resultado de la CLs, se pudo obtener una

concentracién efectiva para utilizarla en el TLs, en ambos hongos entomopatogenos.
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7.3.2. TIEMPO LETAL MEDIO (TLso)

Isaria fumosorosea (EH-511/3)

Bioensayo de virulencia. Se observé cada 12 h la emergencia de micelio y mortalidad en 75
huevos (25 por cada una de tres repeticiones) de Meccus pallidipennis infectados con I

fumosorosea (EH-511/3). El primer huevo infectado se observo a las 36 h (Tabla 10).

Tabla 10. Mortalidad acumulada en 75 huevos de M. pallidipennis infectados con Isaria fumosorosea (EH-

511/3)

n =75 huevos

DiAS POSTERIQ'RES A HORAS POSTERIPRES ALA MORTALIDAD % DE MORTALIDAD
LA INFECCION INFECCION TOTAL

1 12 0 0
24 0 0

2 36 1 1
48 7 9

3 60 41 55
72 48 64

4 84 61 81
96 64 85

5 108 68 91
120 68 91

6 132 68 91
144 68 91

7 156 69 92
168 69 92

8 180 69 92
1982 69 92

9 204 69 92
216 69 92

10 228 69 92
240 69 92
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Los bioensayos se realizaron con el fin de poder observar la virulencia de /. fumosorosea en huevos
de Meccus pallidipennis. A los tres dias se observé una mortalidad acumulada del 64% vy al quinto
dia ya se habia obtenido una mortalidad acumulada del 91%. Esta cepa de I. fumosorosea fue
capaz de matar al 92% + 8.0 de los insectos prueba a una concentracién de 3 x 10° (Fig. 17). El
resultado de la prueba de TLs, fue de 66.685 h (2.77 dias) (Tabla 12). Los datos obtenidos con la

ClLso y TLso sugieren una elevada virulencia del hongo hacia los huevos de M. pallidipennis.
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Figura 17. Mortalidad acumulada del estadio de huevo de Meccus pallidipennis infectados con conidios de /.

fumosorosea.

Tabla 11. Valores del TLsy para I. fumosorosea en huevos de Meccus pallidipennis

Especie Cepa TLso Limite Limite Heterogeneidad

inferior superior

Isaria
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fumosorosea EH-511/3 66.685 h (2.77 dias) 56.205 75.708 5.0182 50.182

Intervalo de confianza al 95%
Testigos. A los 25 testigos utilizados se les aplicé 2 uL del vehiculo Tween 80 al 0.5%, de los cuales

el 76% (19/25) eclosionaron a ninfas 1 durante los 10 dias de observacion (Fig. 18).

M Eclosionados M No eclosionados
n =25

Figura 18. Porcentaje de eclosidon en 25 huevos testigos de M. pallidipennis
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Observacion de huevos infectados. A las 36 h posteriores a la infeccidn, se observé la presencia
de hifas de I. fumosorosea en la zona del opérculo y alrededor del huevo, sin embargo, fue mas

facil fotografiar las hifas a partir de las 48 h (Fig. 19).

Opérculo

™

2mm

120 h 132 h 240 h

Figura 19. Huevos infectados con conidios de I. fumosorosea (EH-511/3). Se observan hifas emergiendo del
opérculo (48 h) hasta cubrir totalmente el huevo a las 240 h. La estrella indica el tiempo en el cual se realizé

la microscopia electrénica de transmision.
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Algunos de los signos de la micosis en huevos de M. pallidipennis infectados con I. fumosorosea
fueron perceptibles a partir del dia cinco, como lo fue la modificacion en el color del corio.
Normalmente el huevo presenta una coloracién blanquecina opaca (Fig. 20 A), que en algunos

huevos después de la infeccion cambid a transparente (Fig. 20 B-C).

Figura 20. Signos de la micosis en huevos de M. pallidipennis infectados con I. fumosorosea. Corio

transparente a los cinco (A) y diez dias posteriores a la infeccidn (B).
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Verificacion de las caracteristicas del hongo aislado de los huevos infectados. Las muestras de
micelio tomadas al décimo dia de infeccién de los huevos, se sembraron en medio de APD y se
observo a los 15 dias una colonia de aspecto algodonoso de color blanco, cuando estaba bien
esporulada se observaron cambios de tonalidades hacia el gris-rosaceo (Fig. 21 A), que
corresponde a las caracteristicas coloniales del hongo I. fumosorosea descritas anteriormente. La
muestra tomada de la colonia se observd al microscopio compuesto y se observaron conidiéforos
bien desarrollados, simples, verticilados y fidlides con una porcidn basal globosa, de los cuales

salian conidios fusiformes que corresponden a la imagen tipica del hongo utilizado (Fig. 21 B).

Figura 21. Caracteristicas de /. fumosorosea (EH-511/3) aislado de los huevos infectados. Colonia en medio

de APD (A) y conidiéforos y conidios tipicos del hongo, 400 X (B).
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Porcentaje de esporulacion. De 69 huevos infectados durante el bioensayo solamente se observé
esporulacidn en 60 (87%) de ellos; en el resto sdlo se observaron hifas hasta finalizar el bioensayo

(Fig. 22 y 23).

M Esporulados  ® Noesporulados
n=69

Figura 22. Porcentaje de esporulacién en 69 huevos de M. pallidipennis infectados con conidios de /.

fumosorosea.

69



L T BRI D
%%_
. T @ S B 00 |
. TEO— 2000 |
[ R 0 0 |
. W A—— 02000 ]
e DS 2000000000 I @00 |
BT, 0 — 0000090900200 0 |
T . S—— 0 0 2000 |
= e e —— |
IS 00 020202020202
| ——
- ——
| R ———
| T ——
L

Figura 23. Huevos de 10 dias posteriores a la infeccidn. (A-D) Esporulaciéon de Isaria fumosorosea, se observa
micelio saliendo del opérculo (flecha). (E) Huevo sin esporular, se observan unicamente hifas somaticas (flecha).
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Cantidad de conidios por huevo infectado. De 60 huevos infectados que presentaban
esporulacion, se tomaron cuatro al azar en cada repeticion. En estos 12 huevos esporulados se
cuantificé la cantidad de conidios, obteniéndose desde 6 x 10’ hasta 1.5 x 10® (Tabla 12). El

promedio de conidios encontrado fue de 8.9 x 10’ + 2.9 x 10’.

Tabla 12. Conidios de I. fumosorosea en huevos esporulados de M. pallidipennis

Huevo Conidios por mL de cada huevo
1 9.7x10’
2 6.0x 10
3 1.1x10°
4 8.0x 10
5 6.0 x 10’
6 1.5x 10°
7 8.5 x 10’
8 1.4x10°
9 7.7 x 10’
10 7.7 x 10’
11 6.0 x 10’
12 7.7 x 10
Media * Desviacién standard 8.9x10'+2.9x 10
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Metarhizium anisopliae (EH-473/4)

Bioensayo de virulencia. Se observé cada 12 h la emergencia de micelio y mortalidad en 75
huevos (25 por cada una de tres repeticiones) de M. pallidipennis infectados con M. anisopliae. La
primera emergencia de micelio de los huevos infectados se observé a las 60 h después de la

infeccion (Tabla 13).

Tabla 13. Mortalidad acumulada en 75 huevos de M. pallidipennis infectados con Metarhizium anisopliae

(EH-473/4)

n =75 huevos

DiAS POSTERIORESA  HORAS POSTERIORES A LA MORTALIDAD % DE MORTALIDAD
LA INFECCION INFECCION ACUMULADA
1 12 0 0
24 0 0
2 36 0 0
48 0 0
3 60 26 34
72 39 52
4 84 56 75
9% 60 80
5 108 64 85
120 65 87
6 132 66 88
144 66 88
7 156 66 88
168 66 88
8 180 66 88
192 66 88
9 204 66 88
216 66 88
10 228 66 88
240 66 88
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El bioensayo de virulencia de Metarhizium anisopliae en huevos de M. pallidipennis se observd
durante 10 dias. A los tres dias se observé una mortalidad acumulada del 52%, y al quinto dia ya se
habia obtenido una mortalidad acumulada del 87%. Esta cepa de M. anisopliae es capaz de matar
al 88% + 4.0 de los insectos prueba a una concentracién de 3 x 10° (Fig. 24). El resultado de la

prueba de TLs, fue de 76.320 h (3.18 dias) (Tabla 14).
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Figura 24. Mortalidad acumulada del estadio de huevo de Meccus pallidipennis infectados con

conidios de M. anisopliae.

Tabla 14. Valores del TLsy para M. anisopliae en huevos de Meccus pallidipennis

Especie Cepa TLs Limite Limite Heterogeneidad X
inferior superior
Metarhizium
EH-473/4 76.320 h (3.18 65.285 84.290 5.4859 54.859
anisopliae
dias)

Intervalo de confianza al 95%
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Testigos. A los 25 testigos utilizados se les aplicé 2 pL del vehiculo Tween 80 al 0.5 %, de los cuales

el 72 % (18/25) eclosionaron a ninfas n1 durante los 10 dias de observacion (Fig. 25).

M Eclosionados M No eclosionados
n=25

Figura 25. Porcentaje de eclosidn en 25 huevos testigos de M. pallidipennis infectados con M. anisopliae.

Observacion de huevos infectados. A las 60 h posteriores a la infeccidn, se observé la presencia
de hifas de M. anisopliae Unicamente en la zona del opérculo, y a partir de las 72 h alrededor del
huevo. A las 156 h se observé la presencia de micelio con algunos conidios de color verde
caracteristico del hongo en un extremo del opérculo; tanto el micelio como la esporulacién del

hongo fueron aumentando paulatinamente hasta cubrir todo el huevo a las 240 h (Fig. 26).
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Figura 26. Huevos de una a tres semanas de haber sido ovipuestos, infectados con conidios de M. anisopliae

(EH-473/4). Se observan hifas emergiendo del opérculo (60 h) hasta cubrir totalmente el huevo a las 240 h.

La estrella indica el tiempo en el cual se realizd la microscopia electrénica de transmision.
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Algunos de los signos de la micosis en huevos de M. pallidipennis infectados con M. anisopliae
fueron perceptibles a partir del dia cinco, como lo fue la modificacion en el color del corio.
Normalmente el huevo presenta una coloracién blanquecina opaca (Fig. 27 A), que en algunos

huevos después de la infeccion cambid a verde-café oscuro (Fig. 27 B-D).

Figura 27. Signos de la micosis en huevos de M. pallidipennis infectados con M. anisopliae. Corio café a los

seis (B y C) y diez dias posteriores a la infeccion (D).

Verificacion de las caracteristicas del hongo aislado de los huevos infectados. Las muestras de
micelio tomadas al décimo dia de infeccién de los huevos, que se sembraron en APD, mostraron
una colonia caracteristica de Metarhizium anisopliae, primero una colonia de micelio blanco
algodonosa que con el tiempo esporuld y produjo un color verde oscuro a los 15 dias de
incubacién a 28°C (Fig. 28 A). La muestra tomada de la colonia se observé al microscopio
compuesto y se observaron los conididforos simples o ramificados con conidios basipetos

catenulados, cilindricos que corresponden a la imagen tipica del hongo utilizado (Fig. 28 B).
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Figura 28. Caracteristicas de M. anisopliae (EH-473/4) aislado de los huevos infectados. Colonia en medio de

APD (A) y conidios cilindricos tipicos del hongo, 400 X (B).

Porcentaje de esporulacion. De 66 huevos infectados durante el bioensayo solamente se observo

esporulacion en 55 (83%) de ellos; en el resto sélo se observaron hifas somaticas hasta finalizar el

bioensayo (Fig. 29 y 30).

M Esporulados M No esporulados
n = 66

Figura 29. Porcentaje de esporulacién en 66 huevos de M.pallidipennis infectados con conidios de M.

anisopliae.
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Figura 30. Huevos de 10 dias posteriores a la infeccion. (A-D) Esporulacion de Metarhizium anisopliae, se
observan agregados de conidios en columna tipicos de la especie (C-D) (flecha). (E) Huevo sin esporular,
se observan Unicamente hifas somaticas (flecha).
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Cantidad de conidios por huevo infectado. De 55 huevos infectados que presentaban
esporulacion, se tomaron cuatro al azar en cada repeticion. En estos 12 huevos esporulados se
cuantificé la cantidad de conidios, obteniéndose desde 3.5 x 10” hasta 8.5 x 10® por mL (Tabla 15).

El promedio de conidios encontrado fue de 6.0 x 10"+ 1.6 x 10’.

Tabla 15.Conidios de M. anisopliae en huevos esporulados de M. pallidipennis

Huevo Conidios por mL de cada huevo
1 6.7x 10
2 7.7x10
3 5.2x10
4 6.0x 10
5 4.0x10’
6 4.2x10’
7 6.7 x 10’
8 3.5x 10’
9 5.0 x 10
10 8.0x 10’
11 8.5x10
12 7.0x10
Media * Desviacion standard 6.0x10"+1.6x 10’
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Comparacion de la virulencia entre I. fumosorosea y M. anisopliae. Al comparar la virulencia de /.
fumosorosea y M. anisopliae, en relacién a la mortalidad acumulada a los tres (F = 8.0; t = 1.162;
g.l. = 4; P = 0.310), seis y nueve dias (F = 0.800; t = 0.775; g.I. = 4; P = 0.482) no se observaron
diferencias significativas (prueba de T para muestras independientes) entre ellos. Esta prueba
indica que ambos hongos utilizados se comportaron de manera similar en la infeccién de huevos

de M. pallidipennis.

Al comparar la cantidad de conidios por huevo, producidos durante la infeccidn de M. pallidipennis
con I. fumosorosea y M. anisopliae se observaron diferencias significativas (F = 2.785; t = 2.934; g.l.
=22; P =0.008), lo que nos indica que la mayor produccién de conidios durante los bioensayos se

observé con el hongo I. fumosorosea.
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6.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

Huevos de M. pallidipennis infectados con Isaria fumosorosea (EH-511/3)

Este método se realizd en los huevos de seis dias posteriores a la infeccién, para comprobar que el
hongo habia penetrado y destruido al embridén. En la figura 31 se puede observar un corte
semifino transversal del huevo testigo con el embrién completo. En la figura 32 A se puede
observar tejido embrionario con células uniformes que conservan su forma y ntcleo. A los seis dias
posteriores a la infeccién se observaron diversas estructuras fungicas y hemocitos dafiados del
embrién (Figs. 32 B-F). En la figura 32 B se muestra un conidio con vesiculas citoplasmicas
heterogéneas y la pared celular bien delimitada, al lado de hemocitos degradados y sin nucleo; en
la figura 32 C se muestran varios cuerpos hifales rodeados de un material que sugiere hemolinfa
coagulada y sin hemocitos a la vista; en la figura 32 D se muestra un cuerpo hifal con septo y
conidios que en su pared celular se puede observar una capa interna translicida y capa externa
electrodensa, todas estas estructuras fungicas rodeadas con el mismo material descrito en la foto
anterior 32C. En la figura 32 E se observan varios conidios en el espacio vitelino, rodeados también
del material que sugiere hemolinfa coagulada, y en el tejido embrionario degradado del endocorio
se muestran hemocitos con su nucleo y citoplasma degradados. Por ultimo, en la figura 32 F, se
muestra un fragmento de cuerpo hifal con vesiculas citoplasmicas heterogéneas, algunas con
material flocular, rodeado del mismo material de hemolinfa coagulada observado alrededor de las
demas estructuras flngicas en las fotos anteriores. Entre la capa externa electrodensa de la pared
celular del hongo y el material que sugiere hemolinfa coagulada, se nota un espacio

electrotransluicido alrededor de la hifa.
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Figura 31. Corte semifino transversal de huevo testigo de M. pallidipennis de 15 dias. Se observa el

exocoridn del huevo (EX), el espacio vitelino (EV), endocorio (END) y el embrion (EMB), 1250X.
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Figura 32. Microscopia electrénica de transmision en huevos de Meccus pallidipennis a las 144 h (6 dias)
después de haber sido infectados con Isaria fumosorosea (EH-511-/3). (A) Tejido embrionario con células
que conservan su forma y nucleo. (B) Conidios con presencia de vesiculas citoplasmicas heterogéneas
(flecha), se observa la presencia de la pared celular del hongo (capa interna, capa externa y un espacio
translicido) cerca de hemocitos dafiados. (C) Cuerpos hifales fungicos rodeados de material que sugiere
hemolinfa coagulada (flecha). (D) Cuerpos hifales y conidios rodeados del mismo material que en C (flecha).
(E) Hemocitos dafiados con nucleo y citoplasma degradado y conidios al costado de la pared del embrién. (F)
Segmento de cuerpo hifal rodeado con el material que sugiere hemolinfa coagulada, con espacio translicido
entre ellos (flecha).
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Huevos de M. pallidipennis infectados con Metarhizium anisopliae (EH-473/4)

Para comprobar la infeccidén del huevo por M. anisopliae se realizd la MET en huevos de siete dias
post-infeccion. En la figura 33 se muestra un corte semifino transversal de un huevo testigo sin
infeccién, para observar las estructuras normales: exocorio (EX), espacio vitelino (EV), endocorio
(END) y embrién (EMB). En la figura 34 A se puede observar el tejido embrionario del testigo,
uniforme, con las células integras conservando su forma y nucleo. En las figuras 34 B-F se
muestran diferentes propagulos fungicos en el huevo infectado a las 156 h. En la figura 34 By C se
muestran conidios con pared celular externa (electrodensa) y pared celular interna
(electrotranslucida) con vesiculas citoplasmicas heterogéneas, sobresale una vesicula con material
granular floculoso, alrededor del conidio se observa material que sugiere hemolinfa coagulada y
hemocitos con nucleo y citoplasma destruido (también observado con el hongo I. fumosorosea);
en la figura 34 D se muestran tres conidios del hongo, dos de ellos en aparente gemacién y algunas
de sus vesiculas interiores con un aspecto flocular. El tercer conidio, menor en tamafio, muestra
microfibrillas electrodensas (flecha) en la parte mas externa de la pared celular del hongo que
sugiere pigmento. En la figura 34 E se muestra un cuerpo hifal con septo y cuerpos de Woronin
(poros septales), ademas de vesiculas citoplasmicas heterogéneas rodeado por el mismo material
que semeja hemolinfa coagulada de las fotos anteriores. En la figura 34 F se muestran estructuras
fungicas dentro y fuera de la membrana vitelina (flecha), la membrana pareciera estar degradada y
los conidios del hongo se observan rodeados de material que sugiere hemolinfa coagulada,
semejante a las fotos ya descritas, incrustado con hemocitos degradados del embrién (flechas) en
el endocorio; en el espacio vitelino se muestra un conidio germinando con un segmento de la

pared celular del tubo germinativo en unién con el material que sugiere hemolinfa coagulada.

84



Figura 33. Corte semifino transversal de huevo de M. pallidipennis de 15 dias sin infeccion. Se observa el

exocorio del huevo (EX), el espacio vitelino (EV), endocorio (END) y el embrién (EMB), 1250 X.
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Figura 34. Microscopia electrénica de transmisidon en huevos de M. pallidipennis a las 156 h de haber sido
infectados con Metarhizium anisopliae (EH-473/4). (A) Tejido embrionario con células que conservan su
forma y nucleo. (B y C) Conidios (flecha) con pared celular mostrando la capa externa (electrodensa) y capa
interna (electrotranslucida) y vesiculas citoplasmicas heterogéneas con vesicula electrotranslicida de
material floculoso, en contacto con material que sugiere hemolinfa coagulada del insecto. (D) Conidios con
pared celular interna electrotranslicida, externa electrodensa, vesiculas citopldasmicas heterogéneas, y
vesicula con material flocular y detritus. (E) Cuerpo hifal con septo y cuerpos de Woronin. (F) Conidio fungico
rodeado de material mencionado anteriormente y hemocito degradado dentro del embridn; fuera de la
pared del embrion se observa un conidio germinando con un segmento de la pared celular del tubo
germinativo en unién con el material que sugiere hemolinfa coagulada (flecha).
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8. DISCUSION

Se selecciond como material de estudio la especie Meccus pallidipennis por ser transmisor
de la enfermedad de Chagas, de habitos peridomésticos, amplia distribucién en el pais y por su

facilidad para obtener el ciclo de desarrollo en condiciones de laboratorio.

Para asegurar el numero de ejemplares necesarios en los bioensayos de virulencia fue
necesario conocer la dindmica de poblacidon en Meccus pallidipennis. Los factores bioldgicos mas
importantes fueron: tasa de eclosidn, tiempo de desarrollo entre un estadio y otro, porcentaje de
mortalidad en cada estadio y nimero de huevos ovipuestos por hembra. El ciclo de desarrollo de
un triatomino varia de acuerdo a la especie, condiciones ambientales y la disponibilidad de

alimento (Martinez-lbarra y Katthain-Duchateau, 1999).

La comparacidon de ciclos de vida entre triatdminos es complicada, debido a la gran
diversidad de disefios experimentales que se utilizan para su analisis. El promedio de desarrollo de
huevo a adulto en Meccus pallidipennis en este estudio fue de 193.8 dias (rango de 137-241 dias),
un promedio mayor que en el estudio de Martinez-Ibarra y Katthain-Duchateau (1999), en el cual
sefialan un promedio de 168.7 dias (rango de 131-199 dias) bajo condiciones similares pero con
otra fuente de alimento, que en su caso fue de gallinas. Otro estudio sefiala que con disposicion
del alimento cada 25 dias completan su ciclo en un promedio de 167.21 dias; cada 35 dias en 226-
92 y cada 45 dias el ciclo tardd mas, con un promedio de 372.91 dias (Bautista et al., 2001). Todos
estos datos muestran que, entre mas frecuentemente se alimenten los triatdminos es menor el
tiempo de desarrollo. De manera general, M. pallidipennis es una especie que necesita menos
tiempo para desarrollarse en comparacidon con otras especies de triatdminos (Panstrongylus

geniculatus, Rhodnius robustus y Triatoma barberi) en condiciones de laboratorio.

El tiempo de desarrollo del ciclo de vida refleja como ciertas condiciones controladas en el
laboratorio (i.e., la temperatura, la humedad y fuente de alimentacion), pueden proveer éptimas

condiciones para esta especie y asi asegurar el material necesario para los bioensayos.

De igual forma, las tasas de eclosidn de huevo a ninfa 1 en las diferentes especies de
triatédminos varian, generalmente son arriba del 80% (Martinez-lbarra y Katthain-Duchateau,
1999). La tasa de eclosién que obtuvimos en este estudio fue del 70% (56 de 80 huevos) con un
promedio de incubacion de 18 dias (rango 15-23 dias); estos datos son similares a los de Martinez-
Ibarra y Katthain-Duchateau (1999) donde mencionan un 60% de eclosidon de una grupo de 200
huevos. En nuestro estudio, la cantidad de huevos que se obtuvieron semanalmente fue suficiente
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para iniciar los bioensayos de virulencia, y el porcentaje de eclosién de los testigos fue similar al

obtenido en los estudios previos realizados en la colonia de triatdminos.

Los bioensayos bajo condiciones controladas, permitieron evaluar la virulencia y el
potencial como hongos entomopatégenos de I. fumosorosea y M. anisopliae contra el estadio de
huevo del insecto transmisor de la enfermedad de Chagas, M. pallidipennis. Se han evaluado
diversos modelos de infeccion de hongos en triatdminos, probando no solamente métodos de
aspersion (rociamiento, inmersion, pulverizacidn), sino la utilizacién de diversos formulantes como
Tween 80, Tween 20, aceite mineral y ademas diferentes concentraciones de conidios. El método
de este estudio fue la infeccidon de los huevos de M. pallidipennis con una cantidad puntual de
conidios para poder comparar la eficiencia de las dos especies fungicas utilizadas. Sin embargo, en
otros estudios, se desconoce la cantidad exacta de conidios utilizados, ya que usan Unicamente
una suspensién conocida de conidios para la infeccion del insecto (Enriquez, 2004; Lara Da Costa
et al., 2003; Lecuona et al., 2001; Luz et al., 1998a; Luz y Batagin, 2005; Melgar et al., 2004; Rocha
y Luz, 2011).

Se escogi6 el estadio de huevo de Meccus pallidipennis, ya que se ha observado un efecto
nulo de los insecticidas quimicos en este estadio de los triatdminos, a menos que se hiciera un
segundo y tercer rociado, uno o dos meses después de la primera aplicacion, segin la OMS,
debido a una escasa accion residual o falta de toxicidad para los huevos (Cortico-Correa et al.,
2002; Pedrini et al., 2009). Existen lugares donde ocurre re-infestacién de casas, en las que una
posible causa es debido a que los piretroides no afectan este estadio del transmisor (Ramsey et al.,
2003b; Rojas-Wastavino et al., 2004), ya que son mas resistentes a los insecticidas que otros
estadios de desarrollo, el control bioldgico de insectos transmisores de enfermedades deberia ser
una parte fundamental en los programas de manejo integral de plagas (MIP) (Cortico-Correa et al.,
2002; Zerba et al., 1999). El dificil control de los huevos de triatdminos, puede estar asociado a la
morfologia del huevo de este transmisor, ya que el corio protege al embridon de situaciones
ambientales. El corio esta constituido por varias capas de polifenoles, proteinas y acidos grasos
(cobertura de cera) (Juarez y Fernandez, 2007), y presenta una ornamentacion donde predominan
los hexagonos (Aldana, 2008) que evitan la penetracidn de los insecticidas quimicos. Sin embargo,
los hongos entomopatdgenos consumen hidrocarburos de la cuticula de los insectos en una forma
significativa y tienen la habilidad de degradar los mayores componentes de la cuticula de los

insectos, una razén mas para considerarlos parte del control biolégico (Crespo et al; 2000;
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Charnley y St. Leger, 1991; Juarez y Fernandez, 2007; Napolitano y Judrez, 1997; Pedrini et al.,
2009).

En triatdminos resistentes a piretroides se ha observado un alto contenido de
hidrocarburos y el engrosamiento de la cuticula, lo que puede estar relacionado con la
disminucién en la penetracién de piretroides y de esta forma disminuir la dosis efectiva del
insecticida (Pedrini et al., 2009). Se ha demostrado que el uso de hongos entomopatdgenos no

genera riesgo de desarrollar resistencia en los insectos (Thomas y Read, 2007b).

El uso de agentes microbianos como los hongos entomopatégenos seria una manera Uutil
de controlar a M. pallidipennis, ya que estos hongos han sido exitosamente probados en plagas
agricolas (Castellanos-Moguel et al., 2007; 2008; Hernandez-Veldzquez y Toriello, 2008; Montoya-
Sansén, 2006; Moya-Raygoza, 2008; Thomas y Read, 2007b) y en otros insectos transmisores de
enfermedades parasitarias (Blandford et al., 2005; Lwetoijera et al., 2010; Ngumbi et al., 2011;
Scholte et al., 2003). Un beneficio adicional en la utilizaciéon de estos hongos entomopatdgenos es
gue son inocuos para el humano y animales (Mier at al., 2005; Toriello, 2003; Toriello et al., 2006;

2008).

Las cepas utilizadas en este estudio, I. fumosorosea (EH-511/3) y M. anisopliae (EH-473/4),
han sido aisladas de hospederos insectos como Bemisia sp. (Hemiptera: Aleyrodidae) vy
Aeneolamia sp. (Hemiptera: Cercopidae), respectivamente, encontrados en cultivos agricolas de la
Republica Mexicana. Ambas especies de hongos entomopatdgenos son nativas, atacan hemipteros
y poseen alta virulencia contra insectos que son plagas agricolas (Zavala, 2005; Castellanos-
Moguel, 2006 y Montoya-Sansén, 2006), ademads de ser revigorizadas constantemente en el
laboratorio para que no pierdan su virulencia. En general, las cepas nativas de un pais son mas
virulentas contra los hospederos insectos de la regién que aquellas aisladas en otros paises, ya que
en el pais de origen se encuentran todas las condiciones éptimas para su reproduccion en el

habitat respectivo (Bidochka y Small, 2005).

La viabilidad de conidios en los ensayos de virulencia de CLsg (93.20% + 1.16762) y de TLs
(I. fumosorosea 93.83% + 3.32916 y M. anisopliae 93.66 % + 2.51661) fueron los éptimos para la
realizacion de los bioensayos y para su formulacién con Tween 80 al 0.5%. Estos resultados
difieren ligeramente del 100% de viabilidad en conidios obtenida para ensayos contra el

transmisor T. infestans (Marti et al., 2005). Esto podria ser debido a los diferentes métodos para
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medir la viabilidad. En nuestro estudio se llevd a cabo por el porcentaje de germinacion a las 10 h

(I. fumosorosea) o 12 h (M. anisopliae) en medio de agar papa dextrosa.

Los conidios de ambos hongos entomopatégenos fueron formulados con Tween 80 al 0.5%
estéril (no idnico), ya que los conidios de I. fumosorosea y M. anisopliae son hidrofébicos. Se ha
investigado el efecto de adyuvantes, tales como surfactantes (Surfax 220) (anidnico) y aceites
vegetales (linaza, oliva, etcétera), concluyendo que la combinaciéon de surfactantes anidnicos e
idnicos pueden producir bioplaguicidas mas estables. De manera general, los surfactantes no

idnicos son considerados menos toxicos que los idnicos (Luz y Batagin, 2005).

Uno de los aspectos mas importantes en la virulencia de hongos entomopatdgenos es la
relacidn entre la concentracidon de conidios a la cual se expone un organismo y el efecto nocivo
que le producen estos; esta relacion es conocida como dosis-respuesta y es la base para la
evaluacion de la eficacia del entomopatdgeno (Mancebo-Markis, 2009). Nuestros dos parametros

para medir la virulencia del entomopatdgeno fueron la CLsy y TLso.

Para determinar la CLsy se probaron cinco diferentes dosis del hongo I. fumosorosea: 1 x
107, 3 x 10°%, 1 x 10°, 3 x 10°y 1 x 10° conidios/mL. La CLs, obtenida fue de 2.263 x 10* (226.349
conidios por huevo), la cual mostré una alta virulencia, ya que entre menor sea la concentracion
de conidios utilizada que mate al 50% de los insectos prueba, mayor es la virulencia de la cepa.

En otras investigaciones, la cepa EH-511/3 utilizada en este estudio, ha resultado
altamente virulenta contra ninfas de segundo estadio de Trialeurodes vaporarium (Hemiptera:
Aleyrodidae) a una Cls, de 6.9 x 10° conidios/mL. Otros aislados de México de I. fumosorosea
como EH-506/3 y EH-503/3, han mostrado también alta virulencia al ser utilizados a bajas
concentraciones (Castellanos-Moguel et al., 2007; 2008).

En un trabajo reciente, se investigd la virulencia de la cepa IP 34 de Metarhizium robertsii e
IP 141 de Isaria cateniannulata contra ninfas 3 de Triatoma infestans, encontrando que la CLs, fue
de 1.3 x 10’ y 2.8 x 10° CFU/cm?, respectivamente (Rocha y Luz, 2011). En otra investigacién con el
hongo, Beauveria bassiana, Romafia y Fargues (1992) encontraron una Cls, de 4.6 X 10°
conidios/cm? en el estadio de huevo del transmisor Rhodnius prolixus. En nuestro trabajo se
encontrd que la cepa de I. fumosorosea estudiada fue muy virulenta hacia el estadio de huevo de

M. pallidipennis, ya que se obtuvo una CLsy de 2.263 x 10? conidios/mL.

En nuestros resultados las concentraciones mas altas (1 x 107, 3 x 106y 1 x 10° conidios/mL

equivalentes a 20,000, 6,000 y 2000 conidios por huevo) presentaron mortalidades mayores al
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90%, y las concentraciones mas bajas (3 x 10’y 1 x 10’ equivalentes a 600 y 200 conidios por
huevo) menos del 80% de mortalidad acumulada, sugiriendo una elevada mortalidad causada por
el hongo entomopatdgeno.

En los huevos testigos utilizados en la prueba de Clsy, la tasa de eclosidén fue del 86%
(31/36), en el TLso para I. fumosorosea 76% (19/25) y en M. anisopliae 72% (18/25), porcentajes
similares a los obtenidos en el ciclo de desarrollo de M. pallidipennis que fue del 70% (56/80).
Estas tasas de eclosidon experimentales demostraron que la desinfeccion de huevos no afectd la
eclosién de huevos a ninfas 1, y que los hongos entomopatégenos fueron los que causaron la
pérdida de viabilidad en los huevos infectados, ya que a los testigos sdlo se les aplico el vehiculo y

continuaron su ciclo de desarrollo.

Dos factores importantes que influyen en las infecciones por hongos entomopatégenos
son la temperatura y humedad. Los bioensayos realizados en este estudio fueron llevados a cabo
bajo condiciones favorables, i. e., 28°C y 60% HR, a diferencia de otros hongos como B. bassiana
que necesitan humedades cercanas a la saturacidon del 90% HR (Cazorla-Perfetti et al., 2007,

Lazzarini et al., 2006; Lecuona et al., 2001).

Se observé que el estadio de huevo de M. pallidipennis presenté una mortalidad
acumulada del 92% y un TLs, de 66.685 h o 2.77 dias cuando fueron expuestos a la cepa EH-511/3
de Isaria fumosorosea, lo cual significa que esta cepa fue capaz de matar al 92% del total de los
individuos (69/75) al final del experimento (10 dias). En comparacidn, la mortalidad acumulada del
88% y un TLsy de 76.320 h o 3.18 dias se obtuvo cuando fueron expuestos a la cepa EH-473/4 de
M. anisopliae. Ambos entomopatdgenos fueron probados a una dosis de 3 x 10°, equivalente a 600
conidios por huevo. Estos resultados demuestran la virulencia de estos hongos para el estadio de
huevo del triatomino estudiado. Estudios previos demuestran que un hongo entomopatdgeno
efectivo es el que mata a su hospedero en siete dias (Melgar et al., 2004), y nuestros resultados

demuestran una mortalidad arriba del 80% en menos de cuatro dias.

Lecuona et al. (2001) probdé una cepa de B. bassiana sobre huevos de T. infestans, y
reporta emergencia de las ninfas, sin embargo, murieron después de emerger. Por otro lado
Romana y Fargues (1992) reportan que la mayoria de los bioensayos con M. anisopliae, B.
bassiana y Nomuraea rileyi muestran mortalidad acumulada baja en el estadio de huevo. Esto
probablemente se debe a las cepas utilizadas, sin embargo, nuestros resultados, muestran que

ambos hongos impidieron la emergencia de las ninfas.
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Ambos hongos utilizados se comportaron de manera similar en la infecciéon de huevos de

M. pallidipennis, ya que al comparar su virulencia no se observaron diferencias significativas.

I. fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) ha sido considerada virulenta en ninfas 1 de
Rhodnius prolixus, causando mortalidades del 80% al 100%, y en comparacion con M. anisopliae,

que causo del 20% al 55% de mortalidad a concentraciones de 3X10° (Romafia et al., 1987).

En un estudio de Enriquez (2004) en Guatemala se sefialé que la cepa AES.MET.GC de M.
anisopliae fue efectiva para huevos de T. dimidiata, ya que presentd una mortalidad acumulada
del 95.2%, a una concentracién de 2 X 10° conidios/mL por aspersion a los 30 dias. En otro estudio
del mismo hongo pero en ninfas 3 de T. infestans, se encontrd que las cepas CG 144 y CG 491 del
mismo hongo fueron capaces de causar entre el 85 al 90% de mortalidad acumulada (Luz et al.,
1998a). Se han probado también cepas aisladas en Guatemala de M. anisopliae en ninfas 1 de T.
dimidiata, mostrando un TLs, de 5.5 a 6.6 dias (Melgar, 2004). En otros transmisores, como
Phlebotomus duboscqui (Diptera: Psychodidae) (transmisor de leishmaniasis), el mismo hongo ha
mostrado un TLsy de 3-0 a 7.8 dias (Ngumbi et al., 2011). En Anopheles arabiensis y Anopheles
gambiae (Diptera: Culicidae), (transmisores de malaria), M. anisopliae ha mostrado TLs, de 2.0 y
3.7, respectivamente (Lwetoijera et al., 2010; Scholte et al., 2005). Y por otro lado, utilizando la
misma cepa de M. anisopliae de nuestro estudio (EH-473/4), se obtuvo un TLso de 6.53 dias con
una mortalidad del 100% pero en otro insecto hospedero, Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae). Estos datos apoyan la elevada virulencia de la cepa EH-473/4 de M. anisopliae
para el estadio de huevo de M. pallidipennis (Toriello et al., 2008; Zavala-Ramirez, 2005). En el
estudio de Rocha y Luz (2011), el TLsq en las cepas IP 34 de Metarhizium robertsii e IP 141 de Isaria

cateniannulata fue de 5.7 y 5.6 dias respectivamente a una concentracion de 2.33x10° CFU/cm”.

Los hongos entomopatégenos mds utilizados en bioensayos con triatdminos son M.
anisopliae, B. bassiana y en menor grado Aspergillus giganteus, Penicillium corylophilum,
Evachlovaea sp. y Paecilomyces lilacinus (estos tres Ultimos no son agentes promisorios de control
bioldgico por su baja virulencia). Los transmisores de la enfermedad de Chagas donde se han
estudiado son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus, T. sordida, T.
brasiliensis, T. picturata, Dipetalogaster maxima y T. dimidiata (Enriquez, 2004; Lara Da costa et
al., 2003; Lecuona et al., 2001; Luz et al., 1998b; 1999b; 2003; 2004; Luz y Batagin, 2005; Melgar et
al., 2004; Rocha et al., 2011).
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El hecho de que I. fumosorosea y M. anisopliae presenten alta virulencia, causando dafo
en los huevos de M. pallidipennis podria ser prometedor, ya que como se ha mencionado, una de
las causas de re-infestacion en areas endémicas de la enfermedad de Chagas es debido a que los

huevos no son afectados por los insecticidas quimicos utilizados para su control.

En la observacion microscépica, se observaron las primeras hifas emitidas por I
fumosorosea a las 36 h, en comparacién con 60 h requeridas para observar la presencia de hifas en
M. anisopliae. Inicialmente se pudieron observar saliendo de la zona del opérculo (parte mas
blanda) y posteriormente alrededor de todo el corio. El proceso de infeccidn ocurre en pocas
horas después de la infeccién del insecto, por ejemplo, Neves y Alves (2004) muestran por
microscopia de barrido que la adhesidn de conidios de M. anisopliae en el tegumento de
Cornitermes cumulans (Kollar) (Isoptera: Termitidae) ocurre entre las 6 y 12 h después de la
infeccidn; la penetracidén ocurre entre las 12 h y 24 h y la diseminacion del hongo en el insecto
entre 24 hy 72 h (Neves y Alves 2004). Sin embargo, no conocemos este mecanismo en la relacién

hongos/triatdminos, mas que lo descrito en nuestro estudio.

Los cambios en la coloracion de los huevos infectados por los hongos pudieron deberse a
la degradacién enzimatica del corion que estd compuesto principalmente por varias capas de
polifenoles y proteinas (Aldana, 2008) y a la accién de toxinas como las beauvericinas producidas
por I. fumosorosea y las destruxinas producidas por M. anisopliae (Kershaw et al., 1999), que
causan perturbacion en la metamorfosis y en los mecanismos de defensa (Pires et al., 2009). En
ninfas de mosquita blanca, B. tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), los signos de la micosis también
son perceptibles al dia cinco y se manifiestan con el cambio de color de la cuticula y deshidratacion
de la misma (Jiménez-Toledano, comunicacién personal). Otra de las explicaciones a los cambios
de color observados, se pudiera comprender por lo sefialado sobre la capacidad de los
entomopatégenos para inducir defensas en el hospedero, una de ellas es la produccién de fenoles,
como una medida de resistencia hacia los hongos. La oxidacion y polimerizacion de compuestos
fendlicos, tipicamente se manifiesta por la producciéon de pigmentos meldnicos de color negro o
café, y que es una caracteristica comun de respuesta en muchos insectos a la infeccién. En muchos
casos, la penetracidn en la epicuticula representa la primera interaccién que resulta en la
melanizacion. La respuesta meldnica subsecuentemente se extiende en la procuticula y se muestra
como una cubierta que rodea a la hifa que penetra, o como un parche oscuro que cubre el sitio de

infeccidn (Charnley y St. Leger, 1991).
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Los datos de porcentaje de esporulacién y cantidad de conidios por huevo infectado son
datos adicionales sobre el comportamiento de las cepas en cuanto a la colonizacién del insecto y
nos habla de la capacidad de reproduccién de los hongos entomopatdgenos. Se observd
esporulacion en el 87% de huevos infectados por I. fumosorosea y el 83% en los huevos infectados
por M. anisopliae, que representan un porcentaje de esporulacion mayor a los presentados por
otros hemipteros como Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae) que van del 38.7% al 52.8%
(Ibarra-Aparicio et al., 2005). La esporulacién o desarrollo de ambos hongos sobre el huevo de
triatédminos puede estar influenciado tanto por factores bidticos como abidticos tales como
temperatura, humedad, aislado, dosis del indculo, lo cual ha sido sefialado también en el trabajo
de Luz et al. (1999a). Nuestras condiciones de temperatura (28°C) y HR (60%) fueron controladas y
favorecieron el crecimiento de ambos hongos entomopatdgenos en los huevos de triatdminos.
Ademas de los factores arriba mencionados, que podrian influir en los huevos que presentaron
solamente micelio y no esporularon, son por ejemplo, una posible competencia con otros hongos
o bacterias que le impiden al entomopatdgeno desarrollarse; también se ha observado que en
algunos insectos de plagas agricolas como langostas, no se observa el crecimiento fungico, pero
sin embargo, el insecto muere después de la aplicacion del hongo (Hernandez-Velazquez,
comunicacion personal). Por otro lado, entre los hongos entomopatdgenos existe mucha
diversidad en la produccion de toxinas para matar al insecto, y en ocasiones son éstas que lo

eliminan y no se observa una esporulacién.

Con respecto a la determinacién de conidios por huevo, no se encontraron diferencias
significativas entre los dos hongos estudiados en los huevos del insecto; datos similares en la
produccién de conidios se han encontrado en ninfas de otras especies peridomésticas de
triatdminos, como Panstrongylus herreri, P. megistus,Triatoma brasiliensis, T. lecticularia, T.

picturata, T. rubrovaria, T. infestans, D. mdxima y Rhodnius prolixus (Luz et al., 1998b).

La cantidad de conidios por huevo infectado sugiere que la cepa EH-511/3 de I
fumosorosea podria tener gran capacidad de dispersidn, capacidad de reciclarse en el ambiente y
éxito al interactuar sobre su hospedero en campo, ya que para causar epizootias en poblaciones
de insectos es necesario que las cepas esporulen adecuadamente (lbarra-Aparicio et al, 2005; Liu

et al., 2003; Luz et al., 1999a).

Para explorar el mecanismo de infeccion de estos hongos en el estadio de huevo de M.
pallidipennis y corroborar la entrada de los hongos y destruccién del embridn, se llevé a cabo la
microscopia electrdnica de transmision (MET). La anatomia interna de los huevos de triatdminos la
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describen Barth y Muth (1958), Picollo y Zerba (1997) y Takashi-Obara et al. (2007), donde se
observaron las estructuras de los huevos. Una de las caracteristicas que llama la atencidn de las
imagenes de la MET es el material que se observa, casi en todas las imagenes, alrededor de las
estructuras fungicas como conidios y cuerpos hifales, que sugiere hemolinfa coagulada, lo cual
probablemente sugiere un mecanismo de defensa por parte del triatdmino, tratando de oxidar y
encapsular al hongo; esto se conoce en otros invertebrados transmisores como un mecanismo de
fagocitosis por encapsulacidon con hemolinfa (Kanost et al., 2008), sin embargo, se necesitarian de
estudios de histoquimica para su confirmacidn. Las enzimas que intervienen en este proceso
oxidativo son las fenoloxidasas (PO), las cuales se encuentran presentes en la hemolinfa, éstas son
activadas como parte de una cascada de proteasas estimuladas por reconocimiento de patdgenos.
La sintesis de melanina ocurre en respuesta a diversas infecciones por patégenos; en la mayoria de
los casos, esta defensa parece proteger al insecto hospedero. Tal encapsulacién usualmente
involucra la adherencia de multiples capas de hemocitos en la superficie del patégeno, pero en
algunos casos, la cdpsula esta formada de material acelular como proteinas plasmdticas, moléculas
liberadas de los hemocitos y melanina. La melanizacion de patdgenos encapsulados es una
respuesta importante de defensa, en insectos (Zimmerman, 2007), inclusive en aquellos que son
transmisores de enfermedades parasitarias como Anopheles gambiae en malaria. La melanizacion
de patdgenos encapsulados puede bloquear la absorcién de nutrientes por parte del patégeno y
asi contribuye en eliminarlo inhibiendo su alimentacion; ademads se forman intermediarios de
oxigeno reactivo citotoxico y nitrogeno durante la sintesis de melanina, los cuales también
influyen en la eliminacidon del patégeno (Kanost et al., 2008). En nuestro estudio la MET de I
fumosorosea (EH-511/3) y M. anisopliae (EH-473/4) mostré que a pesar de que los conidios
estuvieron envueltos de posible hemolinfa coagulada, se logré una infeccidén exitosa. Otra posible
explicacion acerca del material observado alrededor de los propagulos fungicos es que podria
tratarse de material mucilaginoso propio de éstos, lo cual ha sido reportado también en
infecciones de otros insectos por hongos entomopatdgenos (Boucias y Pendland, 1991), aunque
tales afirmaciones necesitarian estudios mas especificos como se mencioné anteriormente. Hasta
ahora, se conoce muy poco acerca de las propiedades fisicas o bioquimicas de este material
mucilaginoso. En nuestro estudio se observd mediante la MET la presencia de detritus celular en
vesiculas citoplasmicas heterogéneas en conidios y segmentos hifales, lo que sugiere una activa
metabolizacion de nutrientes por la célula fungica, posiblemente adquiridos del embridn ya que

éste se observa totalmente destruido. Hasta el momento no se conoce acerca de los mecanismos
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involucrados en la infeccion y penetracién de los hongos entomopatdgenos en transmisores de

Trypanosoma cruzi.

Se han realizado diversos avances en el conocimiento de los procesos de germinacién y
penetracidon de los hongos entomopatdgenos en insectos de importancia agricola, utilizando la
microscopia electrénica (Neves y Alves, 2004), pero hasta ahora no se conocen estudios de hongos

entomopatdgenos en triatbminos.

La MET en nuestro estudio mostré una gran diversidad de estructuras fungicas para ambos
hongos estudiados dentro del huevo, como conidios, cuerpos hifales, blastosporas, hifas,
asociadas en su mayoria con material posiblemente mucilaginoso o hemolinfa coagulada descritos
con anterioridad. Llamé la atencién la proximidad de este material con los hemocitos degradados

del embridn.

En la infeccion de huevos de la polilla del tomate, Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)
con M. anisopliae, en MET se describieron los cuerpos hifales como estructuras que muestran
diferentes tamafos y formas con el citoplasma lleno de vesiculas de diversos tamafios, se
multiplican por fisidn binaria, y esto hace que incrementen el tamafio, siendo mas grandes
conforme avanza el tiempo de colonizacidon (Pires et al., 2009). En nuestros resultados, se
observaron los cuerpos hifales con el citoplasma lleno de vesiculas de diversos tamafios, similar a

lo encontrado en el interior de los huevos de la polilla del tomate (Pires et al., 2009).

En otro estudio también con MET, en adultos del insecto Ceroplastes japonicus
(Hemiptera: Coccoidea) infectado con Lecanicillium lecanii, se observaron distintos propagulos
flingicos y a las 144 h el hongo emergié del insecto formando los conidiéforos caracteristicos y
esporulando en la superficie del insecto (Liu et al., 2009). De manera similar en nuestro estudio
existe la correlacién entre la esporulacidn y la observacién de los propagulos fungicos en el mismo

tiempo.

En el campo, se han probado formulaciones de hongos entomopatégenos como B.
bassiana para controlar T. infestans y T. sordida, sefialando que a veces la extrapolacion de
mortalidad acumulada alta en el laboratorio, puede verse disminuida en el campo (Luz et al,,
1999b; Luz et al., 2004), aun con concentraciones altas, por lo que es necesario realizar estudios
en campo donde se establezca un método de aplicacién y tiempo de exposicion al hongo, asi como

los estudios de bioseguridad pertinentes (Toriello, 2003; Zimmermann, 2008).
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Los hongos entomopatdgenos dafian de manera natural muchas especies de insectos, y en
algunos aspectos son muy adecuados para su desarrollo como bioplaguicidas, ya que pueden ser
producidos en masa in vitro, almacenados por periodos prolongados y sus conidios pueden ser
aplicados con equipos convencionales (Jackson et al.,, 2010). Los hongos infectan a través del
contacto externo (Thomas y Read, 2007b) a diferencia de los virus y bacterias que necesitan ser
ingeridos para infectar a los insectos. En comparacion con la mayoria de los insecticidas quimicos,
los hongos son una alternativa de bajo riesgo, sin efecto en los mamiferos e impacto ambiental

reducido.

Un aislado fungico altamente virulento que produzca grandes cantidades de conidios en
los cadaveres, puede ser considerado para el control de estos transmisores (Luz et al., 1999a); en
nuestro estudio la cepa EH-511/3 de I. fumosorosea presentd mayor cantidad de conidios, por lo
que podria ser la especie candidata para pruebas en campo, aunque ambas especies de hongos

entomopatégenos, podrian ser candidatos promisorios para el control de este triatomino

En México, este es el primer trabajo con hongos entomopatdgenos para el control
bioldgico de huevos de M. pallidipennis, el cual se encuentra principalmente en dreas
peridomésticas. Este procedimiento de control biolégico con hongos entomopatégenos puede ser
aprovechado en el peridomicilio, ya que este ecotopo es considerado el punto mas critico en el

control de los transmisores en la enfermedad de Chagas.

Los resultados de este estudio pueden auxiliar en el desarrollo de nuevas estrategias para
el control de los transmisores en la enfermedad de Chagas, particularmente a nivel del
peridomicilio, donde las acciones actuales (uso de insecticidas quimicos) han fracasado. Esta
metodologia simple, sustentable y de bajo costo puede ser aplicada sola o combinada con otras

acciones de control.
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9. CONCLUSIONES

e Este trabajo representa el primer reporte de virulencia de Isaria fumosorosea y
Metarhizium anisopliae en el estadio de huevos de Meccus pallidipennis, transmisor del

agente etioldgico de la enfermedad de Chagas.

® Ambas especies de hongos entomopatdgenos son de alta virulencia hacia el huevo por
presentar un TlLsy menor a cuatro dias, ya que la cepa EH-511/3 de I. fumosorosea
presentd una mortalidad acumulada del 92% a los 10 dias y un TLs, de 66.685 horas (2.77
dias) y la cepa EH-473/4 de M. anisopliae presenté una mortalidad acumulada del 88% a

los 10 dias con un TLsg de 76.320 horas (3.18 dias).

e | fumosorosea y M. anisopliae se comportaron de manera similar en la infeccion de
huevos de M. pallidipennis, debido a que no mostraron diferencias significativas respecto
a la mortalidad acumulada a los tres (F = 8.0; t = 1.162; g.l.= 4; P = 0.310), seis y nueve dias

(F=0.800; t=0.775; g.I.= 4; P = 0.482).

e Elaislado que produjo mayor cantidad de conidios por huevo infectado fue EH-511/3 de /.
fumosorosea 8.9 x 10" + 2.9 x 10, observandose diferencias estadisticamente significativas

(F= 2.785; t = 2.934; g.l.= 22; P=0.008).

® Ambas especies tienen la capacidad de interrumpir tempranamente el ciclo de vida del
insecto transmisor, debido a que los resultados mostraron que ambas cepas, la EH-511/3
de I. fumosorosea y la EH-473/4 de M. anisopliae, son capaces de causar una infeccidn

rapida y pérdida de viabilidad en los huevos de M. pallidipennis.
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e Se comprobd la infeccidn del huevo con I. fumosorosea y M. anisopliae mediante la MET al
observar hifas con septos y cuerpos hifales con vesiculas citoplasmdaticas heterogéneas en

el embrién de M. pallidipennis infectado.

® La aplicacion de Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae en los sitios factibles de ser
colonizados por Meccus pallidipennis, podria utilizarse como una alternativa para el

control bioldgico de este transmisor.

® Ambas especies pueden ser consideradas como agentes microbianos potenciales para el

control biolédgico de la enfermedad de Chagas.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo y soluciones
Papa dextrosa agar.
Papa blanca300 g
Dextrosa (Drogueria Cosmopolita®, México) 20 g
Agar (BIOXON®, México) 15 g
Agua destilada 1000 mL

Pelar y rebanar las papas, hervir las rodajas durante % h, o hasta que estén cocidas, en un volumen
de 500 mL de agua. Decantar y filtrar a través de un cedazo. Afadir la dextrosa y el agar, aforar a
1000 mL con agua, mezclar bien y hervir para disolver el agar. Esterilizar en autoclave durante 30
min. APD es un medio ampliamente utilizado para aislar y favorecer la esporulacién de hongos

filamentosos (Mier et al., 2002).

Tween 80 al 0.5%
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En un matraz de 250 mL, se vierten 100 mL de agua mili Q, y se le quitan 500 puL de agua, para

agregarle el mismo volumen de Tween 80 (Drogueria Cosmopolita®, México).

Soluciones de desinfeccion y humedad

Cloro al 4%: En un vaso de precipitados de 250 mL se vierten 100 mL de cloro al 6% (Cloralex®) y

se agregan 50 mL de agua para obtener 150 mL de cloro al 4%. Homogenizar.

Alcohol al 40%: En un vaso de precipitados de 250 mL se vierten 26 mL de alcohol al 96% y se

agregan 24 mL de agua mili Q para obtener 50 mL de alcohol al 40%. Homogenizar.

Soluciéon de humedad. En un vaso de precipitados de 250 mL se vierten 13.6 g de sulfato de
potasio (K,SO,) y se agregan 200 mL de agua para obtener una solucién de humedad del 60%.

Homogenizar en vortex.

Medio agar agua al 1%

En un matraz de 1000 mL se ponen 500 mL de agua mili Q o proveniente de la llave, y se le
agregan 75 g de agar (BIOXON®, México). Se homogeniza y se esteriliza 120°C, 15 Ibs de presidn

durante 30 min.

Anexo 2. Tabla de registro

La mortalidad acumulada se registré cada 12h, para la CLsg yTLsg, de igual forma se anotaron todos

los datos correspondientes al bioensayo, ademds de observaciones en el cambio de coloracién.
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Anexo 3. Determinacion de la CLs, con el programa estadistico Polo Plus®

1. En un bloc de notas se anotan los resultados obtenidos para cada bioensayo. . En el
simbolo = se anota el titulo que nos permita identificar el archivo, y el simbolo*se
denomina linea de preparacion para un conjunto de datos (solo ocho caracteres). Después
en la primera columna se anotan las concentraciones utilizadas por cada bioensayo, en la
segunda columna el total de individuos utilizados para cada bioensayo y en la tercer
columna el nimero de individuos con respuesta o efecto a la concentracion.
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CLM1 - Bloc de notas =5 Eol (55
Archive Edicién Formate Ver Ayuda

=CLM HUEVOS PF -
=cLmpf

20000 12 12
20000 12 12
20000 12 12
6000 12 12
6000 12 12
6000 12 12
2000 12 12
2000 12 12
2000 12 11
600 12 11

600 12
600 12 10
200 12
200 12
200 12

-~

o

2. Se abre el programa estadistico Polo Plus ® y se muestra el menu principal.
TAE Polo Plus ==

Display results
Display summary

Do another data file

3. Sedaclic en Open a data file, una vez abierto, se da clic en Open, lo cual abrira el archivo
de bloc de notas que hemos creado anteriormente.
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=CLM HUEVOS PF
“CIMpf

20000 12 12
20000 12 12
20000 12 12

6000
6000
6000
2000
2000
2000
600
€00
600
200
200

4.

12
12
12
12
12
12
i
12
32
12
1z
12

12
12
12
12
12
11
11
7
10

EE I

En Choose options aparecerd este cuadro de didlogo, verificar que Unicamente las

siguientes casillas estén seleccionadas se da clic en OK.

b

| Cancel folo

5. Se da click en Check data, para verificar que no existan errores en la base de datos. El

programa envia el siguiente mensaje y se presiona OK:

e
MO ERRORS

6. Regresando al menu principal Unicamente la tecla OK se encuentra activa, se presiona:
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m Choose options Check data

20000 12 12
20000 12 12
20000 12 12
€000 12 12
6000 12 12
6000 12 12

2000 12 11
€00 12 11
600 12 7
600 12 10
200 12 7
200 12 6
200 12 4

7. Y se regresa al menu principal donde presionaremos la tecla de Calculate, el programa

enviard un mensaje de CRUNCHING.
A5 Pole Plus = Ea<|

Open a data file

8. Se presiona la tecla de Display results del menu principal, y el programa mostrara los
siguientes resultados. El dato resaltado, es la Cls,, la cual se puede expresar
exponencialmente para obtener la cantidad de conidios necesarios para matar al 50% de
la poblacidn. Es posible obtener otras concentraciones como: Clgg, CLgs y Clos.
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e Results o =]

Print  Saveas...

6000. & = b i 0.023 =338
2000. = = i 0.365 -970
2000. - N Al 0.365 -970
2000. - B eIl —-0.635 -970

600. o o i 1.410 =195

600. 9 -2.590 AL

600. = 5 0.410 o k]
200. & = S 1.509 458
200. - 0.509 .458
200. 3 e e o .458

chi-square: B8.173 degrees of freedom: 13 heterogensity: 0.623

Effective Dosg
dose limits 0.90 0.95 0.99
CLMpHY 226.349 lowsr 144.835 127.970 93.476
upper 304.955 320.764 353.326
CIMpf  1004.193 lower 723.764 686.809 623.231
upper 1706.647 1987.957 2948.982
CIMpf  1531.95% lower 1027.453 967.512 868.646
upper 3090.845 3810.990 6611.308
CLMpE 3383.2 lower 1924.8 b7l 1540.6
upper $698.9 iiEEER 31595.
CLMpE 23682. lower B8582.7 7448.2 5831.5
upper 0.16862E+06 0.31029E+06 0.15894E+07

9. Se guarda el archivo en un bloc de notas presionando la tecla Save as, al finalizar se
presiona la tecla OK, se regresa al menu principal y se presiona la tecla Plot para obtener
el grafico de concentracién letal media, donde se grafica el porcentaje de mortalidad
obtenido en cada concentracion por cada bioensayo. Se guarda con Save as, cerramos el
grafico con la tecla Close, nos regresa al menu principal y si deseamos realizar otro analisis
presionamos Do another file o si deseamos salir del programa la tecla Quit.

TBlE Plot of fitted curve [= e s
Print  Save As...

PERCENT RESPONSE

1
10000
DOSE
CLM HUEVOS PF
PoloPius 1.0 CLupf 08 Aug 2011

Anexo 4. Determinacion del TLsy con el programa estadistico Polo Plus®

1. En un bloc de notas se anotan los resultados obtenidos en los tres bioensayos. En la
primer columna se anotan las horas o el tiempo en la que se realiza la observacién, en la
segunda columna el total de insectos utilizados y en la tercer columna el nimero de

organismos que tuvieron respuesta.
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| pf 3x105 - Bloc de notas (E=8(ECR(Ex3)|

Archive Edicién Formate Ver Ayuda

=triatoma3x103
*pf
36 75 1

Se siguen los pasos del dos al siete mencionados para el calculo de CLsy. Se presiona la
tecla de Display results del menu principal, y el programa mostrard los siguientes
resultados. El dato resaltado es el TLsy, el cual se puede dividir entre 24 para obtener el
numero total de dias. Ademas es posible obtener otros tiempos como: TLgg, TLgs y Tlge.

B Resuisit ===y

Print  Saveas..

60.000 5 g 30.78 10.221 0.410 2.399
72.000 5 . 42.40 5.601 0.565 1.305
84.000 M 5 ShL k] 9.270 0.6590 2.314
9€.000 = = 58.71 5.294 0.782 1.482
108.000 5 5 63.71 4.290 0.849 1.385
120.000 5 5 67.21 0.786 0.896 0.258
132.000 = & €9.64 -1.636 0.928 -0.733
144.000 5 = Tt == .22 0.3951 —1.758
15€.000 & E 72.44 -3.438 0.966 -2.185
168.000 o 5 73.22 -4.219 0.976 -3.199

chi-square: 50.182 degrees of freedom: 10 heterogeneity: 5.0182

Effective Doses
limits  0.90 0.95 0.99
D50 pE G685 lower 58.388 56.205 50.618
upper 74.040 75.708  79.575
pE 121.205 lower 107.782 105.286 100.136
upper 142.6€92 149.877 172.265
pE 143.577 lower 124.913 121.639 115.113
upper 176.433 188.100 226.331
197.277 lower 163.172 157.588 146.868
upper 265.236 291.485 384.474
430.526 lower 303.178 231.403 253.004
upper 734.380 873.083 1457.305

Se guarda el archivo en un bloc de notas presionando la tecla Save as, al finalizar se
presiona la tecla OK, se regresa al menu principal y se presiona la tecla Plot para obtener
el grafico de mortalidad acumulada. Se guarda con Save as, cerramos el grafico con la tecla
Close, nos regresa al menu principal y si deseamos realizar otro andlisis presionamos Do
another file o si deseamos salir del programa la tecla Quit.
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