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INTRODUCCION

Los insecticidas de contacto, sean quimicos, fisicos o biologicos,
encuentran en la cuticula del insecto hospedador la primera barrera a la
penetracion. La misma esta formada por varias capas, de afuera hacia adentro: la
epicuticula, la procuticula y la epidermis. La epicuticula es muy fina (0,1-3 pm)
y esta constituida por varias laminas, cada una de las cuales posee diferente
estructura y propiedades quimicas (Juarez & Calderén Fernandez 2007). Si bien
los componentes mayoritarios de la cuticula son proteinas y quitina (constituida
por cadenas organizadas de N-glucosamina), la superficie mas externa de la
epicuticula estd compuesta de una mezcla compleja de lipidos no polares.
Predominan hidrocarburos alifaticos (HC) lineales y ramificados de muy largas
cadenas (entre 20 y 40 atomos de carbono), alcoholes grasos, ceras, glicéridos y
acidos grasos libres de variadas estructuras (Blomquist ef al. 1987). Su principal
funcién es restringir la pérdida de agua, controlar la absorcidon de sustancias
quimicas, la actividad de microorganismos y actuar en procesos de comunicacion
quimica inter o intra especies (Juarez 1994; Blomquist 2003). Dada la carencia
de grupos reactivos y la alta estabilidad de los HC de insecto, se les atribuye un
rol fundamental dentro de las propiedades de barrera de la cuticula antes
mencionadas.

Los HC son los constituyentes epicuticulares mas ampliamente estudiados,
se encuentran en todos los érdenes de insectos y en muchos casos es la fraccion
lipidica mayoritaria. Los n-alcanos se encuentran en casi la totalidad de los mas
de 100 6rdenes analizados (Blomquist & Bagnéres 2010), representando mas del
90% en algunos coledpteros (Baker ef al. 1979; Lockey 1985). La longitud de
cadena oscila entre 21 y 35 atomos de carbono, predominando las cadenas
impares. Los n-alquenos predominan fundamentalmente en los ordenes
Coleoptera, Diptera e Hymenoptera, se encuentran como mezclas de isémeros y
la posicion del doble enlace es variable (de Renobales et al. 1991; Buckner et al.
2009; Martin & Drifjhout 2009; Villaverde et al. 2009) asi como en termitas
(Haverty et al. 1988; Kaib et al. 2004). La presencia de HC poliinsaturados ha
sido escasamente reportada, aunque son componentes mayoritarios en algunos
insectos, entre ellos el gorgojo del arroz Sitophilus sp. y larvas de Diatraea
saccharalis, el lepidoptero barrenador de la cafia de azucar (Girotti et al. 2012)
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con predominio de tri y di alquenos de muy largas cadenas. Los HC metil
ramificados son caracteristicos de insectos, siendo los mono y dimetil
ramificados los mas abundantes; mientras que los tri y tetrametil derivados se
encuentran en cantidades importantes en la mosca tsetse y en algunos triatominos
(Nelson & Carlson 1986; Juarez & Blomquist 1993; Juarez et al. 2001; Juarez &
Calderdon Fernandez 2007; Calderon Fernandez et al. 2012).

Interaccion entre la cuticula de insectos y los hongos entomopatégenos

Por lo antes expuesto, la cuticula juega un papel protector fundamental ante
la presencia de insecticidas de contacto. Mas aun, la alteracion o eliminacion de sus
componentes lipidicos hace a los insectos mas susceptibles al ataque quimico
(Juarez 1994). Esta capa lipidica también es clave en la etapa inicial de la infeccion
con hongos entomopatogenos, especialmente en la adhesion de los conidios a la
epicuticula, y seria un factor de gran importancia en el éxito de la infeccion fungica.
La composicion de los HC epicuticulares de insectos susceptibles a hongos
entomopatogenos se ajusta a la descripta previamente, con predominio de cadenas
saturadas lineales y ramificadas (Pedrini et al. 2007). Contrariamente, una baja
susceptibilidad fungica coincide con la presencia de hidrocarburos insaturados en
Sitophilus oryzae o lipidos de corta cadena en el hemiptero Nezara viridula o los
afidos. En el articulo de revision de Pedrini et al. (2007) se resume la relacion entre
de los HC mayoritarios de algunos insectos y su susceptibilidad a los hongos
entomopatdgenos.

Aunque sin la funcion estructural antes mencionada, los lipidos
constituyentes de las secreciones volatiles de algunos insectos, como es el caso de
Tribolium castaneum o la cucaracha Blatella germanica, le otorgan a los mismos un
papel protector a la infeccion fingica. En el caso particular de los tenebridnidos 7.
castaneum (Villaverde et al. 2007) y Ulomoides dermestoides (Villaverde et al.
2009), las metil- y etil-1,4-benzoquinonas (BQ), asi como su carrier 1-pentadeceno
(C15:1), son compuestos liberados por ejemplares adultos como secreciones
volatiles que causan un efecto irritante y repelente a sus predadores. No se han
detectado hasta el momento cepas de hongos entomopatégenos efectivas contra
adultos de T. castaneum, los indices de mortalidad son menores al 10% cuando se
utilizan formulados comerciales a las dosis usualmente utiles para la mayoria de los
insectos susceptibles (Akbar et al. 2004). Sin embargo, los mismos autores reportan
50% de mortalidad en larvas de T. castaneum tratadas en similares condiciones
(Akbar et al. 2004).

Mejoramiento de micoinsecticidas
1) Hongos adaptados a crecer en hidrocarburos de insecto
Estudios previos en este laboratorio aportaron las primeras evidencias
sobre la capacidad los hongos entomopatogenos para degradar los HC
epicuticulares de su insecto hospedador (Napolitano & Juarez 1997). Los hongos
adaptados a crecer en alcanos de muy larga cadena tienen una mayor capacidad
de incorporar y metabolizar HC, en comparacion con hongos crecidos en glucosa
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(Crespo et al. 2000; Juarez et al. 2000, 2004), ademas de presentar una diferente
composicion de lipidos totales, acidos grasos, HC y compuestos organicos
volatiles (Crespo et al. 2000, 2002, 2008). La oxidacion del alcano hasta acido
graso comienza en los microsomas, siguiendo luego con la B-oxidacion mediante
la induccion de varias enzimas peroxisomales como acil CoA oxidasas y
catalasas (Alconada & Juarez 2006; Pedrini et al. 2006). Respecto al inicio de la
via, se han identificado 8 genes de citocromo P450 monooxigenasas (CYP)
microsomales que se inducen fuertemente en presencia de HC de diferente
longitud de cadena y de lipidos cuticulares de insecto (Pedrini et al. 2010a). La
obtencion de cepas mutantes mediante knockout dirigido de cada uno de estos
genes establecio que uno de ellos (CYP52X1) juega un rol predominante en este
proceso, mostrando un fenotipo con alteraciones en el crecimiento en lipidos de
insecto y una menor virulencia (Zhang et al. 2012). Los demas mutantes no
produjeron las alteraciones mencionadas, sugiriendo que el solapamiento de
sustratos de cada uno de estos genes permitiria compensar la ausencia de un gen
en particular (Pedrini et al. 2013).

Un aspecto muy interesante desde el punto de vista del control microbiano
es que los hongos adaptados a crecer en HC de insecto como unica fuente de
carbono y energia mostraron una capacidad insecticida aumentada respecto a los
crecidos en medios conteniendo glucosa u otros medios ricos. En el caso de
insectos plaga de granos almacenados, se obtuvo un aumento significativo en el
porcentaje de mortalidad, con independencia de la cepa usada y el HC adicionado
al medio de cultivo. En Acanthoscelides obtectus, se obtuvo un mayor porcentaje
de mortalidad empleando hongos crecidos en octacosano (67 + 3%) respecto a
los controles crecidos en glucosa (43 + 3%) a los siete dias postratamiento,
llegando al 100% a los 14 dias en hongos adaptados. Similares resultados se
consiguieron sobre Rhyzopertha dominica, determinandose un mayor porcentaje
de mortalidad para los hongos adaptados (90 + 12%) respecto a los controles (42
+ 7%) (Pedrini et al. 2011). En el caso de Triatoma infestans, el principal vector
de la enfermedad de Chagas en Argentina, la virulencia de B. bassiana crecida en
octacosano se vid incrementada respecto a los controles. Empleando una dosis de
1 x 10" con/ml la mortalidad se incrementé desde 47 = 16% (control) hasta 71 =+
16% (adaptado), mientras que a dosis mayores (por ¢j., 1 x 10° con/ml) la
mortalidad alcanzo el 100% en ambos casos, aunque los hongos adaptados
disminuyeron significativamente el tiempo letal medio desde 6,3 dias (control) a
5,3 dias (adaptado) (Pedrini ef al. 2009).

2) Hongos que sobreexpresen genes especificos
La eficiencia de los micoinsecticidas también puede ser mejorada por
modificacion genética, asi como por una optimizacién de la formulacion.
Actualmente se dispone de multiples herramientas para el mejoramiento genético
de cepas, varios métodos de transformacion fueron utilizados para la insercion de
genes homologos o heterdlogos en hongos utilizados en control bioldgico
(Valadares-Inglis & Inglis 1997; Inglis et al. 2000; Fang et al. 2004; Jin et al.
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2008; Fan et al. 2012). La adicién y expresion de genes insecticidas en B.
bassiana y Metarhizium anisopliae ha sido exitosamente utilizada en el
mejoramiento genético de cepas que sobreexpresan proteasas y quitinasas que
degradan la cuticula de sus insectos hospedadores, resultando en una disminucion
en el tiempo de mortalidad (St. Leger ef al. 1996; Hu & St. Leger 2002; Fang et
al. 2005, 2009).

En nuestro laboratorio estamos trabajando en el mejoramiento de una
cepa de B. bassiana mediante la sobreexpresion de un gen codificante para 1,4
benzoquinona reductasa, que seria un factor de virulencia especifico contra
tenebrionidos secretores de benzoquinonas. Hemos demostrado que estos
compuestos inhiben el crecimiento fiingico por lo que serian los responsables de
la escasa susceptibilidad de estos coledpteros a los hongos entomopatdgenos.
Ademas, si bien las mortalidades de adultos de 7. castaneum y U. dermestoides
son bajas, la secrecion de estos compuestos se encuentra significativamente
disminuida en hongos infectados (Pedrini et al. 2010b). Mediante knockout
especifico de este gen comprobamos su funcion en la degradacion de
benzoquinonas, obteniendo un fenotipo alterado tanto en la tolerancia a la BQ
como a la virulencia frente a 7. castaneum. Ademas, la sobreexpresion del
mismo por la insercion de copias adicionales de este gen produce un fenotipo que
en resultados preliminares duplica el porcentaje de mortalidad de adultos de T.
castaneum, mientras que no altera la mortalidad de otros coledpteros plaga de
granos almacenados (Pedrini, datos no publicados).

Micoinsecticidas para el control de insectos vectores de importancia médico-
sanitaria

A pesar del avanzado grado de desarrollo a nivel internacional de
productos basados en hongos entomopatégenos, incluyendo tanto el aislamiento
de cepas nativas con gran potencial de aplicacion, como variadas metodologias
de formulacion y aplicacion, en la Argentina todavia estamos lejos de contar con
productos comerciales para ser usados en programas de control microbiano tanto
en el sector del agro como sanitario. En referencia a este Gltimo, en nuestro
laboratorio hemos desarrollado una trampa de atraccion/infeccion para el control
del vector de la enfermedad de Chagas, la misma contiene conidios de B.
bassiana y feromonas de agregacion de T. infestans, (Juarez et al. 2008, 2010).
Tanto la eficiencia de la trampa como la metodologia de aplicacién fueron
exitosamente probados en ensayos de laboratorio, semicampo (Servicio Nacional
de Chagas, Cordoba) y en viviendas ubicadas en zonas con alta infestacion de
poblaciones de vinchucas resistentes a insecticidas piretroides (Provincia de Salta
en Argentina y Departamento de Tarija en Bolivia). En promedio se logré mas de
un 50% de mortalidad luego de un mes de aplicacion de la trampa (Pedrini et al.
2009), demostrando también que la diseminacion horizontal del hongo es un
proceso importante en la mortalidad debido a los habitos gregarios de estos
insectos (Forlani et al. 2011).
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Pese a los buenos resultados obtenidos, no existe interés de las
autoridades sanitarias en su validacion a nivel nacional. Se discutiran las
posibilidades de desarrollar métodos de control integrado de los insectos vectores
de la enfermedad de Chagas.
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