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Resumen 

 

La enfermedad de Chagas es catalogada actualmente dentro de las “enfermedades olvidadas” y se 

considera endémica en muchas áreas de Latino América. El agente etiológico de esta enfermedad es 

el parásito Trypanosoma cruzi, transmitido por las heces de insectos hematófagos de la familia 

Reduviidae. 

El control de los transmisores de la enfermedad de Chagas se ha basado principalmente en el uso de 

insecticidas químicos. Sin embargo, el uso de estos ha generado problemas de resistencia, 

contaminación ambiental y riesgos para la salud humana, aunando a esto, la conducta peridoméstica 

de los triatominos hacen difícil su control. En México más del 74% de la transmisión es vectorial y 

uno de los principales transmisores es la especie Meccus pallidipennis y como alternativa de control 

se ha propuesto el uso de hongos entomopatógenos: Isaria fumosorosea (EH-511/3) y Metarhizium 

anisopliae (EH-473/4) que han sido utilizados en el control biológico de insectos que son plagas 

agrícolas. Dos características principales en estas especies de hongos es su capacidad para afectar la 

sobrevivencia de insectos y la inhibición de la respuesta inmune. El objetivo de este estudio fue 

investigar el efecto de dos hongos entomopatógenos en ninfas de M. pallidipennis, en términos de 

sobrevivencia y respuesta inmune. 

Se mantuvieron un grupo infectado y un grupo control para cada especie fúngica estudiada: M. 

anisopliae (EH-473/4) e I. fumosorosea EH-511/3, y se obtuvieron datos sobre la sobrevivencia 

durante 30 días y medidas sobre la fenoloxidasa (PO) y profenoloxidasa (proPO) a las 24, 48, 96 y 

144 horas. Para la evaluación de la sobrevivencia se utilizó un análisis de Kaplan-Meier, para la 

respuesta inmune se utilizó un ANOVA factorial de medidas repetidas. 

Los insectos tratados con M. anisopliae, murieron antes que los insectos tratados con I. 

fumosorosea. Los insectos infectados con cualquiera de los dos hongos mostraron valores bajos de 

PO y proPO que en insectos control, con un claro decremento en ambos parámetros a las 24 h y no 

se observaron cambios posteriores a este tiempo. 

Nuestro estudio demuestra la posibilidad de utilizar hongos entomopatógenos para el control de éste 

tritatomino y el efecto negativo en la PO y proPO parece estar mediado por una baja en la 

regulación de la respuesta inmune del triatomino. 
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Abstract 
 

Chagas disease is currently listed within the "neglected diseases" and is considered endemic in 

many areas of Latin America. An estimated of 7-8 million people are infected worldwide. The 

etiological agent of this disease is the parasite Trypanosoma cruzi, transmitted by the feces of 

blood-sucking bugs fronm the family Reduviidae. 

Chagas disease vector control has been based primarily on the use of chemical insecticides. 

However, there have been problems of resistance, environmental contamination and risks to human 

health, furthermore, vectors with peridomestic habits are difficult to control. In Mexico more than 

74% of transmission is vectorial and one of the main vectrs is the species Meccus pallidipennis, as 

an alternative control has been proposed the use of entomopathogenic fungi: Isaria fumosorosea 

(EH-511/3) and Metarhizium anisopliae (EH-473/4) used in the biological control of insects that are 

agricultural pests. Two main features in these fungi is their ability to affect the survival of insects 

and inhibition of their immune response. The aim of this study was to investigate the effect of two 

entomopathogenic fungi in M. pallidipennis nymphs, in terms of survival and immune response. 

We had an infected and a control group for each fungal species and assessed: a) insect survival 

during 30 days; and, b) phenoloxidase (PO) and prophenoloxidase (proPO; two key traits in insect 

immune response) at 24, 48, 96 and 144 h. For survival we used Kaplan-Meier survival analysis 

while for immune response we used factorial, repeated measures ANOVA for each fungal species. 

Animals treated with M. anisopliae died sooner than animals treated with I. fumosorosea. Infected 

animals showed lower PO and proPO values tha sham individuals, with a clear decrease in these 

parameters at 24 h with no further changes after this time. 

Our study widens the possibility of entomopathogenic fungi being used for control this triatomine 

specie. 

The negative effect on PO and proPO seems mediated by a down-regulation of the triatomine 

immune response. 
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Capítulo 1. 

 Introducción general 

 

La enfermedad de Chagas se considera un problema de salud pública en América Latina, causada 

por el parásito Trypanosoma cruzi y transmitida por chinches hematófagas (Hemiptera: Reduviidae) 

(Steverding, 2014). El control de estos insectos transmisores, se ha basado principalmente en el uso 

de piretroides, los cuáles han demostrado ser inefectivos o no ser efectivos a largo plazo y causando 

problemas de re-infestación (Pinchin et al., 1980; Schofield & Dias, 1998; Cortico-Correa et al., 

2002; Pedrini et al., 2009). Alternativamente el uso de hongos entomopatógenos se ha 

implementado para el control de insectos plaga (Zimmerman 2007; 2008), transmisores de 

enfermedades (Blandford et al., 2005; Scholte et al., 2005; Thomas & Read, 2007) y recientemente 

en triatominos (Luz et al., 2004; Rocha & Luz, 2011; Rocha et al., 2011; Vázquez-Martínez et al,. 

2014; Rodrigues et al., 2014). Los hongos entomopatogenos han demostrado ser altamente 

eficientes, ya que inducen una reducción en la respuesta inmune de insectos (Wang & St. Leger, 

2006). Meccus pallidipennis es uno de los principales vectores de la enfermedad de Chagas en 

México, dada su amplia distribución (Carcavallo et al., 1997; Salazar-Schettino et al., 2010), sus 

hábitos de predominio peridoméstico (Martínez-Ibarra et al., 2008) y altas tasas de infección con T. 

cruzi (Benítez-Alva et al., 2012). 

 

1.1 Enfermedad de Chagas y Trypanosoma cruzi 

 

En los ciclos de vida de algunas especies de patógenos y parásitos, los insectos son de relevancia 

fundamental ya que funcionan como vectores a humanos y animales, de esta forma causan 

enfermedades importantes tales como la malaria, tripanosomiasis, leishmaniasis y oncocercosis 

(Boulanger et al., 2006). 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es catalogada actualmente dentro de las 

“enfermedades olvidadas” (Neglected Tropical Disease-NTD) endémica en muchas áreas de Latino 

América. Se estima que entre 7-8 millones de personas están infectadas alrededor del mundo, de las 

cuales la mayoría vive en Centro y Sur América (Nouvellet et al., 2015). La incidencia de esta 

enfermedad se ha reducido en lugares donde las campañas de control de vectores y el tamizaje en 

bancos de transfusión sanguínea han sido llevado a cabo, demostrando el potencial eficaz de 

políticas en salud pública. Sin embargo, Trypanosoma cruzi aún causa 10, 000 muertes y la pérdida 

de 430, 000 DALYs (Disability Adjusted Life Years) cada año, i. e. la suma de años potenciales de 

vida perdidos debido a la mortalidad prematura y años de vida productiva perdidos por 

discapacidad) (Nouvellet et al., 2015). 
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El periodo de incubación en humanos después de la transmisión es de 1 a 2 semanas y es durante 

este período cuando la parasitemia es detectable. Los síntomas son inespecíficos, incluyen fiebre, 

hepato-esplenomegalia y linfocitosis atípica. En ocasiones, en el 5% de los casos se hace presente 

un nódulo en la piel (Chagoma de inoculación) o un edema bipalpebral unilateral indoloro (signo de 

Romaña), los cuáles indican el sitio de la inoculación. Durante la fase aguda las infecciones no son 

detectables y regularmente las personas que sobreviven a la fase aguda es gracias a la respuesta 

inmune celular que es capaz de controlar la replicación de la parasitemia, los síntomas se resuelven 

espontáneamente y, la parasitemia desaparece de 4 a 8 semanas (Bern, 2015). Es entonces cuando 

los pacientes pueden iniciar con la fase crónica de la enfermedad. La mayoría de las personas 

cursan de manera asintomática la enfermedad de Chagas pero están infectadas por el resto de sus 

vidas (70-80%-Forma Indeterminada o sin patología demostrada). Del 20-30% restante (Forma 

determinada o con patología demostrada) un 30% pueden tener una progresión en el curso de los 

años hacia una cardiomiopatía chagásica crónica o alteraciones digestivas (Schofield & Kabayo, 

2008; Bern, 2015). 

La enfermedad se considera endémica en América del sur y centro, además de México. Sin 

embargo, la mitad sur de los Estados Unidos contiene ciclos enzoóticos de T. cruzi y casos 

autóctonos de infecciones humanas por vector se han reportado en Texas, California, Tennessee, 

Louisiana y Mississippi (Steverding et al., 2014). Se estima que residen 300, 000 inmigrantes 

infectados en los Estados Unidos (Andrade et al., 2014; Bern, 2015). 

Dicha enfermedad es causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, el cuál se multiplica 

dentro de las células de una gran variedad de tejidos (Steverding et al., 2014). Aunque T. cruzi es 

capaz de penetrar la piel intacta de los hospederos vertebrados (Tay et al., 1980), en la mayoría de 

los casos entra al humano a través de microlesiones contaminadas con heces, una vez que las 

personas se rascan (Steverding et al., 2014). El parásito es transmitido por insectos hematófagos de 

la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Estos insectos adquieren el parásito tras alimentarse 

de mamíferos infectados, siendo el intestino medio del vector donde se lleva acabo la reproducción 

del parásito y en el intestino medio posterior donde se diferencian en la fase infectiva: 

tripomastigotes metacíclicos (Garcia y Azambuja, 1991). 

En Latino América se llevaron a cabo programas de control de la enfermedad de Chagas, iniciando 

en 1960. Por ejemplo, la iniciativa del Cono Sur (SCII-Southern Cone Initiative), formalizada en 

Noviembre de 1991 por los gobiernos de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay, 

con el objetivo de evitar la transmisión de la enfermedad, eliminando el principal vector 

domiciliado (Triatoma infestans). Sin embargo, no existieron acciones exhaustivas de vigilancia y 

como resultado, áreas que previamente se consideraron libres del transmisor, ahora están pobladas 

con insectos infectados con T. cruzi, conduciendo a casos de enfermedad de Chagas agudo en la 

región del Amazonas (Andrade et al., 2014). 
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La transmisión a mamíferos se da cuando el triatomino se alimenta y excreta heces infectadas con el 

parásito T. cruzi sobre el hospedero, el cuál penetra a través de las heridas o mucosas (Kollien et al., 

2000). 

Otros mecanismos de transmisión incluyen la transfusión sanguínea, transplante de órganos, 

congénita vía placentaria, o incluso por ingestión de comidas o bebidas contaminadas (Steverding et 

al., 2014). La infección oral con T. cruzi actualmente representa la ruta de transmisión más 

frecuentemente documentada en Brasil. Microepidemias de Chagas agudo han sido reportados en la 

región del Amazonas y han sido asociados con el consumo de acaí contaminado (Euterpe 

plearacea) y además de jugo de caña (Andrade et al., 2014). 

Los viajes y migraciones de individuos de áreas endémicas, hacia áreas no endémicas también 

representa un escenario preocupante para la transmisión congénita, vía transfusión sanguínea y 

transplante de órganos. Datos epidemiológicos de Europa, estiman entre 59,000-108,000 casos de la 

enfermedad de Chagas, con prevalencias altas en España e Italia. La mayoría de los casos 

documentados se refieren a individuos infectados crónicamente, sin embargo, se han identificado 

casos agudos en estas regiones. Es por ello que los gobiernos de los Estados Unidos, Francia, 

España y Reino Unido han instituido el tamizaje de órganos y en bancos de sangre (Andrade et al., 

2014). 

 

1.2 Meccus pallidipennis 

 

En México, se han reportado 32 especies de triatominos, distribuidas en todo el territorio nacional, 

de las cuales 19 se han encontrado infectadas naturalmente con T. cruzi y 13 de ellas están 

reportadas en la transmisión al humano (Salazar-Schettino et al., 2010; Rodríguez-Bataz et al., 

2011); siendo los géneros Triatoma y Meccus son los más importantes. En el año 2003 se reportó un 

total de 34 especies colectadas en México (Galvao et al., 2003). 

La especie Meccus pallidipennis (=Triatoma pallidipennis) (Hemiptera: Reduviidae) es endémica 

de México y considerada como uno de los vectores epidemiológicos más importantes de T. cruzi en 

humano y hospederos reservorios animales (Martínez-Ibarra et al., 2014) y responsable del 74% de 

la transmisión vectorial en México (Ibarra-Cerdeña et al., 2009; Martínez-Ibarra et al., 2012). 

Mazzotti, en 1936, reportó a Meccus pallidipennis en Apatzingán, Michoacán y Tetela, Guerrero, 

como uno de los primeros triatóminos infectados con T. cruzi en México (Mazzotti, 1936). 

Ésta especie pertenece al género Meccus (Stal 1859), el cuál engloba otras especies como M. 

longipennis, M. mazzottii, M. picturata y M. bassolsae. Su aspecto general y tamaño de estas 

especies fue sometido a revalidación del complejo Triatoma phyllosoma al género Meccus 

(Carcavallo et al., 2000; Martínez-Ibarrra et al., 2008). M. pallidipennis ha sido reportado en 13 

estados: Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacán, Morelos, Nayarit, 
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Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas (Carcavallo et al., 1997; Salazar-Schettino et al., 

2010; Martínez-Ibarra et al., 2012; Martínez-Ibarra et al., 2014), se ha localizado en altitudes de 

200 a 1580 m sobre el nivel de mar y es una de las especies más importantes en la transmisión de T. 

cruzi (Bautista et al., 2001; Salazar-Schettino et al., 2010), respecto a su hábitat se conocen como 

“visitantes” o peridomiciliados. En el estudio realizado por Bautista et al., 1999 se denomina 

peridomicilio a aquellos sitios localizados en un perímetro de 50 m alrededor de la casa (jardines, 

bardas de piedra y corrales de animales). Sin embargo, áreas silvestres en el estado de Morelos 

como nidos de roedores y tecorrales (bardas de piedra que alguna vez rodearon las haciendas) 

(Bautista et al., 1999) también se consideran lugares donde se encuentra esta especie. Otra 

definición refiere que los triatominos peridomiciliados completan algunos estadios de desarrollo en 

el intradomicilio y son de difícil control entomológico La migración hacia ambientes 

peridomésticos es el primer paso para la invasión y colonización de la vivienda humana, ya que 

estos ecotopos sirven como ambientes transicionales entre el área silvestre y la vivienda (Martínez-

Ibarra et al., 2008). 

En cuanto a su ciclo de vida, se ha reportado que el tiempo requerido de huevo a adulto es de 168.7 

± 11.71 días, con una tasa de eclosión del 60% (tiempo de incubación de 16-27 días), y el número 

de huevos ovipuestos por una hembra es de 498.67 (rango de 408-552) (Martínez-Ibarra & 

Katthain-Duchateau, 1999). Las características biológicas y comportamiento en ésta especie varían 

con las condiciones de cada localidad. Por ejemplo, el ciclo de vida en poblaciones de M. 

pallidipennis de Taretan, Michoacán fue de 162.37 ± 21.51, Amilcingo, Morelos 143.73 ± 15.97, 

Mariscala de Juárez, Oaxaca 145.16 ± 16.35, Lluvianos, Estado de México 169.7 ± 19.6, Izúcar de 

Matamoros, Puebla 141.7 ± 13,8 y en Chilpancingo, Guerrero 144.4 ± 14.5 días (Martínez-Ibarra et 

al., 2012; Martínez-Ibarra et al., 2014). 

Otros parámetros para considerar a M. pallidipennis como un transmisor importante de T. cruzi es el 

tiempo de defecación posterior a la alimentación. Se calcula que la mayoría de los estadios de ninfa 

en esta especie defecan a los 4 minutos después de alimentarse, ya que se considera que las especies 

de triatominos que defecan en menos de 10 minutos son vectores efectivos del parásito, de igual 

forma, sus tiempos de alimentación son cortos, menos de 21 minutos para cada estadio (Martínez-

Ibarra & Novelo-López, 2004). 

Es una especie de tamaño considerable, existe dimorfismo sexual entre machos y hembras, las 

hembras miden de 3.2-3.5 cm y los machos de 3.1-3.4 cm (Lent y Wygodzinsky, 1979); su cuerpo es 

ancho, sobre todo en la región abdominal (♂ 12-13mm y ♀ 13-16mm) (Fig. 1).Tienen un color que 

va del pardo obscuro al negro, con marcas características 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 más larga que el 
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pronoto. La región anteocular es tres veces más larga que las posocular. Los tubérculos anteníferos 

son muy cortos (Lent y Wygodzinsky, 1979). 

 
Figura 1. Macho y Hembra de Meccus pallidipennis. 

 

En el control químico de M. pallidipennis se han utilizado piretroides sintéticos (bifentrin, cyflutrin 

y deltametrin (clase II - productos moderadamente tóxicos), aunque después del rociado se ha 

reportado re-infestación en las casas (Ramsey et al., 2003). Lo anterior, puede estar relacionado con 

la falta de acción ovicida por piretroides, lo cuál favorece la recuperación de las colonias, por la 

pérdida de poder residual de estos insecticidas en el peridomicilio e incluso por la falta de 

ordenamiento y limpieza en esta área que propician refugios naturales para los triatominos (Cecere 

et al., 1996; Rojas-Wastavino et al., 2004). Por lo anterior resulta importante la búsqueda de 

estrategias de control ambientalmente seguras contra insectos transmisores de enfermedades y una 

buena opción es la utilización de agentes microbianos. 

 
1.3 Hongos entomopatógenos 

 

Como alternativa al uso de insecticidas se ha propuesto el uso de hongos entomopatógenos. 

Ejemplos probados exitosamente en el campo para el control de insectos plaga son: Isaria 

fumosorosea (Hypocreales: Cordycipitaceae) en mosquita blanca (Hemiptera: Aleyrodidae) y 

Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) en el salivazo de los pastos (Hemiptera: 

Cercopidae) (García-Valente et al., 2008 y Hernández-Velázquez et al., 2008). 

Recientemente diversos hongos entomopatógenos también se han utilizado para el control biológico 

de insectos transmisores de enfermedades como Phlebotomus duboscqui (Diptera: Pshycodidae), 

Anopheles arabiensis y A. gambiae (Diptera: Culicidae) (Ngumbi et al., 2011; Lwetoijera et al., 

2010; Scholte et al., 2005), Lutzomya longipalpis (Diptera: Psychodidae) (Albano-Amóra et al., 

2010), Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (Scholte et al., 2003), Xenopsylla brasiliensis 

(Siphonaptera: Pulicidae) (Mnyone et al., 2012) y Aedes aegypti  (Diptera Culicidae) (Reyes-

Villanueva et al., 2011). 
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En triatominos, también se han probado su eficacia in vitro, en múltiples especies como Triatoma 

infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus, T. sordida, T. brasiliensis, T. picturata, 

Dipetalogaster maxima (Enríquez, 2004; Lara Da costa et al., 2003; Lecuona et al., 2001; Luz et 

al., 1998a; 1998b; 1999; 2003; 2004; Rocha & Luz, 2011; Rocha et al., 2011) y sobre todo para 

aquellas especies que son resistentes a la acción de piretroides como T. dimidiata (Pedrini et al., 

2009). 

Los hongos entomopatógenos infectan por contacto externo y tienen la habilidad de 

penetrar directamente la cutícula del insecto, tal interacción resulta importante para establecer la 

infección fúngica, además son excelentes inductores de la respuesta inmune en insectos (Gillespie et 

al., 2000a). 

Al infectar por contacto externo, la cutícula del hospedero es la primera línea de defensa 

contra la infección fúngica es decir, son Barreras fisicoquímicas en el insecto. La cutícula es una 

estructura rígida que recubre la parte externa del insecto conformada por dos capas:  

1) La epicutícula cuya composición son grasas, ceras y lipoproteínas, siendo su principal 

función es evitar la pérdida de agua por transpiración. 

2) La procutícula la cuál actúa como barrera física ante la penetración de patógenos, es la 

capa más abundante, constituye el 95%, está compuesta de quitina y diversas proteínas estructurales 

que proporcionan rigidez y la hace difícil de degradar por enzimas líticas de patógenos. 

En la cutícula se da la producción de proteasas, peptidasas e inhibidores de proteasas 

fúngicas que podrían tener un papel importante durante la infección por hongos, además de la 

presencia de ácidos grasos de cadena corta y lípidos de cutícula que inhiben la germinación de los 

conidios de hongos (Téllez-Jurado et al., 2009). 

El mecanismo de infección de los hongos entomopatógenos consiste en la adhesión, 

penetración, diseminación y salida del hongo del insecto (Charnley y St. Leger, 1991). Los conidios 

se adhieren a la cutícula del insecto, germinan desarrollando un apresorio (estructura de adhesión y 

penetración). La cutícula es penetrada por una combinación de presión mecánica y la acción de 

enzimas que degradan la cutícula, como son las proteasas (Pr1 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. 

Una infección exitosa ocurre cuando el hongo penetra la cutícula y vence la respuesta 

inmune innata del insecto. Los insectos responden celular y humoralmente ante una infección 

fúngica, esta se presenta desde que ocurre la degradación de la cutícula, durante la penetración. Los 

hongos tienen dos estrategias principales para vencer la respuesta de defensa: el desarrollo de 

formas de crecimiento crípticas y la producción de sustancias inmunomodulantes que inhiben el 

sistema de defensa del hospedero (Thomas y Read, 2007). 
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1.4 Respuesta inmune en insectos 

 

El éxito de las interacciones patógeno-vector depende de la respuesta inmune de los insectos. Los 

insectos no cuentan con el complejo antígeno-anticuerpo característico de la inmunidad adaptativa 

en vertebrados, en su lugar, tienen mecanismos de defensa que dependen de componentes 

humorales y celulares de la inmunidad innata, los cuales les permite a los insectos poder 

sobrevivir en ambientes hostiles y defenderse de patógenos (Boulanger et al., 2006). 

Dos enzimas están involucradas principalmente en la respuesta humoral del insecto, la enzima 

fenoloxidasa (PO) y profenoloxidasa (proPO). 

La enzima fenoloxidasa se produce durante la esclerotización de la cutícula, cicatrización de 

heridas e inicia la biosíntesis de la melanina para generar respuestas de defensa como formación de 

nódulos, encapsulación, fagocitosis (Laughton et al., 2011; Smilanich et al., 2009). 

Se ha propuesto que esta enzima está siempre presente como parte de la respuesta inmune del 

insecto aunque sin mantener los niveles constantes máximos, además de no ser específica contra 

patógenos o parásitos. Es responsable de eliminar rápidamente la mayor proporción de éstos 

después de una infección, a diferencia de los péptidos antimicrobianos los cuáles son activados 

únicamente después de que el patógeno ha sido reconocido y sus efectos son de larga duración 

(Laughton y Siva-Jothy, 2010). 

La principal función de la PO en la formación de la melanina (melanogénesis); es decir convertir 

fenoles a quinonas (Soderhall & Cerenius, 1998). La melanina se forma a partir del aminoácido 

fenilalanina, la cuál es hidrolizada a tirosina, posteriormente la tirosina es hidrolizada para producir 

DOPA. La DOPA es oxidada a dopaquinona y es convertida inmediatamente a dopacromo por 

reacciones no enzimáticas y espontáneas. La melanina cumple muchas funciones en los 

invertebrados además de la pigmentación, varios estudios han mencionado que lesiones mecánicas 

o la presencia de parásitos (nematodos o parasitoides), resulta en la deposición de melanina 

alrededor del tejido dañado o del patógeno. Este proceso es llamado melanización (González-

Santoyo & Córdoba-Aguilar, 2012). 

En artrópodos, la melanización ocurre cuando un objeto extraño es localizado por los hemocitos, a 

través de cascadas de señalización que involucran lipopolisacáridos, peptidoglicanos, glucanos y 

sus proteínas de reconocimiento –las β-1,3-Glucanos proteínas de reconocimiento (β GRP). Los 

hemocitos rodean el objeto extraño y liberan proteínas quimioatractantes (PSP por sus siglás en 

inglés: plasmatocyte spreading peptide). Estas proteínas atraen a los plasmatocitos, los cuáles 

forman paredes multicelulares. Las capas internas de la pared de plasmatocitos comienzan a 

incrementar en tamaño, engrosarse y obscurecerse debido a la producción de melanina. La melanina 

es eventualmente depositada sobre el patógeno extraño. Las cápsulas de melanina evitan el 
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crecimiento y reproducción del patógeno y eventualmente conduce a su muerte (Gillespie et al., 

1997; González-Santoyo & Córdoba-Aguilar, 2012). 

Debido a su naturaleza citotóxica la PO es almacenada comúnmente como un precursor inactivo 

(zimógeno): profenoloxidasa (proPO). El procesamiento de proPO a PO está regulado por una 

compleja cascada proteolítica, la cuál puede ser activada por reconocimiento de los componentes de 

la pared celular de hongos u otros microorganismos (González-Santoyo & Córdoba- Aguilar, 2012; 

Laughton & Siva-Jothy, 2010; Jiménez-Cortés et al., 2012). 

Las proPO son polipéptidos que contienen dos átomos de cobre por molécula de proteína, con un 

peso total de 50-60 y de 70-80 kDa en su forma activa e inactiva, respectivamente. En artrópodos, 

las secuencias de aminoácidos de la proPO son homólogas con las hemocianinas (una proteína de 

transporte de oxígeno en invertebrados) y hexamerinas (proteínas de almacenamiento). Estudios 

recientes sostienen la idea de que la PO es la enzima ancestral de la cuál las hemocianinas 

evolucionaron secundriamente y que las hexamerinas divergieron de las hemocianinas (González-

Santoyo & Córdoba-Aguilar, 2012). 

Como activadores artificiales de la proPO, se han utilizado la laminarina, lipopolisacáridos (LPS) y 

la α-Quimiotripsina, mostrando diferentes grados de activación en insectos. La α-Quimiotripsina es 

una proteasa que hidroliza la unión de péptidos en la proPO para producir PO en muchos insectos 

(Laughton & Siva-Jothy, 2010). 

La actividad de la profenoloxidasa ha sido medida en otro transmisor de la enfermedad de Chagas: 

Rhodnius prolixus, infectado oralmente con Trypanosoma rangeli, donde se demostró que el 

sistema proPO es importante para el establecimiento del parásito en el vector, además se señala que 

de alguna forma el parásito modula la activación de tal sistema y drásticamente reduce la 

subsequente activación de la proPO en la hemolinfa (Gomes et al., 2003). 

También se ha estudiado la respuesta inmune de Rhodnius prolixus ante Trypanosoma cruzi, y la 

interacción que existe con los componentes de la hemolinfa. En este estudio se encontró que en la 

hemolinfa T. cruzi no tiene división, no induce moléculas tripanolíticas o antibacteriales, pero 

induce altos niveles de lisozimas y formación de nódulos (Mello et al., 1995). De igual forma 

correlacionan el número de tripanosomas con la actividad de la PO y señalan que esta actividad 

decrece inmediatamente que el parásito desaparece, es decir que el parásito no tiene la capacidad de 

escapar de la respuesta inmune en la hemolinfa (Azambuja et al., 1999). 

La enzima óxido nítrico sintasa (NOS) ha sido asociada a respuestas antimicrobianas, antivirales y 

antiparasitarias en vectores invertebrados, como los mosquitos y caracoles. Se ha utilizado en el 

control de parásitos y la capacidad vectorial, juega un papel importante en las vías de señalización 

del sistema inmune, en donde actúa como un activador de la producción de péptidos 

antimicrobianos y otros componentes del sistema inmune (Herrera-Ortíz et al., 2011; Whitten et al., 

2007). 
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El óxido nítrico (ON) es un gas producido de forma intra y extracelular principalmente en el 

intestino de los insectos y los hemocitos, el cual traspasa la membrana de los patógenos, dañando 

tanto algunas proteínas como su ADN. Por ejemplo: el mosquito Aedes aegypti, vector del virus del 

dengue, llega a producir altos niveles de ON, y con ello limita la replicación del virus que lo ataca 

(Castillo et al., 2006). 

Otro componente importante de la respuesta inmunitaria en insectos es la respuesta celular, que 

está mediada por hemocitos. Los tipos de hemocitos descritos en insectos y sus nombres pueden 

varíar entre taxa, aunque se reconocen cuatro tipos principales con base en su morfología, 

histoquímica y características funcionales (Lavine & Strand, 2002; Strand, 2008). 

• Los Granulocitos son células adherentes, cuya función primaria es la fagocitosis 

•  Los Plasmatocitos también son adherentes y forman cápsulas celulares 

• Los Enocitoides contienen precursores de la fenoloxidasa involucrados en la 

producción de melanina 

• Los Prohemocitos probables células madre  

Se han realizado estudios comparativos en cuanto al número de hemocitos en insectos como 

Anopheles gambiae y Aedes aegypti y se plantea si todos los insectos transmisores de enfermedades 

son capaces de producir tipos de hemocitos similares o diferentes (Castillo et al., 2006). 

Los hemocitos reconocen patógenos induciendo respuestas como la fagocitosis, encapsulación 

celular y melanización (Gillespie et al., 1997; Lavine & Strand, 2002). 

• La fagocitosis es un proceso de endocitosis por el cual los hemocitos reconocen, se unen e 

ingieren patógenos de pequeño tamaño como las bacterias (Gillespie et al., 1997). 

• La encapsulación celular es una respuesta de defensa contra agentes microbianos de gran 

tamaño, tales como parásitos, hongos, nematodos, cestodos y huevos de parasitoides que no 

pueden ser fagocitados individualmente por hemocitos. Durante una respuesta de 

encapsulación celular, múltiples hemocitos se unen al microorganismo extraño para formar 

una capa de células superpuestas, que algunas veces producen melanina (Gillespie et al., 

1997; Lavine y Strand, 2002).  

• La melanización se presenta en algunos insectos que no producen cápsulas celulares y que 

en su lugar producen acúmulos de melanina alrededor del microorganismo patógeno para 

formar una cápsula (Lavine y Strand, 2002; Laughton et al., 2011; Strand, 2008), este 

proceso se puede presentar en los parásitos cuando la encapsulación es ineficiente.   

En este proceso participan los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) para identificar 

componentes presentes en la pared celular de los patógenos como: peptidoglicanos en bacterias 

Gram (+); lipopolisacáridos en bacterias Gram (-) y β-1,3-Glucanos en hongos (Téllez-Jurado et 

al., 2009). 
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Por lo anteriormente citado, resulta interesante conocer los componentes involucrados en la defensa 

del insecto ante diferentes patógenos, si bien múltiples estudios han remarcado la importancia de tal 

interacción no sólo en insectos plaga si no además en insectos transmisores de enfermedades. 

El objetivo de este estudio fue medir la actividad de dos componentes humorales durante la 

infección con dos especies de hongos entomopatógenos. Previamente esta actividad ha sido 

reportada en otros insectos (Adamo, 2004a; Enríquez-Vara et al., 2012; Gillespie et al., 2000a; 

2000b; Mullen & Goldsworthy, 2006;), sin embargo no se conoce la respuesta que genera M. 

pallidipennis al ser infectado con M. anisopliae e I. fumosorosea como agentes de control 

biológico. La alta activación de componentes como PO y proPO puede reflejar una respuesta 

inmune eficiente, como se ha señalado en estudios previos (Adamo, 2004b), los hongos 

entomopatógenos poseen mecanismos importantes para evadir la respuesta inmune del insecto 

como β-1,3-Glucanos presentes en su pared celular (Vilcinskas & Gotz, 1999), causando efectos 

negativos en el insecto hospedero, por lo tanto, la activación de componentes humorales puede ser 

uno de los mecanismos importantes en insectos para evitar la infección por hongos 

entomopatógenos (Vilcinskas & Matha, 1997). 
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givm the high bug ,..,.infestation in d.....,mngs alter pyn'lh
roid spraying [9, 10), whio:h is l1SWCiated with inse<1.icide 
re;ista"'" [11, 12). Although sorne other control method
o logie$ Iuwe been propcsed andJo r explo"'" ("1'. using 
gel>l'tically-modifoed endosymbiont I»tteri.o that improde 
T. auzi d"""lopment (13), using natural I""f"htors ( 14)~ 

possibly more m..n one co ntrol ution is needed (15). 
Here....., explored the llJle o f two mtomopillhogmic fungi. 
Metarnizium ""i.wpllat (Hypocreale$: Clavidpit.oce",,) 
and lsarla foma<orosea (Hypocreales: Cordycipit.oceae~ 
against M. paJlidipe"". nymphs. Use of these fungi has 
bem highly succe$sful for controlling differmt insoct pests 
and vectors strh .... Aslan tiger mos.quit<le$ Aedes ,.lbopiv 
tw (16), cattle tid:$ Rhipiaph,.lw mkroplw [171 Asi.an 
dtrus psylid.. Dlaphoritr,. dtri (18) and di.amon .... d: 
mOlh Piutdla xyla<lillla (19). As a matter o f (ott, several 
strains of M ""i.wpllat and lfrmrowrosea , that are highly 
effident to Idll tri.otomir"Oe$, Iuwe been identifoed [20-n). 
Thus, entomol"'thogmio: fungi _m a viable route for 
tria tomine biological co ntrol [12, 23-25). 

The rned\anism that make$ mtomopathogmic fungi SO 

sua:essful during insoct att."d" s tarts with the conidium 
<;ontatt with the insett c utid e (26). During this, the fungus 
adheres, penelratf>$, disseminatf>$ and en.. the insoct body 
[V ). 0"'" insid.., the fungus evade$ the insoct's immune 
S~li>m by: 1) mzyme (e-l'.- proli>ases and chitinase$) d .... eI 
o pmmt that degrade$ the insoct rotide; 2) d"""lopmmt of 
blaslDS¡:Ores and hyphal bodies in the hemolymph which 
inhibit inse<:t immune !"e$ponse¡ and 3) production o f 
SKo ndary to rlc metabolite$ such as de$truxins and 
beauveridns (28 ). However, perhaps the large$t attri
bute o f entom0l"'thogenic fungi .... a vedor and pe$t 
<;ontrol relie$ on their immunt>$uppru-sive action.. In 

support o f these, several studie$ lu!ve found m..t two 
key insfft immul>l' players, ph.er>t>lorldase (PO) ar><!, 
its prerursor, proph.enolorida.oe (proPO), become down
regulated during funga! infection in sorne, blI no( all, insoct 
spe<Íes [29--31 ). h is lmown thu during the COUllll' of inf",," 
tion, insocr.. make llJle o f PO and proPO agoLnsl a plethora 
of p<llhoge", [32, 33). The enzymotic proce;.s from proPO 
to PO is ~ed by a compl"" proloolytic c""",,d.., which 
is a<1ivaJ:ed by the rK~tion of cel w:al compooents oC 
fungi ar><! Olher p<llhogms (32). Furthermore, PO gives rise 
to c utieJe scJerotizatio n and wound rel"'ir but also pro
mote$ melanine biosynth.e$is during the formation of 
nodule$ and encapsulation o f palhogEns [34, 35). Ab:hough 
it is unclear how PO and proPO activity is inhibili>d 0 1>1' 
hypo~ is that fungal destruxins de$troy !hose protei.ns 
p""",nt in insett cels ..,,;ponsible for proPO produdlon 
[36, 37). 

The main a im o f this study ""'"' to test the effide""Y 
o f two mtomopillhogenic fungi, Aútarhizium ,."isopliae 
and lsari,. fumosorosea , to control M. pallidipe""is 
nymphs. For thi s, first we infeeted bugs using each 
fungal specie$ indiv idually and a~ survival. Then, 
to understand the physio logica l meclu!ni sm underlying 
funga! infection, we recon:led the artivil}" of PO and proPO 
using repeated time mel1SlII"f'S of the same individual. 

Melh ods 

'"~ We use<! 5th s tage nymphs o f M. pallidipe""i .. from a 
colony maintained in the inse<:tary of the Biology o f 
Parasite$ , Microbio logy and Parasitology Department, 
Faculty of Medidne, Universidad Nacional Autór>t>ma 
de México. This colony w .... established in 1998 from 
insett indiviWals co/roed fmm 0="1"'" viDaW' (18'54· 
n - N, 98'SS·13- W). StaU> o f Morelos, Mexico. l.......u 
.....,re maintained under controlled co r><!itio ns o f 60 " 
relative humidity, 28 OC, and 12/ 12 h lightJdark cyeJe$ 
at the laboratory. 

Nympl> infKtion 
Fungl 
We used moroos¡:orio: cUIures o f M. ""i.wpliM EH-473 /4 
and 1. fomosorosea EH-511 / 3 s train s whose insen viru

le""" ph.er>O-and gmotypic maratterizotion and safery for 
mammals are welllmown [38-40). These funw. are part o f 
the c ulrure CoO""tio n of the Bosic M¡o:o logy l aboratory, 
Microbiology ar><! Parasitology Department, Farulty of 
Medio:ine, Universidad Nacional Autónoma de México, 
regisli>red in the ' World Federation of Culture CoII",," 
tion ( (WFCC) l1S BMFM-UNAM 834. The o riginal fungal 
s train s were obtained from the "'Cole<:ción de Hongos 
Entom0l"'tógent>$ (CHE )" from the Centro Nacional de 
Referenc ia de Control Biológico (CNRCB), Colima City, 
Mexio:o. M ,.niso~ w:.J.$ isoIated in 1994, from 
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AettrolmnitJ sp. (Hemil:un: Q,rropidae~ from a s ugaocane 
c rop in San Luis Potosi city, Meneo. The label o f M. 
.... isopliae al CNRCB is CHE-CNRCB T17. The o ther 
fungus, l.fumosorOS4''' was isolatOO in 1994 from Ikmi
sitJ s p. (Hemiptera: Aleyrodidae) from a WlItermelon 
crop in Colima, Meneo. The label of l. fumosorosen. al 

CNRCB is CHE-CNRCB 304. Fungi ""re p"",iously 
c ulti..."ted in polli to dextrose agar (PDA, gil: 300 g of 
white pollito, 20 g o f dextros.e, 15 g o f agar (BIOXON', 
México) and u..,n incub.ttcd "" 28 OC for eight ru.}" (11). 

Co .. iditJl suspettSiOtl. The c ... idia ""re produced in 
PDA medium c ulru!"e$ at>d incubated al 28 OC for 7 ru.}". 
Alter inmbation, conidia ""re obt.o.in.ed using 3 mi of 
05 " Tween 80. This suspe ... i ... ""'"' kept o n ice through
out the bioaJlS.a}", I>omogenizOO and two dikuions ""re 
performed: 1:10 and 1:100. The number o f conidia was 
counted in a Nrubauer chamber and the suspension 
was adjusted to o bt.o.in a final co nc .... tnnion o f 1 • lO' 

conidialml for the infeetio n procedure. The w l>ole pro
cedure was performed in a laminar 80w hood (42 ). 

5.urviv .. 1 ... ... . ""'ftl t 

I"ü crion ,.oc«lu~ ond inlKr«l iftHJP 
We apptied 30 ¡¡.l from a s uspension o f 1 • lo' conidialml 
of M . .... isopÜtJiJ or Lfum(J&(I"OS<'<l on each nymph's pr ...... 
tum. Each nymph was placed individually in a Sli>rile plas
tic ""tri dish with s terile filter 1"'1""" at>d was inrubated al 

28 OC with a 12/12 h light/dark C)"Je. Alter 24 h, all in
f""tOO nymphs ""re transferred to 1 " agar-WlIli>r (ID pro
vide appropriate humidity COnditiOM fo r fungal g ro ... "lh) 
in plastic P""ri dishes (100 • 15 mm) and wereagain inm
bated using a Precision 818' incubator al 28 ' C and 80 " 
relative humidity for o ,"", m ... th. We corroborated that 
th.e inf""tion took place by assessing pl"f'Sence of h.ypllae 
andJo r m)"elium on the inseo;, and we reconied the num
ber of dead inse<:ts daily (40, 42 , 43 ~ We had th"", criteria 
to ~ that an in¡¡ect ""'"' dead due to fungal inf""tion: 
a ) signs o f mycelium pretence o n the mtide (by direct ob
servation under a stereo;copic micr<JSCOpe, OIympus 
SZ40)¡ b) pretence o f fungal s tructures inside the insect 
using imprints ... the day """"n dead insects ........, re
conied: and el moti ... le$s insects. Furthermore, we took 
fungal sample$ from nine inf""tOO inse<:ts o f eam fungus. 
This ""'"' do,"", by mlrlng some s poruJating fungi emerging 
from the inse<:t mtide, using an inoculating loop ut>der a 
fhw 1>000. Fungal sample$ were c ultivatOO in PDA ruJ 
tures, to corrobornli> the micro- and macroscopic charnc
teristics of eam infeeting fungal s pecie$. For imprints, the 

insect c utide s urf"",e ""'"' deaned u sing 70 " emanol 
and 40 " sodium hypochlorite to remove potential co n
t.o.minants (42 ). Subs.equently, a longitudinal (from head 
to posterio r end) c ut W3S g .... tly made using scissors and 
th.e mticJe ""'"' renxwOO. A drop of blue cOl"'n was thm. 
placed ... the inli>maI area of th.e mticle, and mis s tructure 

~lof11 

""'"' placed ... a slide, coverro wim a c<WerS1ip and sea.1ed 
with Mil varnish to be observed ut>der a microscope al 

40 • . Earh e..."kIated group had lO;ru;.,.,ts wim 5 repticali>$ 
for earh fungus, Le. 50 insects per fungal strnin infection.. 

Sham 9'<»Jp 
We applied 30 ¡¡.l of 05 " Tween 80 on e"",h nymph's 
pronotum. Each animal was then m<Wed to a P1astic 
Peui dish with Sli>rile filter paper and ""'"' incubated al 

28 OC with a 12/12 h light/dark C)"1e. EJO:ept for the fungal 
infedions, this sham group W3S t .... tOO ut>der the same 
conditiOM as the inf""ted groups 24 h afli>r applying 30 ¡¡.l 
o f 05 " Tween 80, d insects ""re transferred to aj?r
WlIter (1 '¡¡¡; again to pnwide humidity COt>ditioM fo r fungal 
groo.o."lh) in plastic petri dishes (lOO • 15 mm) (SEe (43)) 
at>d ""re inrubatoo using a PrKision 818' equipm .... t al 

28 OC and 80 " relative humidity for o ,"", monm. Sim~arto 
the inf""tOO group, mona~ty of sham ;ru;.,.,ts ""'"' reconied 
daily for one monlh. To """"'s whether an insect ""'"' dead 
"" also app~ed the m"", crili>ria expressed aIxwe. Similar 
to the infenOO groups, "" used 10 insecl5 with 5 replicali>$ 
fore"",h fungus, l e . 50 insects for eam fungal s train.. 

N~t~ ~KU of fungal infKtion on PO .. nd proPO 
We used the same rntio nale o f infedio n and incubatio n 
for tho.e animals <letcribed above for th.e survi",1 experi
ment. Ho_r, nnher than """"'sing survi",l, "" collected 
hemolymph from bom groups ewry 24, 48, 96 and 144 h 
after th.e infedi ... for bom fungal species. 

Ikmolymph eorr",ction 

U<i.ng. 1 mi micro .yrinll". "" punctured the in<..ct mem
brn"" that separnli>$ th.e cou at>d trocllanter o f one of th.e 
posterior lego; (44), at>d gmtly pushed the abdom ..... The 
e ....... ging hmx>lymph was thm. coBenOO with a lO ¡¡.l 
micropipetli>. Hemolymph was mixed with PBS pH 7 .2 1 • 
2.9 g of Na,HP04"12H,o, 0.2 g o f KH, PO .. 0.2 g of Ka, 
8.0 g of NaO and deionizOO WlIli>r, in a proportion of 1:2. 

P,Offtn concmr",lion 

Fo r prOlein quantification at>d s t.o.t>d.aniization in o ur 
sample$, "" use<! the Pien:e method with me OCA com
merci.al kit (Thermo Fisher SCi .... tific, Rod:ford, lllinois). 

For this, in e"",h of 96 mic ro""lls of a plate (Costar 96; 
Corning. New York , New York) we placed 10 ¡¡.l o f 
hemolymph, 40 ¡¡.l of PBS pH 7.2 1 X at>d 150 ¡¡.l of th.e 
P;"n:e re-agent. We used 2 mglmI albumin to o bt.ain a 
s t.o.r>d.ani m"",. The plali> ""'"' cowred wim foil at>d ""'"' 
incubatOO al 'fl OC for 30 min o Absorbance ""'"' me"",red 
in an ELlSA plate "",der (EL X 800, BiOlÜ) al 562 nm. 
Proli>in c ... li>nt ""'"' adjusted to 10 j.lg of proli>in to record 
POat>d proPO "",tivity (45 ). 
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FiII. 1 Su"". 1 of fi lth n.ta, n~. of M"", pal tliptrn, ¡rtoaed .,.¡m M. ,..."",iao (Eij- ~7l1~~ ,. !i.mo>,.,,, ... ( ftj- 511/3).rd the<r 
corffd g~ 

PO DCtivity 
PO adlvity leva. w."" quantified spe<:trophoto metrically 
through cat.o.lytic co nversio n of l-dopa 3, 4-dihydrori-!.
ph.enylalanine (rolorle$S) to dopachrom" (brown-red) 
(46). Again using a 96 micro ... " . plate, ... e added 10 Ilg 
o f p['()(ein ó each s.ample co nt.o.ined in 100 ¡¡J o f PBS. T o 
sto.rt PO actiV3lion, ... e added 100 ¡¡J o f the L-DOPA 

substlllte to a 4 mglml co ncentrntion . The plate ,.."... in
cubatffi al 'fl OC ro r 20 min in th.e dark. A lter this 2G
min period, ",adings were t.o.ken wilh an EUSA plate 

reader (ELX 800, Bi<Jlek) al 490 nm eaeh 5 ruin ror ""e 

Mur (giving a to tal of 12 readings). As blanks we used 
100 ¡¡J of PBS with 100 ¡¡J of L-Dopa. PO readinp _re 
o bLoined in diff"",nt time periods: after 24, 48, 96 and 
141 h. PO activity was expressed as enzyme units fU), 
... !>ere 1 U is the m zyme a mount which produc<'S 1 IImo l 
o f dopachrome (product) per minute (47). 

p,oPO DCtivity 
proPO "",tivity was """,nied VÚI al"! anil1c .. 1 "",ti",lion with 
a..:hymotrypsin (46). W" use<! 1 Ilglml of a..nymOlrypsin 
(Sigma") . Using the same 96 microwell piali> ~ribed 

, 

t '.:tí 
",~ . . 

FiII. 2 Hm ¡rotar nyrnpho oí M. ¡>J'~"'" ¡rft:<;o,d wim M. QrWs<Jpb fij- ~7lI~; ~~t leN< oí ~au.,,¡ ..-.d P"'><"<" r$ "' '9'" " ru;''''' ' ' 
(>eo>rd . rd mm ww) "" me ¡~ . "", oí me <t.<de . kx9 ti me. n.,..., "' '9'" ,tIU;''''''' ' re ,¡.,.,..." . , t"f"l;O bod .... <""d~ .rd "", id . 
<,"LIOO,(_) 
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(-40><; ,"",ord .rd fou m, row) . k:>ng bme 

abo"", we addro 45 ¡¡J o fPlIS , 20 ¡¡J o f hmx>lymph s.ample 
and 5 ¡¡J oC Q - ehymOlrypsin. This mixrurewas incubaled al 

'fl OC fOl' 20 min in the dark . Af'u>r this 2G-min period 
130 ¡¡J of !.Dopa was added, and Ihe m;uhing readingo 
....,re ~ al 490 nm. ""eh 5 min fOl' one hour (giving 
a IDtal of 12 readingo). As blanks, ...., used ó5 ¡¡J oCPBS wilh 
130 ¡¡J o f L-Dopa. proPO readings were o bt.o.ined in dif
ferent time periods, after 24 , 48 , 96 and 141 h. To ""' 
oro specific proPO activity, we did the $ame as for PO 
de$Cribed abo"". 

Statl!lllcal a""¡y .... 
We used Kaplan-Meier analys is for survivaL A""mge 
survival time as ....,11 as risk mtio index were analyzed 
using a Log-rank (Mantel-Cox) test. FOl' analyzing the 
effectoftreaDnent on PO and proPO, ...., used four facu>r
iaL repealffi-meru;ure$ ANOVA fOl' e""h fungal spocies, 
with time o f PO and proI'O aslll'$Sment as the repeate<! 
measure and lreatmmt (experimental, sh.am ) as the 
between-voctp variable. Previously, and ID fulfil nOl'mal 

dislribution assumptions o f PO at>d proPO, ...., log trans
fOl'med o ur data. Analyses ....,re carrie<! o ut with Ihe re

peate<! measure$ moduJe o fSPSS veo;ion 21. 

Resu lts 
Surviva l 
n..re ....,re differmces in survival dislribution fOl' the four 
trealmeno; (Xb) _29.12, P <0.OCK/1¡ Rg. 1). A comparison 
o f both fungal trealmeno; ir>dicated that ir>dividuals treate<! 
with M . a"'wpliat died sooner than those lrealffi with 1 
j'uttww'M'A (Xl,) _ 11 .49, p _ 0.00<:17) . Fo r Ihose treate<! 

with l. .fomasorasea as ....,1 as Ihe control grou¡:s oC bolh 
fungi, no further mon:ality was d«e<:ted after 20 da~. 

1mprints indicate a large invasion oC both fungal specie$ 
within triatomine$ (Figs. 2 and 3). In """'-ion ID assessment 
of furpl infections, cuhum; from Ihe ni"" infected nymphs 
with M tlIIÍS(Jpliat showed the following miaoscopic 
featum;, braoched conidiophores wilh basipeul catenulate 
cyIindrical conidia (Fig. 4<1) . In regaro.. ID maaoscopical 
characterislics, ini'ially Ihe colony had a whili> colOl' Iha~ 
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Fig. 4 Microscopic and macroscopic features after fungal growth of samples recovered from nine nymphs infected with M. anisopliae 
(EH- 473/4; a, b) and Isaria fumosorosea (EH- 511 /3; e, d) 

after several days, turned into an olive green color (Fig. 4b). 
Cultures from the nine infected nymphs with L fomosoro
sea showed microscopic fungal features such as simple co
nidiophores, with a globose basal portion with emerging 
fusiform conidia (Fig. 4c) . As for macroscopic characteris
tics, a typical white cotton-like colony was observed with 
gray-pinkish color when sporulated (Fig. 4d). 

PO and proPO activity according to fungal treatment 
Metarhizium anisapliae infectian 

The general model for predicting PO changes indicated 
Ihat the interaction time' treatment was significant (F3•37 = 
11.721, P < 0.0001). Changes in PO were not significant 
along time (F3•37 = 0.692, P = 0.563) but treatment was 
(F

'
.39 = 69.035, P < 0.0001). According to the latter, PO 

showed lower values in the infected group (Fig. 5a). 
The general model for proPO changes was not significant 

(F3•32 = 2.192, P = 0.108) with non-significant differences 
along time (F3•32 = 0.144, P = 0.932) but Ihere was a clear 
negative effect according to treatment (F, .34 = 31.737, P < 
0.0001) where the infected insects ended up wilh lower 
values than sham insects (Fig. 5b). 

Isaria fumosorosea infection 

There was a significant change in PO when Ihe general 
model for the interaction time' treatment was examined 
(F3•3 I = 4.812, P = 0.007). Time did not predict PO changes 
(F3•3 I = 0.522, P = 0.671) but treatment did, resulting in 
lower values for infected insects (F

'
.33 = 61.072, P < 0.0001; 

Fig. 6a). 

ProPO did not show significant changes according to 
Ihe interaction time' treatment (F3•2I = 2.337, P = 0.103). 
Time did not affect proPO (F3•2I = 0.662, P = 0.584) but 
treatment did with lower values for infected insects 
(F, .23 = 28.543, P < 0.0001; Fig 6b). 

Discussion 
Our survival experiment indicated differences in killing M. 
pallidipennis, with M. anisopliae wilh a higher virulence 
than L fomosorosea . As a matter of fact, the former fungus 
killed all animals at day 8 while the latter took longer than 
30 days. These differences in the action of both fungi are 
likely due to a stronger effect of M. anisopliae when 
compared to 1. fumosorosea. For example, M. anisopliae 
produces immunosuppressor toxins like destruxin [48] 
that may lead to damage hemocytes [49] and cause insect 
paralysis (via an increased calcium level in Malpighian 
tubules) [50]. These effects take place possibly due to the 
ability of M. anisopliae to produce a collagenous coat of 
hyphal bodies that mask Ihe recognition of ~-1,3-g1ucans 
by the insect immune system [51] . ln contrast, little is 
known in regards to the effect of 1. fumoso rosea. lt is clear 
that this fungus takes longer to sporulate than M. aniso
pliae, possibly due to a more paused beauvericine produc
tion [52] and hyphal growth [43]. How such effects take 
place via inhibition of the insect immune response, is 
unclear. Our results partly echo findings in otller triato
mines in which M. anisopliae was used [23, 53, 54]. To 
our knowledge, however, 1. fumoso rosea has been less 
extensively used against triatomines and one response 
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Fig. s PO (a) and proPO (b) activity responses in fjfth instar nymphs of M. pallidipennis infected with M. anisopliae (EH- 473/4) along time 

may be that, as we have documented, M. anisopliae seems 
more effective. In fact, other studies in non -triatomines 
have corroborated that M. anisopliae is more effective 
than 1. fomosorosea [55-57] . lt would be interesting to 
compare our results with those occurring at other tria
tomine ages. Unfortunately, such studies have not been 
carried out yet. 

Overall, we found that after fungal infection, both proPO 
and PO activity decreased. A first defense line in insects is 
that of the cutiele, where fungistatic fatty acids, phenoloxi
dases and melanins impede fungal penetration [58] . In case 
such barrier is overcome, via degradation of insect cutiele 
hydrocarbons [59], then the insect irnmune system makes 
use of several humoral and cellular components that 
include hemocytes that encapsulate fungal parts, PO, 
reactive oxygen species and antimicrobial peptides [60] . For 
the case of PO, this synthesizes melanin whose antifungal 

activity acts directly on the fungal surface which stops 
fungal development [36, 61] . Despite this role for PO, 
and its precursor, proPO, these immune components 
have been shown to decrease during fungal infection 
[29-31] although the underlying mechanism for such 
decrease is unelear. In relation to this, fungal infection 
using Beauveria bassiana in the migratory grasshopper 
Melanoplus sanguinipes [62] and of M. anisopliae in 
the locust Schistocerca gregaria [29, 63], led to a reduc
tion in hemocyte number. One way this negative action 
can occur is via the use of fungal mycotoxins such as 
destruxin [48] . This compound reduces PO activity, 
phagocytosis and encapsulation [52] . It is unelear, however, 
whether such reduction accompanies or is also a function 
of a reduction in hemocyte number. One reason why we 
should expect a relation among tllese negative actions is 
tllat hemocytes carry out tlle PO cascade so that if these 
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Fig. 6 PO (a) and proPO (b) activity responses in flfth instar nymphs of M. paflidipennis infected with ,. fumosorosea (EH-51113) along time 

cells are affected by fungus, possibly in the form of lysis 
[64], proPO and PO are affected too. Furthermore, looking 
more closely at proPO values after infection by both fungi, 
this imrnune response showed higher activity after 1. fUmo
sorosea than after M. anisopliae treatment (Figs. 5 and 6). 
One has to remember that proPO is the resource tool for 
PO production [32] so that if both fungi had the same in
hibitory PO response, proPO values should remain the 
same after the infection by either pathogen. Given the hy
pothesis of an inhibitory response by our fungi, the insect 

still makes use of some proPO for PO production after M. 
anisopliae treatment (or at least more so than after 1. fumo
sorosea infection). This would imply that the insect shows 
some PO-based immune response against M. anisopliae 
so that the inhibitory response by this fungus is not as 
complete (or less complete) than that elicited by 1. 
fumosoroseo infection. This hypothesis would need fur
ther testing. 

Given a first decrease in PO and proPO at 24 h, we did 
not detect further changes in these immune components. 
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Other studies in insects have found an initial increase in 
PO after 10 min of infection [64], followed by a general de
crease at 24 h and no clear changes after this time [29, 64]. 
This implied an activation of an immune response followed 
by a negative effect of fungi on the entire PO cascade. 
Although we did not check what occurred soon after fungal 
infection, our results confirm previous daims that fungal 
infection affects PO and proPO [29-31]. 

Given that there are no vaccines available for controlling 
Chagas disease, its control relies on local preventive mea
sures which, historically, has been based on the use of in
secticides. One alternative to this chemical control is the 
use of entomopathogenic fungi which has been imple
mented in some countries [12] but not in Mexico. Our 
findings indeed seem promising although our conditions 
still prevent further implementation. For these conditions 
we refer, for example, to the fact that we used triatomine 
nymphs. lt is known that effects of entomopathogenic fungi 
on insects may vary according to the ontogenetic insect 
stage used [65]. This means, that the effect of other stages 
in M. pallidipennis needs to be evaluated. On the other 
hand, perhaps the use of more than a single strategy is 
needed to control triatomines [15, 33]. One way to do this 
is using different pathogens to which insects, or more spe
cifically triatomines, are susceptible. Such pathogens are, 
for example, the bacteria Serratia marcescens [66, 67] Tria
toma virus [68, 69] or, even, other fungi [33]. 

Conclusions 
As opposed to the use of pyrethroids, entomopathogenic 
fungi can be used to control triatomine bugs, the vectors 
of Chagas disease. We showed that M. anisopliae fungus 
is actually a better control tool than 1. fumosorosea for 
killing 5th stage nymphs of M. pallidipennis. Our results 
provide some light to such killing mechanism as, along 
with fungal infection, we detected a reduction in PO and 
proPO enzymes, two key components in insect immune 
defense. Possibly, fungi compromise immune ability via 
mycotoxins such as dextrusin as has been shown in 
other studies. Thus, our results imply an alternative tool 
for Chagas disease control. 
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Abstract 

Tria lomines are vectors that transmit the protozoan haemoflagellate Trypalloscma 
cruzi, the causative agent of Chagas disease. The aim of the current review is lo p~ 
vide a synthesis of the immune mechanisms of tria tomines against bacteria, viruses, 
fungi and parasites to providedues for areas of fu rther research induding biological 
control. Regarding bacteria, the tria tomine irnmune response indudes antimicrobial 
IX'ptides (AMPs) such as defensins, Iysozymes, atlacins and cecropins, whose sites of 
synthesis are principa lly the fa t body a nd haemocytes. These IX'ptides are used 
against pathogenic bacteria (especially d uring ecdysis and feeding), and also attack 
symbiotic bacteria. In relation to viruses, Tria toma virus is the only one known lo 
atlack and kili tria tomines. Although the immune response to this virus is unknown, 
we hypothesize that haemocytes, phenoloxidase (PO) and nitricoxide (NO ) could be 
activated. Different fungal species have been described in a few tria tomines and sorne 
immune components against these pathogens are PO and proPO. In relation to pa ra
sites, tria tomines respond with AMPs, induding PO, NO and lectin. In the case of 
T. cruzi this may be effective, but Trypalloscma rallgeli seems to evade and suppress 
PO response. Although it is dear that threeparasite--killing processes are used by tria
tomines - phagocytosis, nodule formation and encapsulation - the precise immune 
mechanisms of tria tomines against invading agents, induding t¡ypanosomes, are as 
yet unknown. The signalling processes used in tria tomine irnmuneresponseare !MD, 
Toll and Jak-srAT. Based on the information compiled, we propose sorne lines of 
research that indude strategic approaches of biological control. 
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Introduction 

Insects have a oomplex immune mochinel)' tha t has 
evolved as a rt'Sponse to their inleractian in a O Ihei r life-cycle 
st~gt'S wilh parasitt'S and pillhogens. Classic scholarly work 
has d ivide<! Ihe insect immune response lO invasive agents 
in lo humora l plasma-borne factors and cellu la r or haemocyte
linked molecu!es. These Iwo types 01 rt'Sponse, wruch may act 
separalely or in unison (GiI!espie et al., 1997; Beckage, 2011 ), 
have received increasing allenl ion a mong resean:hers in lhe 
las! two decades. 

CIne reason for lhe inlense resean:h an insect immuni ty is 
lhal insect:s are key pla~rs in diseases lhal d irectlyor indirect
Iy a ffect humans. For example, trialomint'S are vectors of 
Tr:lprllJosoma cruzi, lhe causative agenl 01 Chagas disease 
(Rassi et al., 2010). Tria lomines includea pproximalely 130 spe
des Ihal a re haemalophagous, feed ing on vertebrale blood, 
t'Specially lhal 01 sma O lerl"{'Strial and amoreal mammals 
(5o:hofield &. Ga lvao, 2(09). Tlús feeding habil and lheir pref
tnnce for oolanizing human dweOings make trialomines key 
agents in Iransmilling T. cruzi lo humans and domest ic 
animals. 

AsanYOlher insect, Irialomint'Sarea ttacke<! by a va rietyof 
pilrasi les and palhogens. Our understanding of how trialo
mÍllt'S reaet losuch agenlscan be used in a variety of oonlexts, 
in~luding biological control. To our knowledge, cri tica l infor
ma tian aboul immune mechanisms used by trialomint'S 
against altackingagenlS has nol been galhered in a systernatic 
fasruan. Thus, in lhe presenl review, we summarize lhe stiD 
scaree inlonnalion aboul how trialomines make use of Ihei r 
inunune mechanisms againsl bacteria , virus, (ungi and para
sites (for a summary, see supplemental)' malerial, fig. 1). 
OJr inlenl ion is twofold: (a) lo provide a ooncise u pdale of 
trialomine immune mechanisms d uring infection againsl 
lhest' pillhogens, and (b) lo suggesl polential areas of future 
re5ean:h. Despite lhe fact lhal studies of lrialomine immunity 
a«, scan:e, we tJy lo gain some insights from lhese studies lo 
pul for ward some ideasofbiological oontrol . For a beller read
ingof lhe prt'Serl l review, lhe immune I"{'Sponseof trialomines 
is considere<! scparalely for roch of Ihei r d ist incl attacking 
agents. 

General factors involved in the immune 
«'spons.e of insects 

Insect immune macrunel)' is oomposOO by cdls, molecult'S 
aOO rroctions a ime<! lO resisl and/or ameliorale Ihe cost of 
pillhogens. A firsl defensive line is a lough one: Ihe exoskd
eton cutide, epidennic physical a nd chemica l propertit'S, gul 
epithelium and reproductive aCCt'$OI)' glands (GiOt'Spie 
et 11., 1997; Caslee!s, 1998). 1ñese oomponents are capable of 
secreting Iysozymes a nd cytoloxic compounds. A key feature 
in lrus immune machinel)' is lhe recognition 01 non-self-parts 
vía pilttern recognilion receplors (PRRs) lhal identify 
pillhogen-associale<! molecula r pallems (PAM.Ps) (GiOt'Spie 
et al., 1997). Recenl resean:h has shown Ihal recognilion me
chanisms like Ihis, allow lhe insect lO recognize and respond 
lO palhogens more effectivdy in serondal)' encounlers in an 

analogous fasruan lo Ihal 01 vertebrale mcmory (e.g. I:\Ing 
et al., 2006; Cisarovsky et al., 2012; Nava-Sánchez et al., 2015). 
Once such recognilion has laken place, lhen cdlula r and hu
mora l immune I"{'Sponst'S are act iva le<!. Typical ceDular re
sponses are phagocytosis, nodulal ion and encapsulal ion, 
while humora l include antimicrobial systcmic molecules, ni
tric oxide (NO ) production, Iysozymes (GiOt'Spie et al., 1997). 
However, bolh cdlular and humoral responst'S frequenllyact 
logether. A key player here in immune I"{'Sponse is lhe pheno
loxidase (PO) cascade whose inlenned.ia le (e.g. reactive 
oxygen specit'S) and final products (e.g. SUlTQunding of patho
gens u!<ing rndimin) de .. 1 w i th the climÍl\iltion (the ~ o( re
active oxygen species) or isolal ion (Ihe case of mdanin) of 
palhogcns (Gantii lez-SanlOYO &. Córdoba-Aguila r, 2012). 

Bacteria 

AlI instars of lhe Irialomine life cyd e ingesl blood, which is 
sler ile (i.e. frceof bacleria ). However, by inhalingair beforeec
dysis and Ihrough coprophagia, Ir ia lomines acqu ire bacter ia 
lhal eventuaDy rroch Ihe inlest ine (Beard et al., 2002; & lczun 
et al., 2008;Sa!lsera etal., 2013). In fact, lhe inlt'Sti na l microbiota 
in trialomint'S is oomposed prindpally of bacteria , which 
mult iply rapidly O(x)-lO,CXXJ-fold) after lhe ingestion of 
blood (Azambuj.a et al., 2(04). However, lo obtain some miss
ing nUlrients, symbiolic bacteria may also participille in Ir ialo
mine metabolism eilher by providing particula r dielet ic 
elements (e.g. vitamin B) or by being digested (Beard et al., 
2002; 5.1ssera et al., 2013). 

Included. in llús microbiota is Serratia marcescens, a bacteria 
whose developmenl correlales with a decrease in T. cruzi po
pulalions, because il d irectly attacks lhe parasite mcmbrane 
(Azambup etal., 2004;Gourbiere etal., 2012). The mechanism 
of Ih is interaction is nol entirely clro r bul, in response lo Ihe 
roloniza tion 01 T. ~ruzi in Ihe gu t.. S. nurresO'lls seems lo act 
asa hacmolytic bacteria lhal l)'St'Serythrocytt'S via lhe pn:dJc
tion 01 a pigmenl ca Ded. prodigiosin, lhal ullimalely impedes 
lhe t'Stablishmenl 01 T. cruzi, wilhoul killing lhe in~ 

(Azambup et al., 2(04). We are unaware, however, whe\her 
lrus possible nega tive effect of S. marcescens has been imple
menle<! asa 1001 for biological control (e.g. using S. marcescens 
asa potcnlial dietal)' oomponenl in trialomine blood sources). 
On Ihe olher hand, il has been observed lha l lhe insect im
mune syslem produces anlimicrobia l peptides (Mi Ps) such 
as defcnsins a nd Iysozymes (see subsections 'Defensins' and 
'Lysozymt'S ' below ) in response lo a p<:opulal ion increase of 
palhogcns and symbiotic bacteria, an immune I"{'Sponse lhal 
negativdy affects tJypanosomt'S (Gourbiére et al., 2012). 
Some immune components against bacteria are dled. below. 

AnlimicrobiaJ peplides 

lt is known lha l insects use a variety 01 Mi Ps, such as de
fensins, lysozymt'S, allocins, cecropins and prolixicins lo com
bal Gram-positive or -negative bacteria. Production of AMPs 
takes place mainly in lhe fal body, haemocytes and d igt'Stive 
tract (1Joulanger et al., 2006; Vieira et al., 2014). 1ñe pri lTll l)' 
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role o f AMPs in triatomine, as weO as in other insects, is de
fend ing them aga inst pathogens (includ ing, b.Jt not limited 
to T. crUZI) (e.g. Ursic-Bedoya el al., 2008). For example, 
Rlnlo"xx:us rhodnii (a genetically modified bacteria) produce; 
Cecropin A, an AMP tllat e limil\(ltes T. cruzi in the insect 
(Beard el al., 2002; Dotson el al., 2003; Kol lien el al., 2(03). 

lhat pilthogens llave the abi li ty to trigger AMPs in hiato
miles waselucidmed by the presence o f di fferent types olbac
tería such as 51aphy/o(;oq:us aur1'US (Crom-posit ive) o r Escherichia 
(JJJj (Crom-negmive) (Viciro el al., 2014). In the first case S. aur1'US 
wasahle to iOOucetranscrip tsof mRNA fo r Defensina aOO b.ln 
relation to transcrip ts, a recent study in Rhodnius proIixus de
tected tllat the largest expression of transcr ipts for AMPs took 
place in the anterior midgut via the presence 01 Dcfensins o r 
ly50zymt'S. In controst, a novel AMP, called Prolixicin, was 
detected in the posterior midgut (Vieiro el al., 2014). 

Dt:fl'llsins 

[)cfensins (with a molecubr weight o f 4 kOa) are 
cysteine-rich proteins tllat were first al\(l lysed in the vector 
R. proHxus (Lopez el al., 2003; Amúp el al., 2006; Boulanger 
el al., 2(06). Defensins are rughly widt'Spread products in 
different insect o rders tllat include Diptero, Hymenoptera, 
Homiptero, CoIooptero, Lepidoptero, OdQl\(lta aOO 
Homiptero. 11le primary role of defensins is to fight 
Crom-positive and -negative bacteria as weD as fungí. Their 
mocllanism 01 action is the form:l tion 01 hoIt'S aOO cal\(lls tllat 
disrupt the cytoplasmic membrone of bacteria (Vi el al., 201 4). 

From the llaemolymph of R. prolixus, three isofonns of 
gent'S encoding different defensins a, b aOO e llave bren iso
bted, w ith 46, 56 aOO 51 base pilirs (bp), respectively. These 
peptides havesequences thm are s imila r to thoseof the defen
sirs fouOO in other insects o f the Hemipteron order, aOO a re 
mainly used aga inst C ram-positive bacteria (Lopez el al., 
2(03). Intel"t'Stingly, in R. prolixus, the peptide transcription 
did not take place immediately in the llaemocoel, but it did 
in nssut'S tllat were not d irectly stimulated sueh as the intes
tille, suggt'Sti ng a deb)'W o r systemie tronscription 01 defen
sirs (Lopez el al., 2003). ActuaOy, trus systemic effect could be 
;;een in the expression of other AMPs (Ursic-Bedoya el al., 
2(08). lt (;¡I n be infcm:d th¡,t the tr" n!!l.Tiptiun uf p<:ptide; 
was due to a s igl\(l ling caSalde, bocause sueh transcrip tion 
did not occur immediately after inoculation (Lopez el al., 
2(03). However, the molecult'S involved in trussigl\(lDi ng alS

cade llave not yet bren described in deta il (Lopez el al., 2003). 
Another vector in wrueh defensins llave beert isola ted is 

Tr'.aloma bmsilil'llsis - def1 aOO def2- (Aroúp el al., 2006; 
Waniekelal., 2011 ).ln the lTIól}orityol insect taxa, thesequcnce 
ol defensins begins w ith a lanine-throonine aminoodds, w rueh 
issimila r to thesequcnce fouOO in R. prolixus aOO T. brasilil'llsis 
(Lopez el al., 2003; Amú}o el al., 20(6). Tlús was supported by 
sequence a lignment and identi ty 01 R. prolixus w ith other 
Hemiptero aOO Colooptera (Lopez el al., 2003). The fact tllat 
aO tht'Se insect spo:ies, inelud ing tria tomines, sllare sueh de
fensin sequence;, imply tllat dcfensins have ellanged vel)' li t
tle among insect lineages; thus, these defensins 5e('I1l highly 
conserved enzymes. Despite the s imila ri ty in the s tructure of 
defensins, their expression va ríes in d ifferent host organs. 
11le expression of def1 was vel)' low in the smaO intestine 
(the s ite where ingested blood is d igested), rectum aOO sa liv
al)' g laOOs, but h igh in thestolTlóleh (thesi te w hcrethe greatt'St 
qumtity o f symbionts exists) (Aroúp el al., 2(06). 11ús sug
ge;ts a role o f trus defensin in control ling symbionts in the 

intestil\(l l traet (Aroúpel al., 20(6). Thest.'COOO defensin encod
inggene, def2,showed a coding region 01282 bp, aOO itsactive 
fonn wassimib r to that o f def1 (identi ty o f 88.3%), suggesting 
simila r functions. 

FinaOy,other defensins, def3 aOO def4, have bren studied in 
T. brasiliensis (Waniek el al., 2(09). At days 3 aOO 5 post
fwd ing, def3 was principilDy expre:;.sed in the fa t body, saliv
al)' g laOOsaOO slTlólD intestine,aOO wasact ivated lTIól inly inthe 
s tolTlóleh and fat body (Araú}o el al., 2006; Waniek el al., 2(09). 

Lysozymes 

Lysozymes (with a molecular weight ol15 kOa) were the 
first AMPs isobted aOO puri fied from insect:s, initia lly in 
Ca/fria melloneJ/a aOO Bombyr mCf'i (Azmnbuja el al., 1997) aOO 
then colTOboroted in other insect:s orders (Fujita, 2(04). These 
enzymes hydrolyse the 11- 1, 4-glycosidie bond betweert the 
N-..... ""elylnu.ll· .. m;,,; .. ,d N ...... ""elylgIUO"""05<lmine .. .;:ids oí peplido
glycans tllat are p l"t'Serlt on the cellubr waD of Grom-positive 
bacteria, including Badllus megatariwlI aOO Micro(tJ!Xus luteus 
(Azambuja el al., 1997; KoOicn el al., 2(03). llús hydrolysation 
caUSt'S cellubr rup ture (Azambuf¡l el al., 1997; Amúto el al., 
2006; Balczun el al., 2008; Ursic-Bedoya el al., 2008). 

Four groups of lysosymt'S llave bren descr ibed: erueken 
type (e), goose-type (g), inve rtebrote type (i) aOO viro l type 
(v), w ith insect:s belonging to the e group (Aroú}o el al., 2006; 
Bakzun el al., 2008). Although lysozymt'S are only active 
aga inst Crom-posit ive bacteria, they can crea te a synergic e f
fect when associa ted with other AMPs sueh as eecropins 
aOO attacins (Azambuf¡l el al., 1997; Ursic-Bedoya el al., 2008; 
Viciro el al., 2014). This synergism implíes an augmented anti
bacteria l activity such as degroda tion of the bacterial cel l-wa ll, 
Iytic act ivity tllat a ffects the penneabili ty o f the outer mem
brone aOO extended action aga inst Crom-negat ive bact('l"ia 
such as E. coH (Engstrom el al., 1984; Azambuf¡l el al., 1997; 
KoI licn el al., 2003). Another example o f th is synergism is the 
combil\(l tion of d ifferent AMPs, extrocted previousIy from 
other insect orders, which cause a potentia l torle effect to 
T. cruzi (Fieck el al., 2010). 

Among llaelTlóltophagous insect:s, the production of Iyso
zymes has bren detected in the sa lival)' gbnds 01 Tsetse f1ies 
(Glussi"" s pp.) ¡m d the digestive tr" .. "tu( K. prolirus (Az"mbuÍ" 
el al., 1997; Fujita, 2(04). Furthennore, an increase in the con
centration of trus enzyme was iOOuced in the haemolymph of 
R. prolixus after a direct inject ion of Micro(JJ<Xus Iysodeiclicus 
bacteria into the llaemocoel (Azambuja &. Carda, 1987). 
C iven a ll these s ites where lysozymt'S llave beert detecte<!, it 
is unclear whcre they are regulated. However, eviden~ in 
T. infestans suggests tllat Iysozyme1 (Jysl) is regulated in the 
d igest ive tract but only a fter ecdysis aOO feeding, aOO tllat 
its role is a d igestive one (Kollien el al., 2(03). A second Iyso
zyme was ellarocterized in the intest ine of T. infeslans too, 
lysozyme2 (lys2), after a bloodmeal, aOO its ca ta!ytic active 
residuesareva lineaOO tyrosine,although it is unclear whetller 
it is involved in immune functions (Bakzun el al., 2(08). 
Further rt'Sean:h is needed to ebrify whether there are otller 
body regions where tht'Se lysozymt'S are regulated. 

The function of Iysozymes in tria tomint'S is s til l unclea r. 
Some evidence suggt'Sts that ly!!Ozymes seem involved in 
the digt'Stion of symbiotie bacteria o r w ith the movement o f 
bacteria th rough the d igt'Stive tract. For example, in T. hm>i
lil'llsis, lys1 shows a b rge expression in the s tolTlóleh w hieh, 
as a forementioned, is where bacteria multiply ropid ly a ft('l" a 
bloodmeal (Amú}o el al., 2(06). Another example comes 



	  

	   31	  

 

 

 
 

 

, A.L Aort'S-Vil legas el al. 

from R. prolirus from w lúch two lysozym;.'S, RpLys-A ;lOO 
RpLys-B (wi th a molecular weight of 15.8 ;lOO 15.1 kDa, 
l"e;pt'd: ively), were found afier inocub tion with E. coH ;lOO 
M./ut..us in the haemocoel (Ursic-Bedoya el al., 2(08). 1ñe5e 
Iywzymt'S showed d ifferent exp ression in s pite ol their Ioro l
iul tion in the vector, where RpLys-A was among the enzymt'S 
in the d igestive troct (anterior midgut), ;l OO their function 
oorrdate<f w ith digestio n, whereas RpLys-B participates in 
tlw immune response and was loro ted in the fa t body 
(Ursic-Bedoya el al. , 2(08). One final example is that ol lyso
zyme RpLys-A which has a role in irnmune re;ponse after its 
activity was induced with blood that oontained S. aweus or 
E. coli (Vieira el al., 2014 ). 

Cecropins 

Cecropins are lúghly alkaline molecules with activity 
.. ga insl G ,'':''ll-po5itive .",..:1 -nes .. tive b.:>l:le"Íol, as weD as fung í 
(Aulmbuf¡l el al., 1997; Yi el al., 2014). Hultmól rk el al. (1 980) 
inocuIated the pupile of Hyalaphora ceoupia (Lepidopter.l : 
5.1 turniidae) with geneticaDy modified ~eria that iOOuced 
the production of pcptides with antibacterial activi ty. These 
pcptides were called oo:ropins aOO llave a molecular weight 
ol4 kOa (Azambup el al., 1997). To da te oo:ropins llave not 
~ identified in Hemiptero. 

Regard ing the use ol cecropins in T. cruzi oontrol, genetic
aDy modified bacteria, such as R. rhodnii, induced cecropin A 
production ol H. CfCropia in the lumen ol the slTlól ll intestine of 
R. prolirus, and tht>Se impeded the development of T. cruzi 
(Beard et al. , 2001 ). As expected, T. cruzi was able to develop 
in samples of R. prolirus tllat were not inoculated with genet
iallly modified symbionts (Azambuf¡l el al., 199'7; Lopez el al., 
2003; U rsic-Bedoya et al., 2008, 2011 ). The inocula tion of insect:s 
with tronsfonned symbionts has ~ caDed parotransgenesis 
(D..Jrvasub et al., 1999; Beard et al., 2001 , 2002), aOO has bren 
proposed as an altemative for oontrol of Cllagas disease 
through the expression of toxic ro:ropins in the insect vector 
to kili T. cruzi. Intert'Stingly, also Cecropin A has bren oom
bined with o ther potential AMPs extrocted from different in
sects: Apis mellifml (apidaecin and melittin), Xenopus laevis 
(magainin 10, B. mori (moricin) and Penaeus monodon (penai
d in) (Fk'Ck d u/., 2010). 11w: re;u~ showed .. potenti .. 1 eff,-~"t 

against T. cruzi through the inrubi tion of parosite growth 
(Fieck et al. , 2010). 

Attacins and proliricins 

Attacins with a molecubr weight of 20-23 kOa area family 
ol proteins rich in glydne whose activity is limited to a few 
Grom-nega tive bacteria such as E. coH (Engst rom el al., 1984; 
Azambuf¡l etal. , 199'7). Of aD the proteins in the insect humora l 
systcm, these possibly llave the most specific bacteriddal 
activity. Tlús AMP was puri fied first from Ilaemolymph of 
H. O'cropia tllat was inocula ted with bacteria, a OO two clas.st'S 
ol attadns were de5C ribed: basic (A-O) aOO addic (E-F). The 
crorocterization of these attadns was acrueved frcm insect:s 
such as Icpidopteran and dipteron species (Yi el al. , 2014 ). 
11le fact that these attadns playa role in Glossina Tsetse flit'S 
aga inst Trypanosoma brucd (Hu &. Aksoy, 2(05), suggt'Sts 
that they ca n be used against T. cruzi in hia tomines. 

Recently, a glycine AMP called prolixicin was cllarocter
ized in R. prolirus. lts sequence showed a region rela ted to 
the d iptericin/attadn family (Ursic-Bedoya el al., 2011 ). This 
peptide showed a s trong action aga inst Gram-nega tive 

bacteria even when it did not show rugh activity 
(Ursic-Bedoya el al., 2011 ). A possible s ite of expression for 
trus AMP is the posterior midgut and so its function cwld 
be the avoidance of bacterial expilnsion (Vieiro el al. , 201 4 ). 

Virus 

1ñeonly virus known to attack hia tomines is the TriatOlTlól 
virus(frV). ThediscoveryolTrV was triggered by thedea thof 
fifth insta r nymphs of T. infestans after feeding (Muscio et al., 
1987). Upon observing the intt'Sti na l oontent of the de0d in
seds, spherial l pilrticles of 30 nm in diameter were found 
(Muscio et al. , 1987). 1ñe oontent was pn:ocessed aOO use<! to 
inoculate fifth insta r nymphs, which d ied witrun 36 h. 1ñe im
mediate symptom was hind leg parolysis (Muscio el al., 1987). 
11lese spherial l particles were cllarocterized as uncoo ted viro l 
particles whose viro l genome is oomposed of a positive-sense 
single-straOOed RNA (+ssRNA) (Muscio el al., 1987). Theop
sid is oomposed ol three lTIólin polypcptidt'S of 33, 37 aOO 39 
kOa aOO a minO!" oneof 45 kOa (Muscioel al., 1987). TrV repli
ca tes within the gut reDs of triatcmines (Rozas-Dennis el al. , 
2(0) . 

In reb tion to the speci ficity of TrV, Rozas-Dennis el al. 
(2000) reported that it not only infect:s T. infestans, but also 
T. platensis, T. de/pontd, T. pallidipennis, T. rubrovaria and R. pro
lirus. However, TrV is not pathogenic for vertebrotes (Querido 
el al., 2013). The ultimate effect:s of TrV, belonging to the 
Didstroviridae family (previously ca Ded the Piooma virus), 
a re a high mormli ty ro te, debyed development and reduced 
fecuOOity (Muscio el al. , 199'7; Rozas-Dennis et al. , 2(0) . 

TrV can be tronsmitted among tr iatomines transovaria lly 
aOO through the faecal-Qrol route (Muscio et al., 2(0) . The 
hia tomine immune response to TrV is as yet unknown. lt 
would be expected tllat triatomines rely on PO, NO and/or 
eOOosymbiotic bacteria in I"t'Sponse to a TrV infection, as has 
~ reporte<! fO!" othcr insect:s (Ourth &. Renis, 1993; 
Johnson, 2015). 

Fungi 

1ñcre is a shortage of infollTlóltion abou t the fungí- hiato
mine rebtionsrup. R. prolirus was the first hiatomint'S spedes 
from wru(;h fungi we,..., i!lOl .. t,-'<i, fir!;t find ing Nu(:urdiJ. rhudnii 
(Moroes el al. , 2000) aOO bter Aspergillus versicoJor (Moroes 
el al. , 2000, 2(04). Moreover , the principil l fungí {rom the 
d igest ive tract ol hia tomine adults aOO nymphs (including 
T. bmsilirnsis , T. infestans, T. psl'UdomacuJata aOO T. wrdida 
uOOer bborotOl)'ooOOitionsaOO T. vittiO'ps in wild specimens) 
were Aspergillus flavus, A. ochmO'us, A. pamsiticus, FUS/lrlum 
sp., Trichodl'rnla hanianum and Vl'rticillium sp. (Moroes el al., 
2(0) . In spite of the presence of these fungí , the affected bia
tomines showed no signs of inlection (Moroes el al. , 2(0) . 

In the d igest ive tract ol nymphs and adults ol Panstrongylus 
megistus, R. prolirus, R. nrgJedus a OO DipetaJogaster marima, 
the following funga l specit'S were also observed: Aspergillus 
niger, Prnicillium corylophilum aOO Acrnllonium sp. (Moroes 
el al. , 2(0) . 

Intert'Stingly, T. cruzi was not present when these fungí 
were found in nymphs, suggt'Sting that na turo l fungal floro 
present in the d igestive tract lTIóly inlluence T. cruzi ooloniza
tion (Moroes el al., 2(04). Actually, it is not clear if fungus 
oould de0 1 with T. cruzi d irect ly, as has bren shown in otller 
vec tors, such as Anopheles spp. infected with Plasmodium spe
dt'S (Thomas &. Re0d, 2(07). Moroes el al. (2004) just rcported 
rugh su-SCq'tibil ity to both fungi and T. cruzi in P. mrgistus 
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aOO R. prolixus, aOO Iow susceptibili ty of these pathogens in 
D. maxima aOO R. neg/tx;tus. Perhaps the immune I"t'Sf'<'Ilse 
use<! by triatomint'S has the same eífect on both the fungus 
aOO parasite. Further experimental ~an:h is needed to 
tes whether the main funct ion of t!tese fungi is to prevent 
T. cruzi coloniza tion. 

In general, the fungus-insect interaction has been well 
documented. lf a fungus can oven:ome the insect immune re
sponse, it p~s to degrade the cutide, leading to insect 
del th (Tho1TlólS &. Read, 2(07). IOOeed, fungí have two princi
pill st rategit'S when fac ing the host immune response: cryptic 
fonns of growth (blastospol"t'S) that evade host defence me
chanisms, aOO the production of immunomodulatory sub
stances (mycotoxins such as dext ruxins) tha t inhibí t the host 
immune response (Thomas &. Read, 2007). Fu rthermore, the 
two fungal strotegit'S work complementa rily. while the com
ponent present in the ceO waD of the conid ia (11 - 1, 3-glucans) 
ael.!! a.s a n ÍlllmUl>OSuw,~, · , b la.stosf'O'e5 aVQid ' l:!C<JSnition 
by the insect immune system (Iloucias &. PeOOlaOO, 1991 ). 
How these functions work in triatomines is as yet u nknown. 

As aforementioned, extounely little is known about the 
triatomine immune rt'Sponse to fungí. However, somedetails 
can be extropolmed from the study of other insects. Different 
type; of immunomodula tory mycotoxins in insect:s are specific 
to each type of entomopathogenic fungus. For example, 
Mttarhizium anisapliae produCt'S dextruxins aOO BtuUVl'l"ia 
lussiana beauvericins (Rohlfs &. Churchill, 2011 ), both being 
important in pilthogenesis (Boudas &. PeOOlaOO, 1991 ). 1ñe 
action oí dextruxin A was evaluated in R. prolixus in the 
Malpighian tubule system, where it inhibits fluid st.'CI"etion 
aOO leads to a decrease in electrical potential (Ruiz-Sanchez 
ft al., 2010). This inhibitory capadty against fungi has bren 
found in the insects of agricultural importance (GiOt'Spie 
el 11., 2(0) , and likely also occurs in triatomines. 

Fungi produce a number of enzymes (e.g. proteases, Ii
pil3e5, esterases aOO chitinast'S) tha t fad li ta te invasion of the 
haemocoel in a number of insects (Boud as &. PeOOlaOO, 
1991 ; lnolTlólS &. Read, 2007). 1ñe entire invasion proress oc
curs within 24 h after theadht'Sion of theconidia to the cuticle 
aOO the secret ion of dextruxin by the fungus. This mycotoxin 
acts as an inhibitor and a lters haemocyte morphology 
(Avulova &. R<bt'ngaus, 2011 ). N..-ga tive df'-'l:."ts uf dextruxins 
indudea reduc tion of ins«t PO activity (see Th msites' subsec
tion 'The PO system' below),aOO a decmlsed rateoí phagocyt
osisand enca psulation (Rohl fs&. Chun:hil l, 2011 ). 1ñe hypha l 
bodit'S, another form of reproduction in the host, initiate the 
production of a protect ive covering of collagen that encapsu
la tes 11- 1, 3-glucans and in this way avoids theenca psulating 
immune response of the host (Avulova &. Rosengaus, 2011 ). 
11le interoctions at immune level between symbiotic or ento
mOpilthogenic fungi need to be assessed in triatomint'S. 

Parasi tes 

To da te, the only pil msites of triatomines whose biology 
has bren studied are T. cruzi aOO Trypanosama mngeN. lt is 
krown that T. cruzi is able to cause important physiologial l 
changes in triatomint'S such as a delay in nymphal develop
ment in T. infestans (5chaub, 1989), aOO a reduction in adult 
Iongevity in R. prolixus (5chaub, 1989). However, T. cruzi d id 
no/: have such effects in Triatama dimidia/a (5chaub, 1989), al
though in this spedt'S it reduces bloodmeal ingt'Stion in 
inlccted nymphs, which leads to an immunosuwression as 
the triatomine is not obtaining enough metaboli tes (e.g. iron; 

5chaub, 1989; Schaub ft al., 2011 ). These pathologial l effoct:s 
have not been considered by other authors and require further 
study to detennine whether or not T. cruzi is ca pilble of stress
ing its vector. 

AnlimicrobiaJ peplide:s 

Even when AM Ps have bren studied in the context of antí
bacterial funct ion, some research has bren done with T. cruzi 
(Ursic-Bedoya el al., 2011 ; Wa niek el al., 2011 ; Moreira el al., 
2014).1ñese AMPs indude deíensins, lysozymt'S a OO prolix
icins, which could participil te in clearing of ingt'Sted blood 
meal aOO as signall ing molecules (Boulanger el al., 2(06). 
For instance, it has been shown tha t the defensin difl of 
T. brasilimsis fifth insta r nymphs attenuatt'S T. cruzi proli:er
ation but does not elimina te the pil msite (Araú;:. ft al., 2(06). 
Morwver, the role of def1 depends on the intt'Stinal region: in 
the stomaeh it 'q;ul.:> te; the quantity of S)'mb io tic oo·sani5l11S 
while in thesmall intestine it may control T. cruzi populations 
(Waniek ft al., 2011 ). 

Another AMP, prolixicin (wi th a molecula r weight of 
11 kOa), was ~tly isolated from R. prolixus. ParadoxialOy, 
it showed no activity against T. cruzi (Ursic-Bedoya el al., 
2011 ). This enzyme is produced in the fat body and the 
small intest ine of adult insects as a rt'Sponse to infection by 
Gram-negative bacteria such as E. (oli (Ursic-Bedoya ft al., 
2011 ; Vieira ft al., 2014). A ro:ent study demonstroted tllat 
the quantityof prolixicin in thesmaD intt'Stine was insuffident 
for elimina ting T. cruzi. One reason for this act ion is that pro
teast'S p~nt in the d igestive troct of the host could affect the 
production oí prolixid n pcptide (Ursic-Bedoya ft al., 2011 ). 
1ñe question oí why R. prolixus still produCt'S prolixicin ¿es
pite its appil rent inefficacy awaits further invest iga tion. CIne 
possibil ity is tha t trus rt'Sponse was usefu l in the evolutiol\loy 
past but is no Iongereffecnve.1ñe fact, however, tha t immune 
responst'S are energetically oostly (5chmid-Hempel, 2005) im
plit'S that if a response is not needed, it should be selected 
against. This does not seem to be the case for R. prolixus. 

The PO syslem 

PO is an enzyrne in ...... lvt.'<i in the oxidat ion 01 phcrtuls ;md 
quinones. This oxida tion consists of a cascade of reoctions tllat 
hydrolyses monophenols aOO O<iiphenols aOO oxidiZt'S the 
Imter to fonn O-quinones (Gregorio &. Ra tdiffe, 1991 ; 
Cerenius ft al., 2008; Gon2ii lez-5.1 ntoyo &. Córdoba-Aguilar, 
2012). PO is highly reactive a OO covalent ly bíOOs to proteins 
to fonn polymers like melanin that encapsulate pilthogens. 
PO nollTlól lly exists as an inact ive precursor called proPO, 
fouOO in the plasmatic froction of the hacmolymph or in hae
mocytes of invertebrates (Gomt'S ft al., 2003; Genta ft al., 2010; 
Gon2ii lez-Santoyo &. Córdoba-Aguilar, 2012). PO can be act í
vated by enzymt'S such as trypsin, chymotoypsin and rompo
nents on the ceDular wall of bacter ia aOO fungi (Laughton &. 
Siva-Jothy, 2011 ). 

PO acts against ma ny invasive agents in insects 
(Gonz;'i lez-Santoyo &. Córdoba-Aguilar, 2012) but has (Illy 
been assessed in a few species of triatomines. For example, 
as a response to the presence of T. mngeli in R. proJixus, higller 
levels of PO led toan increase in the number of lysozymt'S and 
haemocytes as well as to the fOllTlóltion of melanin nodules 
(Azambup ft al., 1999). Interestingly, T. mngeN seems to have 
mechanisms for evading the negativeeffects of PO, according 
to the foOowingevidence: (a) although T. rangeli is recognized 
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aOO erlcapsubted by host defencecells, it is alpilble ol surviv
inga nd util izing haemocytes for prolifcration (J\wmbup el al., 
1999); (b) T. nmgeli has been shown lo inlúb it PO activity in 
R. prolixus; (e) in R. proJixus adults lha! were infected orolly 
with T. mngeN e pimastigott'S, the proPO system was inhlbitoo 
al lhe haelT\(/lymph leve!, lhe s ite whcre the pamsitedevelops 
(Gregorio &. Ratdiffe, 1991;Goma; el al., 2(03). T1ús inlúbition 
lTI<Iy actually be lhe explana tion for the negativeeffect of inva
sive agents in spite of PO production ¡ha! has been found a 
number o f inst.'ct studit'S (reviewoo by Gonz<'i lez-S.mtoyo &. 
Córdoba-Aguibr, 2012). lntere:;ti ngly, the inlúbitol)' action 
by T. nmgeli lTIóly no! be direct, huI instrod vía lhe disruption 
oí juvenile honnone regubtion, w lúch in tum would ¡¡ ffect 
PO production (Na kamura el al., 2007). 

The assumed inlúbitionof Fúby T. nmgeli, howevcr, needs 
lO beconsidcred in a broodcr contexto PO production in hia to
mines isoond ition-d~dent,and Orle key factor dr iving con
d iLion is d id (Gonz.'i lez-S,:lIlto)'Q & Có,dob.l-AguiLlI' , 2012). 
Thus, w hether a reduced PO production is prompted by 
T. rangeli or diet nceds to be d armed. On the other hand, 
inhibitooy action a mnot beoonsidcred a generalized pouperty 
in tríatomines. For example. inlection by T. cruzi was foDowed 
by a lúgh PO ac tivity in the !lost haemococl during the fi rst 
24 h, but decreased after th is time (MeDo el al., 1995). 

Nitríc oxide 

NO is a powerful free radial l and a lúghly toxic gas pro
dlM:ed by the oxidation of L-arginine to c itrul line mediated 
by the NO synthase (NQ5) enzyme (Rivero, 2(06). A1though 
NO has bcen wel l described asa powerfuldefence mechanism 
aga inst parasitt'S, the infOllTlól tion is limited abou t the role 
played by N O (and free rad ialls in general) aga inst bacteria, 
fungi o r virus. In a first exploration of tlús topic, Wlútten 
el al. (2001 ) studied two s trains of T. mngeN (H14 and 
Q .oochi) in R. prolixus. 1ñese authors oonduded that high le
vds of free rad ial ls (induding superoxide and NO) reduced 
pilrasite survival and oompletion oí the life cycle. At least for 
the defence of R. prolixus against T. rangeli, tlússuggt'Sts a key 
role of free rad ial ls. 

More recently, and a lso in relation to R. prolixus, it was 
fo und th¡,t tn.: ""'p~ion of NO t¡,k~ pI .. (.-." in tn.: f .. t budy, 
haemocytes. haemolymph, s tomach epithelium, slTlólD intes
tine, rectum and sa livaoy gbnds (Whitten el al., 2(07), a reas 
where T. cruzi and T. mngeJi are presento However, both para
sita; seem to interocl: d ifferently w ith rt'Spect to NO. Whereas 
the presence of T. cruzi activa tt'S NOS expression in haemo
cytes and the s tolTlólch, T. mngeli SUppl"t'SSeS the expression 
oí tlús molccule (Wlútten el al., 2(01 ). One expbnation is 
that the ea rly st imulation of NO production in haemocytt'S 
in response to T. cruzi impedes its ooloniza tion in the haemo
ooeI (Whitten el al., 2(01 ). On the other hand, the inlúbition of 
NO in haemocytt'S and the fa t body by T. mngeli like ly repre
sents a defence mechanism of the parasite that a Dows fo r its 
development in the haemocoel and therefore its later passage 
to the sa livaoy gbnds (Wlútten el al., 2(01 ). Furthermore, a 
lúgh ooneentration of NO is induced in the rectum during a 
T. rangeli infection, w lúch oould force the parasite to leave 
the middle intestine and thcn oomplete its life cyde in the 
sa bvaoy gbnds (Whitten el al., 2(07). However, whether the 
migration of T. mngeli to these g lands is a oonsequence of es
caping the tríatomine's immune response o r a use of NO by 
the parasite as a signal to oomplete its li fe cyde in the gbnds 
is unknown. 

1ñcre areother much lessstudied effectsof nitrogen-b.lsed 
oompounds involved in hia tomine immunedefence. 1ñe high 
ooncentration oí nihi tes in the slTlól ll intestine oould possihly 
avoid penetration of the intestinal epithelium by T. cruzi 
(Whitten el al., 2007; Castro el al., 2012), w lúch would block 
its d iSlSemination to the hael1"lQCOt'l. Though it is unelca r why 
nihite ooncentrationsdecrease in the slTlól D intt'Stine following 
inlection by T. mngeli (Whitten el al., 2(07), the reason may lie 
in an in lúbitooy effect simib r to that that occurs with PO. 
Further studit'S a re needed on the role of N O and its oxygen 
intennedia tes in thecapildty of hia tomines to oombat parasitic 
inlections. 

Lectins (agglutinins) 

Lectins or agglutinins are glyooproteins tha t have the o p
adty to agglutinate cells and precipi tate g lycoconjugates 
(Azambuj¡l el al., 1997). I..ectins a re found in the haemolymph 
and digestive tract of a number of invertebrates,and their syn
thesis iscamed out prindpil Dy in haemocytesand the fa t body 
(Azambuj¡l elal., 2(04). lt hasbeen reported that theycan actas 
opsonins, fadl ita ting phagocytosis by haemocytes (Azambup 
el al., 1997 ). 

Veoy ti ttle is known abou t the action of lectins in tr íato
mines. A study that described the activity oi agglutinins in 
the in tt'Stine and haemolymph of R. prolixus suggt'Sted a role 
fo r these g lyooproteins in the regula tion of pil rasite-vector in
te ractions (MeDo el al., 1995; Ratdiffe el al., 1996). Mel lo el al. 
(1995) showed that there a re differenct'S in the agglutination 
of three different strains of T. cruzi - Dm2&, CI and Y - in 
the s tolTlólch as wel l as the haemolymph oi R. prolixus, and 
that tht'St'd ifferencesoom-latewith a va riation in thecarbohy
drateson thesurface of the pilrasite. Theability to agglutinate 
trypanosomes lTIólydepend on theamount of lectins produced 
by the host. T. infeSlans has more lectins than R. prolixus, and 
the fonner has greater resistance to infection by T. mngeN 
(Azambuj¡l el al., 1999). 

CeU ular defence mruialed by haemacytes 

The mechanisms oí ceDubr defence a re medíated lTIól inly 
by haemocytes in insect:s. Once again, veoy little inlOllTlól tion 
is .. v .. iI .. blo: o n this s ubj<..'o:t in rd .. tion to hi .. tomi~. The 
type; of haemocytt'S in insects vaoy among taxa, w ith four 
lTIól in classes that a re based on their morphology, lús tochemis
try and functiona l characte ristics (Lavine &. Strand, 2002; 
Borgt'S el al., 2008; Strand, 2(08): (a) granulocytes, which 
have a function of phagocytosis; (b) plasmatocytes. w lúch ad
here to pil rasites to form cellubr capsult'S; (e) oenocitoids, 
which oontain precursors of PO that a re involved in the pro
duction of mebnin; and (d) prohaemocytes, wlúch a re stem 
ceDs. lt is now known that there are s ix types of haemocytt'S 
in R. prolixus, R. negll'(tus, Trialoma infeslans, P. mi'gislus and 
D. maxima: prohaemocytes. pbsmocytes, d s tocysts, oenocy
to ids, adipohaemocytt'S a nd g iant granubr cel ls (Azambup 
el al., 1997 ). 

Col"lC('l11.Íng the morphologial l and functiona l character
iza tion of cel l types involved in the immune response, ¡ive 
different haemxytt'S were idcntified in R. prolixus: prohaemo
cytt'S, plasrna tocytes. oenocytoids. ad ipocytesand granulocytes 
(!Jorges el al., 2(08). Plasrna tocytt'S and prohaemocytt'S a re the 
most abundant ceDs. perhaps due to their direct adion aga inst 
bacteria vía phagocytosis. On theother hand, granulocytt'S and 
oenocytoids also changed in response to S. aureus bacteria. In 
response to tlús bacter ium no events OOl"lC('l11.Í ng melanization 
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were observe<! (Ilorga; el al., 2(08). Despite lhe lack oí evidence, 
it is likely lha l l ria lomine haemocyta; a re involved in other 
typial l insect haemocyte functions such as nodule fOllTlóltion 
and encapsula tion. O early, studying functions of trialomine 
haemocyta; is an opt'll rt'Seilrch line. 

Signalling m~chan isms in lrialomineslinsecl 
Immune response 

Our knowledge of s ignaOing mechanism in lrialomines is 
rughly limiled bul one c .. m gain some insights {rom olher 
laxa (Hoffma n &. Reichhart , 2(02). Simila r lo olher insects, tria
lomina; are Iikely lo rdyon Ihree prindpal palhways lo a ttack 
pillhogens such as bacteria aOO fungi: IMD, ToO aOO jak-STAT 
(Kingsolver &. Hardy, 2012). To lrigger any of Ihe:;e palhways, 
it is necessary lo recognize foreign agents and one mechanism 
is via Ihe PAM.Ps pre5('IlI on lhe palhogen's surface. For Ihis, 
insect:s use hosl PRRs which ha ve been idenlified such as pep
tidoglyam recognition proleins (PCRPs), Gram-negalive 
binding proleins, Ih ioester conlaining proleins, scavenger re
ceplors, C-type lectins, galactosidose-binding lectins and 
fibrinogen-like dolTlól in molecules (Michel &. Kafalos, 2005; 
Kingsolver &. Hardy, 2012). 1ñe anlerior PRRs 00lI1d be drcu
bting in lhe haemolymph and bounding lo cel ls (Midlel &. 
Kafalos, 2(05). In R. proliXU5 (Vieim el al., 2014) a nd olher insects 
(Hoffman &. Reichhart, 2002; Kingsolver &. Hardy, 2012), Ihe 
IMD pillhway could be octivaled by Lipopolysaccharida; 
presenl in Grom-negalive bacteria , and lhen lhe induction of 
d ifferenl AMPs likedefensi.ns OOll Id beacrueved. 1ñe TolI palh
way s..-ems lO be induced by lhe preserlCe oí PAM.PS Iike J}-1, 
3-giualns in fungi , andpeptidoglYalns presenl in Grom
posilive bacteria , lha! bind with lheir rt'Spect ive recognition 
prolein: JlGRP or PGRP (Iloubnger el al., 2006; Ursic-BOOoya 
&. Lowenberger, 2(07). 1ñese two palhways induce a nuclear 
factor ..:B (NF-..:B)- like tronscription foclor (Boubnger el al., 
2006) , lha l could be involved in proloolytic c=da; such as 
melanis<rt ion, coogubtion, phagocytosis and enc<lpsubtion by 
haemocyta; (Ursic-Bedoya &. Lowenberger, 2007). 

Wilh respect lO T. cruzi o r T. /UngeN, lhere is SC<lrce evidenre 
oí palhways actívaled. Worth mentioning is lhe s tudy of 
Ursic-Bedoya &. Lowenberger (2007) in R. prolixus. These 
authors fQllnd lhal lhe expression of genes in rt'Sponse lo bac
leria (E. roJi and M.luleus) o r T. cruzi, led lO lhe idcnlifiart ionof 
six molecula; involved in lhe ahove pillhways - Tronsferrin, 
Nitrophorins.Il- 1, 3-giualn reoognition protein (GRP), haemo
Iymph prole in, ReI / [):ors.;l1 and Mucin/Peritrophin like. 

Recenlly, lhe lranscriptomeof thedipve troct oí R. prolixus 
has been sequenood (Ribeiro el ... , 2014). llússtudy found a rugh 
number of genes ex~ belonging lO lhe ToO pillhway in 
oontrost wilh otller groups o f insectssuch as Diplerons. On Ihe 
other hand, a low abundance oí tronscripts relaled lo IMD and 
srAT palhways were pre5('IlI in lhe d igestive tract (Ribeiro 
el al., 2014). An explan;rtion for Ihese rt'Sults is Ih;rt Iysozyma; 
and lectins O"oO-regubled)are used more due lo lheir defensive 
oction in oomparison wilh IMD and srAT pillhways Wh0ge 
products are for digestive functions (Ribeiro el al., :J)14). 

Condusions 

Scarce inlOllTlóltion is ava ibbleon lhe immune ra;ponse of 
tria lomina; lo pillhogens, whelher in lenns of qua li ty (i.e. lhe 
description of Ihe immune ITIólchine!), o r palhogenic agents in 
tria lomina;) o r quantity (j .e. of Ihe al. 130 tria lomine speda;, 
no more lhan 10 have beert studied). TlúSal n beconlrosted lo 

lhe abundanl resea rch on mosqu iloes (Calor el al., 2012; 
O ayton el al., 201 4), whose inle roctions with olher inlective 
agents a re weO known. For example, by combining Ihe inlor
ITIóllion ava ilableon lhe anliviro l rt'Sponses of mosquiloesand 
genomics lechniques, il lTIólybe possible lodisrupl RNA inler
ference and Ihe jAK/STAT pillhway, Ihus lea ving mosquiloes 
immune depressed againsl severo l a rbovirus type; (reviewed 
by Rückert elal., 2014). On lheolher hand,studia;on lhe inler
actíon betweert tria lomines a nd invading agents have certtred 
on describing lhe btte r, provid ing ve!)' lit lle inforlTlóllion on 
lhe effects of invasion or lhe immune response of tria lomill('S. 
In lhe case of fungi , fo r example, a number of specia; have 
beert descr ibed, bul lheir effects a nd, consequenlly, lhe im
mune response by tria lomines a re complelely absent. 

Onedoes nol need lO s tart froro scrolch lO understand tria
lomine defence mechanisms, as lhen' is a ln?0dy inlOllTlóltion 
on olher insect:s (e.g. agriculturol insect pe;ts; Sha h &. Pel l, 
2(03). Onecase is lhe s tudy of Ribeiro el al. (2014) who idenlí
fied lhe lronscripts of lhe inla;tinal troct of R. prolixus. As ind í
al ted before, lhe5e aulhors found lhal ToO pillhway-rdaled 
gell('S lhal code for Iysozymes and lectins were more rughlyex
prt'SSed in compil rison wilh olher insect orders. The immune 
responses d ictaled by Ihe:;e gena; were presumed {rom s tudies 
in othcr insects (Ribeiro el al., 2014). Studies Iike Ihis aln serve 
lo da;ign s tudia; on polenlia l tria lomine rt'Sponsa;. Some 
s trolegies Ihal aln be explored are lhe following: (a) lhe use 
of a ln?0dy d~ribed powerful infective organisms, such as 
lhe bacteria R. rhodnii (Dotson el al., 2003; Kollien el al., 2(03) 
and S. marcescens (Awmbup el al., 2004;GQlI rbiére el al., 2012), 
as weD as TrV (Musdo el al., 1987) and fungi (Moraa; el al., 
2(0) , lo liD tria lomina;; and (b) enllano.menl of Ihe tria lo
mine immune ra;ponse lo trypilnosomes, w ruch oonsists of 
cecropins (Beard el al., 2001 ), defensins, Iysozyma;and prolix
icins (Mello el al., 1995; Goma; el al., 1999; Ursic-Bedoya el al., 
2011 ; Waniek el al., 2011 ; Moreiro el al., 2014), free rodial ls 
(Whitten el al., 2001 ) and lectins (AUlmbup el al., 1999). 

FinaDy and for biologial l control purposes, severo l olher 
s trolegies al n be explore<!. Now 1ll.'11 lhe genome of T. cruzi 
has been elucida led (Gris;l rd el al., 2014), re5earchers shQll Id 
be able lo a;tablish new types of "daplive associa lions be
tween trialomines and Il)'pilnosomes, as ha ve beert described 
betweert hulTlólns a nd tJypanosomes (Sist rom el al., 2014; in 
lrus case using T. brucei). One necess;l!)' s tep here is lo eluc í
da le Ihe genome of tria lomines, which among other possibil
ilíes would a Oow for lhe idenlifiC<l lion of lrialomine genes lhal 
respond lO trypanosome inlection, a nd Ihe consequenl use of 
lrus infOllTlóllion lO ta rget lhe immune rt'Sponse for ITIóln ipula
lion and biologial l conlrol . Anolher possible st rolegy is lO 
undersmnd lhe biochemial l inlilTlólg' of lhe T. cruzi-tria lo
mine inleroctíon. In lrus sense, GUliérl"{'Z-Úlbrero el al. (2014) 
idenli fied lhe changa; in glycoproteins lhal take pbce in Ihe 
tria lomine inlestinal membrone, aOowing for T. cruzi adhesion 
and development. With Ihis infor lTlól lion, such glycoprolein 
composilion OOlI ld perhaps be alle r«i, leading lo new s trol
egies for Ihe control of trypanosome establishmenl and 
coloniUl lion. By lasl,a multi-pillhoge n a pproochcould becon
ceived. One example is lhe combined use of fungi and nelTlól
loda;, as has been described for agriculturol pe;ts (e.g. 
Bedding &. MoIyneux, 1982). In lrus extenl , resul ts in lhose 
pe;ts have shown lhal fungi al n weaken Ihe insect culide, 
which aOows ncmaloda; lo penetrole (Bedding &. Molyneux, 
1982). Actually, one va riable lhal al n be added lO Ih is mullí
palhogen approoch is loxic elements such as whal Fieck el al. 
(2010) when indud ing d ifferenl Cecropins. 
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Capítulo 4. Discusión general 

4.1 Efecto de los hongos entomopatógenos en la sobrevivencia de triatominos 
 

Se ha señalado que una de las posibilidades para el futuro del control biológico en insectos, es el 

uso de agentes de control microbiano (microbial control agents MCAs), y el posible desarrollo de 

pesticidas microbianos y su implementación en campo (Lacey et al., 2015). Cerca de 50 especies de 

virus, bacterias, hongos y nematodos entomopatógenos, son producidos comercialmente y son 

utilizados como pesticidas microbianos, en una escala global y que aproximadamente de 1-2% de 

todos los plaguicidas vendidos, son de éste origen y han mostrado un crecimiento constante en 

comparación con los pesticidas químicos (Lacey et al., 2015). 

El efecto de los hongos entomopatógenos en insectos ha sido ampliamente estudiado, muchos 

estudios reflexionan en la capacidad que tienen para disminuir la capacidad de sobrevivencia en su 

hospedero (Gillespie et al., 1997; Blandford et al., 2005; Castellanos-Moguel et al., 2008; 

Baverstock et al., 2010 ). 

Las especies de hongos entomopatógenos que se comecializan están basados en 3 especies de 

hongos: Beauveria spp, Metarhizium spp., Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) y 

Lecanicillium spp. (Lacey et al., 2015). 

Un factor importante cuando se elige una especie entomopatógena, incluidos los hongos es la 

virulencia; es decir, la capacidad que tienen para afectar la sobrevivencia en el insecto. Se sabe que 

la virulencia en hongos entomopatógenos, generalmente decrece con el sub-cultivo en medios como 

agar papa dextrosa, y puede ser otra vez activada al pasar por el hospedero insecto. Un aislado de 

hongos entomopatógenos virulento es aquel que expresa una gran cantidad de proteasas, 

exoenzimas durante la penetración de la cutícula y la generación de toxinas cuando el hongo 

coloniza al hospedero (Lacey et al., 2015). En este estudio se seleccionaron dos aislados de hongos 

entomopatógenos previamente caracterizad’os en cuanto su virulencia y patogenicidad: I. 

fumosorosea EH-511/3 y M. anisopliae EH-473/4 (Castellanos-Moguel et al., 2007; Toriello et al,. 

2008). Además han sido caracterizados fenotípicamente y genotípicamente (Ayala-Zermeño et al., 

2011; Castellanos-Moguel et al., 2007; Castellanos-Moguel et al., 2008; Mier et al., 2002; 2005; 

Toriello, 2003; Toriello et al., 2006; Toriello et al. 2008). Se ha demostrado que la virulencia en 

hongos puede ser aumentada a través de la manipulación genética, insertando genes en el genoma 

fúngico, y con ello promover la expresión de toxinas que incrementan la virulencia del hongo, i. e. 

inserción de los genes de la toxina del escorpión dentro de M. anisopliae y B. bassiana (Wang & St. 

Leger, 2007). 

El mecanismo de infección en hongos es único; ya que los conidios se adhieren a la cutícula 

(Charnley & St. Leger, 1991; Lacey et al., 2015). En el presente artículo se utilizó una suspensión 

de 1x107 conidios /ml, aplicados en el pronoto (parte rígida en el tórax de triatominos), lo cuál 
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permitió observar el efecto de los hongos entomopatógenos por la vía de entrada natural en su 

hospedero. Dependiendo del patógeno y de la vía de infección, es posible esperar diferentes tipos de 

respuesta inmune por parte del hospedero. Varios estudios han mostrado altos niveles de PO en 

respuesta a la inyección de componentes fúngicos tales como blastosporas o conidios, sin embargo 

como lo menciona Gillespie et al., 2000b esta situación no refleja el mecanismo de patogenicidad 

natural. 

Descubrimientos actuales sobre los efectos de los hongos entomopatógenos en mosquitos adultos 

como Anopheles stephensi y A. gambiae, mencionan que los insectos infectados con hongos, a su 

vez evitan el desarrollo del parásito (Plasmodium spp.) en el mosquito, lo cuál se ha traducido en un 

aumento en el desarrollo de investigación enfocada al control de enfermedades transmitidas por 

mosquitos como malaria (Blanford et al., 2005; Scholte et al., 2003; 2005). Sin embargo, la 

investigación en triatominos infectados con Trypanosoma cruzi utilizando hongos 

entomopatógenos, no ha sido considerada aún. 

Aunque los hongos entomopatógenos han sido mencionados principalmente como patógenos de 

artrópodos, recientemente también se ha demostrado su papel como endófitos de plantas, 

antagonistas de enfermedades en plantas, colonizadores de rizosferas y promotores del crecimiento 

en plantas (Lacey et al., 2015). 

Los hongos entomopatógenos tienen muchas características que son favorables cuando se trata de 

elegir un buen agente de control biológico. Poseen un riesgo mínimo para organismos no-blanco 

benéficos tales como abejas, lombrices de tierra y Colémbolos, los cuales son proveedores de 

servicios ecosistémicos, de igual forma, su efecto es nulo en enemigos naturales de artrópodos 

como avispas parasitoides y escarabajos depredadores (Lacey et al., 2015). Esto fortalece su papel 

potencial en el manejo integrado de plagas (IPM-integrated pest management), ya que la 

preservación de enemigos naturales les permite realizar una mejor contribución en la regulación de 

plagas. 

La evasión de la respuesta inmune en insectos infectados por hongos entomopatógenos, es un 

elemento importante en el proceso de infección, permitiendo al hongo satisfacer sus demandas de 

nutrientes durante el crecimiento en el hospedero (Gillespie et al., 2000a). 

En mi primer artículo hablo de la efectividad de M. anisopliae e I. fumosorosea para afectar la 

sobrevivencia de las ninfas de 5to. estadio de M. pallidipennis. Se encontró que ambos hongos 

presentaron la misma capacidad para infectar, sin embargo, M. anisopliae, demostró ser más 

virulento matando a su hospedero a los 8 días posteriores a la infección. En cuanto al tiempo de 

muerte en el hospedero, en control biológico se enfatiza en la capacidad que tienen para influenciar 

el comportamiento del insecto, en lugar de matar rápidamente al vector. Esta especie de hongo 

entomopatógeno, ha sido utilizada en otros triatominos y en diferentes estadios como: huevos, 

ninfas de 1er. estadio y 3er. estadio de Triatoma infestans (Rodrigues et al., 2014; Luz et al., 2012; 
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Flores-Villegas, 2011). I. fumosorosea ha sido menos utilizada contra triatominos y en el presente 

estudio se encontró que su prolongado tiempo afecta la sobrevivencia de M. pallidipennis (más de 

20 días). Otros estudios en insectos que no son triatominos, han demostrado la eficiencia de M. 

anisopliae (Flores et al., 2012; Kavallieratos et al., 2014). 

Para comprobar la presencia de ambos hongos entomopatógenos en el trabajo de Flores-Villegas se 

realizaron improntas teñidas con azul de metileno y se pudo observar que el hongo se encontraba en 

el hemocele del insecto, al inicio de la infección, observándose principalmente estructuras parecidas 

a hifas y posteriormente conidios, esto es importante, ya que resulta indicativo del proceso de 

infección y colonización del hongo entomopatógeno (Flores-Villegas et al., 2016). En el caso de M. 

anisopliae fue evidente la presencia de “columnas de conidios”, lo cuál concuerda con la 

esporulación del hongo en la superficie del insecto, entre los días cinco ó seis, posteriores a la 

infección. En el caso de I. fumosorosea fueron característicos los conidios en forma de “arroz”, lo 

cuál concuerda con procesos de infección observados en otros insectos (Charnley & St. Leger, 

1991; Humber, 2010; Tulloch, 1976). 

Dada la importancia que ha cobrado el uso de hongos entomopatógenos para el control de insectos 

transmisores de enfermedades, es importante explorar los mecanismos de respuesta inmune que 

evaden durante el proceso de infección. 

 

4.2 Efecto de los hongos entomopatógenos en la respuesta inmune de triatominos 

 

La primera línea de defensa en los insectos es la cutícula, la cuál está compuesta de ácidos grasos y 

componentes como la melanina que impiden la penetración de patógenos y parásitos, incluyendo los 

hongos (Charnley & St. Leger, 1991; Thomas & Read, 2007). Sin embargo, algunos 

microorganismos como los hongos entomopatógenos, son capaces de degradar los hidrocarbonos 

presentes en la cutícula (Napolitano & Juárez, 1997), esto sucede cuando es activada la respuesta 

inmune humoral y celular. La respuesta celular está compuesta por hemocitos cuya función es la 

encapsulación, en ellos se lleva a cabo la síntesis de melanina y junto con la fenoloxidasa, péptidos 

antimicrobianos y especies reactivas de oxígeno, logran contrarrestar una infección. La enzima PO, 

es sumamente importante en este proceso, como lo han demostrado trabajos anteriores, y está 

involucrada en la síntesis de melanina, cuya actividad antifúngica, actúa directamente en la 

superficie celular (Butt et al., 1988; Cerenius et al., 1990). 

No obstante su papel durante la defensa contra patógenos, la PO y su precursor proPO, han 

mostrado un decremento durante la infección por hongos entomopatógenos (Bogus´et al., 2007; 

Gillespie et al., 2000b; Khosravi et al., 2014). Resultados similares se obtuvieron en este estudio, 

donde se observó un decremento en la PO y proPO a las 24 horas posteriores a la infección, sin 

ningún cambio aparente en estos componentes en el resto de los días. 
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El uso de Beauveria bassiana en el control de el saltamontes Melanoplus sanguinipes (Bidochka & 

Khachatourians, 1987) y en Schistocerca gregaria (Gillespie et al., 2000b; Milat-Bissaad et al., 

2011) condujeron a una reducción en el número de hemocitos. Una posible explicación para los 

resultados obtenidos en éste studio es que las micotoxinas como destruxinas, como en el caso de M. 

anisopliae, pudieron conducir a la reducción en el número de hemocitos y por consecuente a una 

disminución en la actividad de la PO y su precursor proPO. 

Las micotoxinas afectan negativamente la actividad de la fenoloxidasa (Avulova et al., 2011), 

además de influir en los procesos de fagocitosis y encapsulación por parte de los hemocitos (Rohlf 

& Churchill, 2011). Tales acciones explican la posibilidad de lisis por hongos entomopatógenos en 

hemocitos, los cuáles llevan a acabo la cascada de la PO (Gillespie & Khachatourians, 1992), y que 

por lo tanto estas dos enzimas se vean afectadas. 

En el biocontrol de transmisores de enfermedades, no es necesario matar rápidamente al vector con 

su agente etiológico, más que eso, se enfatiza en el potencial de los entomopatógenos para 

influenciar en el comportamiento del insecto y de una forma más sutil poder afectar negativamente 

la transmisión del agente etiológico sin necesidad de reducir la densidad de transmisores (Scholte et 

al., 2005). Por ejemplo, numerosos estudios en insectos plaga han resaltado el potencial de los 

hongos para producir efectos pre-letales. Las langostas que se infectan con hongos 

entomopatógenos desarrollan alteraciones en comportamiento, alimentación, fecundidad, movilidad 

y respuesta tardía de escape a depredadores antes de que mueran (Scholte et al., 2005). 

Adicionalmente, se ha visto que los mosquitos transmisores de Plasmodium sp. e infectados con 

entomopatógenos tienden a reducir su alimentación antes de su muerte, por lo tanto se altera la tasa 

de sobrevivencia del parásito de la malaria dentro del mosquito (Blandford et al., 2005). 

En mi estudio fué claro el decremento en la PO y proPO a las 24 horas, no detectándose cambios 

posteriores en estos mismos componentes. Otros estudios en insectos han reportado un incremento 

en la actividad de la PO después de 10 minutos de infección con Beauveria bassiana en Melanoplus 

sanguinipes (Gillespie & Khachatourians, 1992), seguido por un decremento a las 24 horas y sin 

haber cambios aparentes después de éste tiempo (Gillespie & Khachatourians, 1992; Gillespie et 

al., 2000b). Esto implica una activación de la respuesta inmmune seguida por un efecto negativo de 

los hongos en la cascada de la fenoloxidasa, por lo tanto, los resultados de este estudio confirman 

las afirmaciones previas de que las infecciones fúngicas afectan la fenoloxidasa y su precursor 

profenoloxidasa (Gillespie et al., 2000b; Bogus´ et al., 2007; Khosravi et al., 2014). 

La fenoloxidasa no sólo ha cobrado importancia como mecanismo de respuesta inmune en insectos, 

sino que ahora se enfatiza en su papel en aquellos insectos resistentes a insecticidas. Esto se ha 

analizado recientemente en mosquitos. La resistencia que algunos insectos han generado puede 

interferir en la inmunidad, ya que la resistencia a insecticidas y los mecanismo inmunes son 
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energéticamente costosos (Cornet et al., 2013). Es decir, entran en un trade-off o compromiso 

fisiológico la inmunidad y la resistencia a insecticidas. 

Se ha propuesto que las larvas de Culex pipiens, poseen un sistema inmune más fuerte que los 

adultos, y que las hembras son aún más fuertes inmunológicamente hablando que los machos, ya 

que las hembras al ser las únicas que se alimentan de sangre, están expuestas a un diverso número 

de parásitos. El término “inmunosenescencia”, se refiere a que la inmunidad de hembras y machos 

declina con la edad, esto es porque la mayor parte de sus recursos están encaminados a maximizar 

el éxito reproductivo, antes de que mueran (Cornet et al., 2013). 

Para apoyar o refutar la idea anterior, se podría medir la respuesta inmune en el estadio adulto del 

vector, en este estudio se utilizaron ninfas de quinto estadio, en larvas de Culex pipiens, se ha 

reportado que tienen más del doble de cantidad de PO activa y total, esto debido a que las larvas 

viven en estancamientos de agua donde están expuestos a una gran gama de parásitos (Cornet et al., 

2013). En investigaciones donde se ha trabajado con triatominos, las ninfas de 5to. estadio se han 

encontrado tanto en el intradomicilio como el peridomicilio, lo cual las hace sujeto de igual forma a 

diversos patógenos. 

Estudios previos reportan la virulencia de la cepa EH-473/4 y EH-511/3 en el estadio de huevo de 

M. pallidipennis (Flores-Villegas, 2011) y nuestros resultados apoyan la idea del uso de estos 

hongos como inhibidores de la respuesta inmune en el vector y como posibles controladores 

biológicos y por lo tanto una alternativa al uso de insecticidas químicos. 

Se ha señalado que el proceso de infección de hongos entomopatógenos en insectos ocurre dentro 

de las primeras 24 horas y posteriormente el hongo genera metabolitos secundarios como 

Destruxinas en M. anisopliae y Beauvericinas en I. fumosorosea. Dcihas toxinas actúan como 

inmunosupresores, alterando la respuesta inmune humoral, celular y abriendo canales de calcio que 

pueden causar efectos citotóxicos en hemocitos, túbulos de Malpighi y células epiteliales 

mesentéricas, en tanto que los niveles de calcio pueden causar parálisis o letargia en el insecto 

(Avulova y Rosengaus, 2011). 

Dentro del insecto, los hongos se reproducen como blastosporas o cuerpos hifales, en M. anisopliae, 

esta última forma de replicación produce una capa protectora de colágeno que evita el 

reconocimiento de β-1,3-Glucanos, por componentes de la respuesta inmune humoral y celular del 

insecto (Wang & St. Leger, 2006). Quizá esta es un mecanismo que desarrolló M. anisopliae a 

diferencia de I. fumosorosea, para ser más eficiente en evadir la respuesta inmune en insectos, como 

lo mostraron nuestros resultados. 

La respuesta inmune de triatominos ante infecciones con hongos entomopatógenos no ha sido 

estudiada a detalle, a diferencia de la información generada contra T. cruzi y T. rangeli. El 

incremento en la cantidad de proteínas, sugieren un recurso importante en triatominos en  su intento 
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para lidiar contra hongos entomopatógenos, activando la producción de proteínas durante la 

infección fúngica. 

El efecto de inhibición de la PO por M. anisopliae corresponde principalmente con el tiempo en que 

las destruxinas, desarrollo de formas como blastosporas y cuerpos hifales se hacen presentes en el 

insecto. Con respecto a I. fumosorosea, el día 4 muestra un incremento en los niveles de esta 

enzima, quizá porque el sistema inmune del insecto es capaz de reconocer las blastoesporas. Con 

base en las curvas de sobrevivencia, se observó que I. fumosorosea tarda más tiempo en matar al 

hospedero y no mata al 100% de los insectos.  

Los resultados obtenidos con M. anisopliae en mi tesis son similares a lo señalado por Gillespie et 

al., 2000b, al infectar tópicamente Schistocerca gregaria con Metarhizium anisopliae var acridum. 

En dicho trabajo se menciona que en el día dos posterior a la infección disminuyen los niveles de 

PO en insectos infectados y permanecen en un nivel por debajo del grupo control a lo largo de los 

días del experimento, lo cuál posiblemente se explica por inhibición directa del hongo en la 

activación de la PO, cómo ha sido reportado previamente en otros insectos (Elbanna et al., 2012). 

La capacidad de inhibición del sistema inmune por M. anisopliae es un elemento fundamental para 

causar patogénesis en el insecto, la cuál ocurre desde la adhesión del conidio a la cutícula, en la 

hemolinfa a través de la producción de metabolitos secundarios como (Destruxinas) y la capacidad 

de dimorfismo a través de estructuras como blastosporas y cuerpo hifales. En el caso de este hongo 

entomopatógeno se ha demostrado la formación de una cubierta de colágeno en cuerpos hifales que 

evitan el reconocimiento de los β-1,3-Glucanos por el sistema humoral y celular del insecto (Wang 

& St. Leger, 2006). 

Sin embargo, I. fumosorosea parece no seguir el mismo comportamiento, ya que en el día 4 se 

observó un incremento en la actividad de la enzima PO y en el día 6 declinó. Una posible hipótesis 

es que el sistema inmune del insecto detecta al hongo entomopatógeno y éste no es percibido como 

una amenaza y  por lo tanto el insecto no exhibe una respuesta inmune clara. Tal idea es apoyada en 

revisiones previas con el hongo entomopatógeno Beauveria bassiana (Baverstock et al., 2010). El 

tiempo de sobrevivencia con este hongo es mayor con respecto a M. anisopliae y no mata al 100% 

de los insectos prueba, tales resultados se discutirán posteriormente. 

En triatominos el reconocimiento y defensa contra tripanosomátidos induce una alta actividad de 

PO en la hemolinfa y cuerpo graso; siendo el intestino medio anterior el tejido con mayor cantidad 

de PO (Genta et al., 2010).En este sitio también ocurre la multiplicación de bacterias simbiontes 

como Rhodococcus rhodnii y Serratia marcescens, aunque este tejido también podría albergar 

hongos simbiontes o entomopatógenos. Posiblemente al predominar simbiontes en el intestino 

medio la PO puede actuar como regulador en el control de esta microbiota (Genta et al., 2010). 

En un estudio realizado en Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae), se menciona que la 

actividad de la PO en ninfas de 5to. estadio es variable, después de la ingesta de sangre, la actividad 
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de la PO se mantiene constante y después decrece en el día 7 posterior a la infección (Genta et al., 

2010). Otro factor que influye en la disminución de la actividad de la PO en insectos no infectados 

es la inanición (Adamo, 2004b). Al respecto se conoce que la fenilalanina es el aminoácido 

precursor en la cascada de la PO, la cuál es obtenida de la comida (Nappi & Christensen, 2005). 

Durante el curso del presente experimento los triatominos solo realizaron una ingesta de sangre dos 

días antes de iniciar el bioensayo, y esto probablemente afectó la actividad de la PO en insectos 

control. 

Bajos niveles en la actividad de la PO se han demostrado al utilizar azadiractina, un potente 

inhibidor en la síntesis y secreción de la ecdisona, una enzima necesaria para mudar entre estadios 

ninfales, proponiéndose que la ecdisona regula la respuesta inmune en Rhodnius prolixus (Genta et 

al., 2010). 

Medir la actividad de la PO en insectos es un buen indicador de resistencia a patógenos y parásitos 

porque: (i) es un componente importante del sistema inmune en insectos; (ii) los niveles de la 

actividad de la fenoloxidasa parecen ser heredables; (iii) la actividad de la fenoloxidasa ha sido 

correlacionada con la resistencia a algunos patógenos y parásitos.  

En nuestro estudio se pudo observar que la actividad de la PO en M. pallidipennis es inhibida 

principalmente por M. anisopliae. Los días donde decrece la actividad de la PO, concuerdan con el 

tiempo en que se encuentran blastosporas y cuerpos hifales en el interior del insecto, es decir los 

días 2 y 4. Las infecciones por I. fumosorosea parecen ser reconocidas por el insecto, pero no 

exhibe una respuesta inmune y esto se ve reflejado en la sobrevivencia del insecto (Adamo, 2004a). 

La PO cuyo objetivo principal es la formación de la melanina, está presente no solo en la hemolinfa, 

sino también en la cutícula del insecto hospedero, siendo sus funciones la esclerotización de la 

misma y la cicatrización de heridas al ser activada la profenoloxidasa, mediante mecanismos de 

señalización que involucran la cascada de las serin-proteasas (Córdoba-Aguilar et al., 2011; 

Gillespie et al., 2000a). 

Para activar la PO que no se utilizó durante el proceso de infección se agregó α-Quimiotripsina, en este 

estudio se pudo observar que la actividad del grupo testigo fue más alta que el grupo infectado y la 

actividad del grupo infectado disminuyó durante la infección por M. anisopliae. 

Los resultados indicaron que la actividad de la profenoloxidasa fue mayor que la fenoloxidasa 

durante el curso de la infección, esto podría indicar que la proenzima fue producida a un nivel 

mayor del que fue activada. Tal inhibición, como se mencionó previamente, puede estar dada por 

metabolitos secundarios denominados destruxinas (DTX), y que en M. anisopliae han sido 

identificadas al menos 23 variantes en cultivos, todas conformadas por cinco aminoácidos y un 

hidroxiácido (Kershaw et al., 1999). La producción de éstas toxinas por el hongo M. anisopliae var 

acridum inhiben la PO en los hemocitos de la langosta Locusta migratoria (Gillespie et al., 2000b). 
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Existen al menos dos posibles estrategias de virulencia en hongos entomopatógenos: la estrategia de 

toxinas dada por las DTX y la estrategia de crecimiento por cuerpos hifales y blastosporas 

(Kershaw et al., 1999). 

Durante el proceso de infección la enzima profenoloxidasa se activa para dar lugar a la fenoloxidasa 

(Soderhall & Cerenius, 1998). La activación de la profenoloxidasa inicia con proteínas de 

reconocimiento (βGRP, LGRP y PGRP por sus siglas en inglés) que se unen a componentes 

presentes en la pared celular de los patógenos (β-1,3-Glucanos, Lipopolisacáridos y 

Peptidoglicanos). Esta interacción activa mecanismos de señalización que involucran serin-

proteasas, éstas son hidrolasas con un aminoácido de serina en su centro activo. Las hidrolasas 

incluyen la tripsina, quimiotripsina y subtilisina. Generalmente se usa quimiotripsina como 

activador de la proPO, éste activador es útil para cuantificar la PO en la hemolinfa y la PO total en 

todo el insecto (Córdoba-Aguilar et al., 2011; Gillespie et al., 2000a; González-Santoyo y 

Córdoba-Aguilar, 2012). 

Algunos autores refieren a la proPO como “PO total”, es decir la PO activa más proPO inactiva, 

medir la proPO es un indicador de cuanta proenzima estaba produciendo el insecto hospedero al 

momento de la infección (Cornet et al., 2013), y al igual que las observaciones con la PO se 

encontró una disminución importante, a partir del día dos posterior a la infección, en comparación 

con el grupo testigo. 

Desde el punto de vista biológico, la PO mide la cantidad de enzima activada naturalmente, 

mientras que la “PO total” o proPO mide la inversión global en la defensa inmune del 

insecto(Cornet et al., 2013). 

La melanización es un mecanismo de encapsulación en insectos contra patógenos altamente 

eficiente, para lo cual se necesita de la activación de la profenoloxidasa (proPO) para convertirse en 

fenoloxidasa (PO). Por lo tanto la modulación de la respuesta inmune por parte de los hongos 

entomopatógenos, puede involucrar la unión de moléculas presentes en la pared celular como β-1,3- 

Glucanos y así evitar la activación de la cascada fenoloxidasa (Soderhall y Cerenius, 1998). 

 
4.3 Respuesta inmune en triatominos ante patógenos 

 

Los insectos como los triatominos están expuestos a ataques por diferentes patógenos y parásitos, 

estos en respuesta han desarrollado y evolucionado diferentes sistemas de defensa, anteriormente se 

ha mencionado como primer barrera la cutícula exoesquelética, el epitelio intestinal y glándulas 

accesorias reproductivas; todos estos componentes pueden secretar lisozimas y compuestos 

citotóxicos para ayudar a eliminar al patógeno (Azambuja et al., 1999). 
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La entrada de los diferentes patógenos en el triatomino, genera diferentes mecanismos de respuesta 

inmune, incluso ante la entrada de microorganismos sub-patógenos como Trypanosoma cruzi y T. 

rangeli. 

Previamente se ha señalado el efecto de hongos entomopatógenos y su capacidad para afectar la 

sobrevivencia y actividad de dos enzimas importantes en la respuesta inmune: PO y proPO. 

Sin embargo, pocos estudios han señalado la importancia de el efecto de diferentes patógenos en la 

respuesta inmune de triatominos (Flores-Villegas et al., 2015), alrededor de 130 especies de 

triatominos han sido descritas, sin embargo, solamente 10 especies de estas se  han estudiado, en 

contraste con otros vectores como los mosquitos (Blandford et al., 2005), cuyas interacciones con 

diferentes especies de patógenos son mejor conocidas. 

Por otra parte los estudios de la interacción entre triatominos y T. cruzi, generalmente se han 

centrado en la descripción del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en estos (Kollien & Schaub, 

2000). Existe muy poca información sobre los efectos de la respuesta del sistema inmune de 

triatominos (Mello et al., 1995; Azambuja et al., 1999; Gomes et al., 2003; Whitten et al., 2007; 

Espinosa de Aquino, 2012), mecanismos de modulación de T. cruzi en el triatomino (Castro et al., 

2012; Favila-Ruiz, 2016) y respuesta inmune asociada a factores bióticos como la altitud (De 

Fuentes-Vicente et al., 2016). En el caso de hongos entomopatógenos, muchas especies han sido 

descritas como patógenos en triatominos (Luz et al., 1998a; Lara Da costa et al., 2003; Luz et al., 

2004), sin embargo, su papel a nivel de respuesta inmune es desconocida, a excepción del presente 

trabajo por Flores-Villegas et al., 2016. 

Para el entendimiento de la respuesta inmune en triatominos se puede tomar como base estudios 

previamente realizados en otros insectos (como aquellos de importancia agrícola Shah & Pell, 

2003). 

Un estudio importante fue realizado por Ribeiro et al., 2014, el cuál identificó el transcriptoma del 

tracto intestinal de R. prolixus, encontrando datos la expresión de genes relacionados a la vía de 

señalización Toll que codifican para lisozimas y lectinas. Dichos resultados contrastan a lo 

registrado en otros órdenes de insectos como Dipteros, lo cuál habla de que esta vía de señalización 

es más usada en R. prolixus, en comparación con vías de señalización como IMD y STAT, al 

respecto, hace falta indagar más sobre estas vías y su papel en la respuesta inmune. 

El principal objetivo de explorar la respuesta inmune en triatominos ante diferentes patógenos, es 

proponer nuevas estrategias de control utilizando bacterias como: Rhodococcus rhodnii (Dotson et 

al., 2003; Kollien et al., 2003) y Serratia marcescens (Azambuja et al., 2004; Gourbiére et al., 

2012), el triatoma virus TrV (Muscio et al., 1987) y otras especies de hongos simbiontes (Moraes et 

al., 2000), que regulen el establecimiento de T. cruzi y reforzamiento de la respuesta inmune en 

triatominos, la cuál consiste en péptidos antimicrobianos como cecropinas (Beard et al., 2001), 

defensinas, lisozimas y las recientemente descritas prolixicinas (Mello et al., 1995; Gomes et al., 
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1999; Ursic-Bedoya et al., 2011; Waniek et al., 2011), además de la generación de radicales libres 

(Whitten et al., 2001) y lectinas (Azambuja et al., 1999), las cuáles se encuentran principalmente en 

el tracto digestivo, sitio de desarrollo del parásito T. cruzi. 

Finalmente y para propósito de control biológico, se podrían explorar otras estrategias utilizando 

nuevos patógenos, y gracias a que se conoce actualmente el genoma de T. cruzi, establecer 

asociaciones entre triatominos y tripanosomas, la identificación de genes en triatominos que sean 

activados durante la infección por T. cruzi y la identificación de cambios en las glicoproteínas en el 

tracto intestinal de triatominos (Gutiérrez-Cabrera et al., 2014; Rivas-Medina, 2014), sitio de 

adhesión y desarrollo del parásito, y que contribuyan a crear estrategias dirigidas a evitar la 

colonización por el parásito. 

Como se mencionó anteriormente quizá sea necesario la integración de estrategias de control 

basadas en multipatógenos como las utilizadas por Bedding & Molyneux, 1982, utilizando 

nematodos y hongos, o el uso de elementos tóxicos, como lo cita Fieck et al., 2010, cuando 

combina diferentes péptidos antimicrobianos como las cecropinas. 
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Capítulo 5. Conclusiones generales 
 

Dado que el principal método de control en triatominos es el uso de insecticidas, se presentó el uso 

de hongos entomopatógenos como una alternativa de control biológico. Nuestros resultados in vitro 

parecen ser promisorios, sin embargo, faltaría su implementación en campo. 

El efecto de los hongos entomopatógenos en M. pallidipennis varió de acuerdo al estado 

ontogenético utilizado, por lo cuál sería apropiado probar otros estadios. 

Por otra parte, quizá sea necesario el uso de más de una estrategia para el control de triatominos, es 

decir, utilizando otros patógenos como bacterias, por ejemplo, Serratia marcescens, Triatoma virus 

o incluso otros hongos entomopatógenos. 

Finalmente nuestros resultados, muestran que M. anisopliae (EH-473/4): 

1) es capaz de penetrar la cutícula del insecto y llegar a la hemolinfa del vector 

2) modular la infección en su hospedero, a través de una baja en la activación de la enzima PO y su 

precursor, afectando de esta forma la sobrevivencia del hospedero. 
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