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INTRODUCCION

Aspectos generales de los hongos

Los hongos pueden definirse como organismos eucarioticos, aclorofilos, con nutricion
heterdfila y/o absortiva, sapréfitos, parasitos o simbiontes y de distribucién cosmopolita.
Son organismos provistos de pared celular de quitina y/o celulosa, en la fase de
reproduccion. El cuerpo fungico se denomina talo o micelio, no presenta diferenciacion
de verdaderos tejidos ni érganos y es generalmente inmévil. De acuerdo a su funcion,
el micelio puede ser vegetativo o de fructificacion. En la fase vegetativa, primera fase
de desarrollo, crece en forma de estructuras filamentosas llamadas hifas, células
levaduriformes u otras unidades vegetativas. Este micelio vegetativo cumple con las
funciones de nutricion, sostén, propagacion y resistencia. En una segunda fase de
desarrollo se origina el micelio de fructificacion a partir del micelio vegetativo. La
funcidon de este micelio es generar hifas fértiles que producen células que intervienen
en la reproduccion sexual, asexual o parasexual del hongo (Alexopoulos C.J. & Mims
C.W.,1985).

Los conidios (esporas) son células que interviene en la reproduccion asexual y son
generados por hifas especializadas denominadas conidiéforos. Tienen un nivel
metabdlico bajo y se producen como respuesta primaria al deterioro fisico y quimico
del ambiente. Presentan una pared celular cuya composicion fisico-quimica particular
proporciona al protoplasma proteccién contra varios factores de stress ambiental como
la radiacion ultravioleta, desecacion, lisis enzimatica y compuestos tdxicos. La pared
celular se compone principalmente de quitina, glucanos, proteinas y glicoproteinas
(manoproteinas, galactomanoproteinas y xylomanoproteinas) (Alexopoulos C.J. &
Mims C.W.,1985).

Los blastosporos, también son células que intervienen en la reproduccion asexual.
Presentan una composicién similar a los conidios que se desarrollan en medios
sumergidos (medios de cultivo liquido o hemocele de insectos), pero son de mayor

tamano que los conidios, de pared celular mas delgada y con menor resistencia y
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viabilidad que los conidios (Taborsky, 1992).

Los hongos entomopatégenos

Generalidades

Los hongos entomopatdgenos son importantes reguladores naturales de las
poblaciones de insectos. Debido a la gran biodiversidad de especies y variedad de
metabolitos secundarios toxicos que producen presentan un potencial importante
como agentes micoinsecticida contra insectos plagas de la agricultura y vectores de
enfermedades (Butt & Goettel, 2000; Inglis et al., 2001).

Estos hongos infectan a sus insectos huésped penetrando a través de la cuticula, para
luego acceder a la hemolinfa, producir toxinas, y crecer mediante la utilizacion de
nutrientes presentes en el hemocele (Hajek & St. Leger, 1994). Distintas especies de
hongos y aun distintas cepas de una misma especie pueden ser mas 0 menos
virulentas para un huésped determinado (Roberts, 1989).

Se han descrito aproximadamente 750 especies de hongos entomopatégenos,
incluidas en mas de 100 géneros diferentes (Roberts, 1989; Alves, 1986; Samson et
al., 1993; Tanada & Kaya, 1993; Hajek, 1997; Latge et al., 1988)

Como herramientas de control, los hongos entomopatégenos se usan en forma de
conidios que esporula después de la aplicacion (Howard y Miller, 1996; Bidochka &

Small, 2005; Furlong & Pell, 2005; Roy et al., 2006).

Mecanismos de accién

A diferencia de los virus y bacterias entomopatégenas que ingresan a su huésped
generalmente por via digestiva, los hongos entomopatégenos actuan principalmente
como insecticidas de contacto y deben atravesar la cuticula del insecto huésped para
lograr una colonizacion exitosa. En este caso, la cuticula provee un sustrato de
adhesion y de nutricion, asi como las sefiales quimicas necesarias para la germinacion

del hongo y su posterior invasién al insecto blanco (Boucias & Pendland, 1991a,

Pagina

3



INTRODUCCION

1991b; Hajek & St. Leger, 1994).

El ciclo de vida de los hongos entomopatégenos en un insecto huésped puede
dividirse en las siguientes 7 etapas (basado en Roberts &Humber, 1981 y Fargues,
1984) (figura I):

1- Adsorcién de los propagulos fangicos a la superficie cuticular.

Las condiciones ambientales favorables de temperatura y humedad, conjuntamente
con una compatibilidad del conidio con la cuticula del insecto, pueden desencadenar la
activacion de los mismos y el desarrollo de la enfermedad. Los conidios constituyen el
estado infectivo del hongo por ser las primeras estructuras fungicas que entran en
contacto con el insecto huésped. Pueden ser estructuras hidrofdbicas o hidrofilicas,

| | ?;.Conidios

1y 7
e DISPERSION DE
CONIDIOS

= ADSORCION =i ADHESION =—————————3~ GERMINACION

ESPORULACION
CUTICULA

INTERIOR - ‘
DEL _ === O
INSECTO s I ey
Sis.Nerv. . Musculos < Ap. digestivo :
CRECIMIENTO DE HIFAS . - PENETRACIIN
HACIA EL EXTERIOR %;’. y » (( eh,
e f@ 7 : :
TRrat st Tl
Triqueas Mi Cuerpo graso
MUERTE DEL INSECTO CRECIMIENTO
E — E -~
COLONIZACION PRODUCCION DE TOXINAS

Figura I. Esquema del ciclo de vida de un hongo entomopatdégeno y su relaciéon con el huésped.

Modificado de Crespo, 2006.

de acuerdo a la composicion fisicoquimica de las proteinas de su capa mas externa.
Las hidrofobinas constituyen un grupo de estas proteinas, que incrementan la
resistencia de los conidios a la desecacion, e intervienen en los procesos de adhesion
de las estructuras fungicas a las superficies hidrofébicas (Wdsten, 2001; Boucias &
Pendland, 1991a, 1991b; Bidochka et al., 1995; Paris et al., 2003). La interaccion
inicial del conidio con la cuticula del insecto es un proceso pasivo que se produce por

interacciones inespecificas de caracter fisicoquimico, como son las interacciones
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hidrofébicas, fuerzas electrostaticas, puentes de hidrégeno, etc. (Boucias & Latgé,

1988).

2- Adhesion o consolidacion de la interface entre propagulos pregerminantes y la
epicuticula

Esta etapa implica la formacion de envolturas o matrices de sustancias adhesivas
mucilaginosas e hidrofobicas secretadas por el hongo cuya composicién no se conoce
con exactitud, aunque se sugieren estructuras glucoproteicas y/o polisacaridos
(Boucias & Pendland, 1991a, 1991b). También se pueden originar formacién de
microextensiones en las células fungicas y modificaciones en la cuticula del huésped,
producidas por el microorganismo. Las modificaciones mas frecuentes implican la
predigestiéon de la epicuticula por diversas enzimas entre las que se encuentran
algunas como lipasas, N-acetilglucosaminidasa, proteasas y esterasas. Estas enzimas
se localizan en granulos en el extremo apical de los conidios previo a la formacion del
apresorio (Fargues, 1984). La adhesion es un proceso activo que requiere un estimulo

especifico del huésped (Fargues, 1984; Nielsen et al., 2000)

3- Germinacion del hongo y crecimiento en la superficie cuticular del insecto

Cuando las condiciones de temperatura y humedad son apropiadas se produce un
incremento del tamafo de los conidios con la aparicién de una o varias evaginaciones
que se prolongan generando estructuras hifales denominadas tubos germinales o
germinativos, a partir de los cuales pueden originarse, a su vez, hifas laterales cortas y
especializadas, como o6rganos de fijacion que se denominan apresorios. Estas
estructuras proporcionan al hongo una sujecion mecanica frente a fuerzas opuestas
generadas por las condiciones ambientales adversas, favoreciendo el inicio de la
penetracion (Boucias & Pendland, 1982; Roberts & Humber, 1981; Wraight et al.,
1998). Generalmente la formacidén del apresorio ocurre conjuntamente con la

secrecion de sustancias viscosas mucilaginosas (Bidochka et al., 1997). La
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germinacion y el crecimiento del hongo son etapas que generan estructuras de rapido
desarrollo y gran colonizacion, pero muy vulnerables a los distintos factores de stress
ambiental (Roberts & Humber, 1981). La disponibilidad de nutrientes en la cuticula del
insecto, es uno de los factores principales que condiciona el proceso de germinacion
(St. Leger et al.,, 1988; Lecuona et al., 1997; Szafranek et al., 2001). Los hongos
requieren de una fuente de carbono exdégena como glucosa, N-acetilglucosamina,
glucosamina, quitina, almidén y/o lipidos, y poseen diversas enzimas hidroliticas
(quitinasas, proteasas, lipasas y esterasas, entre otras) capaces de degradar estos
compuestos (St. Leger et al., 1986a, 1986b; St. Leger et al., 1991; St. Leger et
al.,1996) Los componentes estructurales y quimicos (antimicrobianos) de la cuticula
del huésped, pueden favorecer o inhibir la germinacién del microorganismo (Fargues,

1984; Boucias & Pendland, 1991a, 1991b; Sosa-Gémez et al., 1997) (figura Il).

germinacidn de esporas

detoxificacion

N CYP pasn;‘ de compuestos

e Y | antimicrobianos
A J\
\\ | asimilacion
secrecion \:l, de nutrientes
hidrolazas

acidos organicos
metabolitos secundarios

.A.F"‘-.
|

Defensas cuticulares estructurales Aptirmicrobianos
Quitina, proteinas, melanizadon, Petidos antimicrobianos, alcaloides,
lipidos toxicos terpenos, gquinonas, inhibidores de
quitinasas

Figura Il. Esquema general de la interaccién entre los hongos entomopatdgenos y la cuticula del insecto

(Modificado de Ortiz-Urquiza, A. & Keyhani, N.O., 2013).

Ademas, la propia cuticula del insecto es una estructura altamente heterogénea que
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puede variar en gran medida en la composicion, incluso durante las diversas etapas de
la vida en un insecto particular (Anderson, 2005). En cuanto a la influencia de la
composicién quimica del hongo en el proceso de germinacion, al tomar contacto con
una fuente de carbono o nitrogeno, los conidios muestran valores de germinacion

mayores que los conidios hidrofilicos (Boucias & Pendland, 1991a, 1991b).

4- Penetracion del hongo en el insecto huésped

Los eventos tempranos de la infeccién fungica, previos a la penetracién, resultan
cruciales para el hongo debido a los riesgos de deshidratacién y fotodegradacion a los
que se encuentra expuesto en la superficie del insecto. Las hifas desarrolladas a partir
de los conidios comienzan el proceso de penetracion al insecto para alcanzar
prontamente una mayor proteccidn y sustrato alimenticio. La via de entrada mas
frecuente de los hongos entomopatdégenos al insecto es a través de la cuticula, en
zonas donde el integumento ofrece menor resistencia (regiones intersegmentarias,
bases de los pelos y setas) (Boucias y Latgé, 1988; Sosa Gomez et al., 1997).
Eventualmente los hongos pueden ingresar a través de orificios naturales, como
cavidad bucal, espiraculos, orificio anal o sifonal o bien heridas vy sitios de ruptura de la
cuticula (Tanada y Kaya, 1993).

El mecanismo de penetracion del hongo es generalmente una combinacion de
procesos fisicos (presion mecanica del tubo germinal) y quimicos (secrecion de
enzimas liticas) (St. Leger et al., 1986a; St. Leger et al., 1986b; St. Leger et al., 1991).
Asimismo, las propiedades particulares de la cuticula del huésped, principalmente su
espesor, grado de esclerotizacidbn y presencia de sustancias antifungicas y/o
disponibilidad de nutrientes, son factores importantes que pueden determinar la
penetraciéon del hongo (Charnley, 1984).

En insectos con cuticulas de poco espesor y escasamente esclerotizado, el tubo
germinal penetra sin alterar su morfologia, mientras que en cuticulas esclerotizadas

resistentes a la degradacién, los tubos germinales forman estructuras mas complejas,
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como apresorios y haustorio, que secretan sustancias mucoides adherentes y enzimas
liticas (McCauley et al., 1968, Goettel et al., 1989, St. Leger et al., 1991, Tanada y

Kaya, 1993).

5-Crecimiento del hongo en el hemocele

En el interior del insecto, los hongos se desarrollan generalmente como células de tipo
levaduriforme, los blastosporos, que se multiplican rapidamente por gemacion,
desarrollando protoplastos y estructuras ameboideas sin pared celular (Roberts &
Humber, 1981). La ausencia de pared celular seria una estrategia adaptativa del
hongo para evadir los mecanismos de defensa del insecto infectado. Se ha reportado
que los hongos que carecen o enmascaran los componentes antigénicos propios de la
pared celular no desencadenan una reaccion inmunitaria en el huésped (Wang y St.
Leger, 2006).

6- Produccion de toxinas fungicas

Las toxinas (tabla 1.1.) cumplen un rol importante en el modo de accion de los hongos
entomopatdégenos. Si bien estos compuestos no serian los responsables directos de la
muerte del insecto, ésta ocurre mas rapidamente cuando el hongo infectante produce
grandes cantidades de toxinas. En estos casos, la toxemia conjuntamente con la
deficiencia nutricional del insecto y con la destruccion de sus tejidos por la invasion y
crecimiento del hongo en su interior, desencadenarian la muerte del mismo (Alves.
1986). Este multiple mecanismo de accion podria sugerir la ausencia de resistencia
por parte de los insectos a los hongos entomopatégenos (Robert & Hajek 1992; Robert

& Leger, 2004; Quesada-Moraga & Vey, 2004)

7- Muerte del insecto, produccion y dispersion de conidios
El desarrollo de las hifas en el interior del insecto es muy variable, ya que puede
abarcar unicamente las zonas préximas al sitio de penetracion o bien puede invadir

completamente a su huésped. El crecimiento de las hifas comienza en el hemocele y
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continua avanzando hasta alcanzar los distintos érganos del insecto.

Tabla 1.l. Toxinas sintetizadas por distintos géneros de hongos entomopatégenos.

Especies

Nombre de la toxina Referencia

Dextrusinas Metarhizium sp Roberts et al., 1992

Beauvericina, bassianolida, Beauveria sp Quesada-Moraga &

bassianinas, tenellinas, Vey, 2004

oosporeina, beauverolides,

isarolides, bassiacridina

Ciclosporina, efrapeptinas Tolypocladium sp Hoppert et al.,, 2001;
Strasser et al., 2000

Leucinostatinas, Beauvericina  Paecilomyces sp Mikami et al., 1984,
Klaric y Pepeljnjak, 2005

Cordicepina Cordyceps sp Alves, 1986

Con la muerte del insecto termina el desarrollo parasitico del hongo y empieza su fase
saprofitica. El crecimiento del hongo en el hemocele forma masas micelianas que
producen la momificaciéon del huésped (Tanada & Kaya, 1993, Boucias & Pendland,
1998). Asimismo se produce un agotamiento de los nutrientes y por consiguiente una
situaciéon de stress alimenticio para el hongo, que sale al exterior del insecto
fundamentalmente por las regiones intersegmentales o por aberturas naturales
(espiraculos, boca y ano). Cuando las condiciones ambientales son favorables, se
produce la esporulacion del hongo sobre el cadaver, generando esporas o conidios.
Esta propiedad del hongo de generar estructuras de resistencia permite mantener una
fuente de microorganismos latentes que pueden permanecer sobre la materia organica
del suelo o sobre los cadaveres de los insectos, con capacidad de reproducirse y
renovarse de forma continua. La dispersion del patégeno puede ocurrir por varias vias:
los micelios originados en los cadaveres pueden diseminarse en el suelo, o bien los
conidios pueden ser dispersados por el viento, el agua, e infectar a otros insectos
cuando las condiciones de temperatura y humedad sean favorables. Otro mecanismo
importante de propagacion de los hongos en las poblaciones de insectos es mediante

autodiseminacion o transmision horizontal de las esporas (Furlong & Pell, 2001).
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Control biolégico mediante hongos entomopatégenos.

En la agricultura convencional, el control quimico ha sido el método mas difundido, con
las consecuencias negativas que su empleo produce sobre el hombre y el medio
ambiente. En la actualidad, la tendencia es utilizar productos quimicos mas selectivos,
menos toxicos para los humanos, aplicandolos en dosis minimas vy
complementandolos con otras estrategias de control ecolégicamente aceptables. Este
sistema alternativo al uso excluyente de pesticidas se denomina “manejo integrado de
plagas” (MIP). Entre sus tacticas se destaca el control biologico, basado en el empleo
de bioplaguicidas: productos derivados de animales, plantas y microorganismos
(entomopatdgenos) para prevenir, repeler, eliminar o reducir los dafios causados por
las plagas (Lecuona, 1996).

Numerosos hongos son enemigos naturales de insectos, representando asi un gran
potencial como biocontroladores.

Entre las principales especies de hongos entomopatdégenos utilizadas en el control
biolégico encontramos a: Beauveria bassiana, B.brongniartii, Metarhizium anisopliae,
Isaria fumosoroseus, Verticillium lecanii e Hirsutella thompsonii (Robert & Humber
1981; Robert & Hajek 1992; Butt et al., 2002; Wraight et al., 2001; Copping, 2004;
Zimmerman, 2007; Khan et al., 2012;).

Las ventajas que presentan estos microorganismos en relacién a sus aplicaciones
para el control de insectos son:

-Presentar un potencial epizoético importante, ya que pueden dispersarse rapidamente
a través de una poblacién, haciendo que ésta disminuya progresivamente en el
tiempo.

-Su uso prolongado no ha evidenciado aun, a diferencia de los insecticidas quimicos,
fendmenos de resistencia.

-Presentar grados variables de especificidad. Pueden infectar un amplio rango de

insectos o bien pueden ser especificos de un grupo restringido de especies, e incluso
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de una unica especie.

-Invadir el cuerpo de su huésped a través de su cuticula o exoesqueleto.

-No contaminar el medio ambiente, ni afectar la salud humana ni la de otros animales
superiores.

Se ha sugerido que el uso de hongos entomopatégenos o su aplicacion combinada
con insecticidas podria ser muy util para el manejo de insectos resistentes a los
insecticidas quimicos (Anderson & Robert, 1983). Dado que las plagas de artrépodos
son conocidos por desarrollar facilmente resistencia a los insecticidas quimicos, el
interés en la utilizacion de hongos entomopatégenos va en aumento en todo el mundo.
En este sentido en los ultimos afios se ha producido un gran progreso en el desarrollo
de los micoinsecticidas (Khan et al., 2012; Butt, 2002; Wraight et al., 2001; Copping,
2004; Zimmerman, 2007). Los conidios son las estructuras mas utilizadas para ser
aplicadas en programas de control con hongos entomopatdgenos (Robert, 1989;
Pereira & Roberts, 1990; Feng et al., 1994). El mayor obstaculo que presenta el uso de
estos microorganismos como biocontroladores, es su elevada susceptibilidad a los
factores ambientales como la luz UV, la temperatura y la humedad, que restringen la
supervivencia prolongada de los conidios en el medio ambiente (Braga et al., 2001;
Lord, 2001, Lord,2007; Maniania et al., 2006). Actualmente estos inconvenientes estan
siendo sorteados mediante la preparacién de formulados fungicos que garanticen la
estabilidad y viabilidad del producto (Bateman, 1998; Copping, 2004; Khan, 2012;
Zimmerman, 2007). La formulacion es el proceso por el cual el ingrediente activo
(conidios) se combina con materiales inertes tales como aceites, solventes,
emulsificantes y otros aditivos, que protegen al hongo en el momento de la aplicacion,
evitan su sedimentacion (garantizando una mezcla homogénea necesaria para una
buena aplicacion y distribucion) y ayudan a aumentar su viabilidad en el medio
ambiente. Los formulados mayormente utilizados consisten en suspensiones de

conidios en aceites de origen mineral o vegetal, o en medios acuosos con sustancias
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emulsificantes (Aud, 1991; Feng et al., 1994; Prior et al., 1995).

Los principales parametros de la virulencia de los hongos entomopatégenos sobre los
insectos huésped son: Tiempo Letal Medio (TLM) (indica el tiempo necesario para
matar el 50% de los insectos a una dosis determinada), Dosis letal 50 y Porcentaje de
mortalidad (Lecuona, 1996).

La virulencia de los hongos puede variar por crecimiento en distintos sustratos
nutritivos, presencia de otros microorganismos, factores climaticos, e incluso cuando
se realiza el pasaje sobre insectos de distinta susceptibilidad al patégeno, o cuando se
multiplican en medios de cultivo sintéticos (Lecuona, 1996).

Actualmente los hongos entomopatégenos se emplean exclusivamente como agentes
de control de insectos plaga del agro (Roberts & Hajek, 1992; Lomer, 2001; Rehner,
2005); su uso para el manejo de insectos vectores de enfermedades todavia no ha
sido autorizado en ningun pais. Respecto al control de plagas del agro su uso se ha
extendido en paises como Cuba (Fernandez-Larrea Vega, 2001; Estrada y Lépez,
1997), China (Xu, 1988) y Brasil (Alves, 1986). Asimismo en EEUU, Australia,
Inglaterra, Francia, Canada, Corea y varios paises de Africa (Proyecto LUBILOSA) se
han implementado estrategias de control de una amplia variedad de insectos mediante
distintas especies de hongos entomopatégenos, con resultados altamente
satisfactorios. En nuestro pais, hay numerosos estudios realizados con el objetivo de
utilizar micoinsecticidas como estrategia de control de insectos plagas del agro (Lépez-
Lastra, 1999; Dal Bello et al., 2001; Lopez-Lastra & Scorsetti, 2002; Toledo et al.,

2004; Lecuona & Diaz, 2005).

El hongo entomopatégenos Beauveria bassiana

Caracteristicas generales
B. bassiana (Balsamo) Vuillemin es una especie que se encuentran habitualmente en

el suelo. Posee caracteristicas especiales que le permite sobrevivir en forma
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saprofitica sobre material organico en descomposicion, o bien sobre seres vivos. Este
hongo puede ser parasito o patégenos oportunista de un amplio rango de insectos, lo
que lo convierte en una de las especies mas utilizada entre los hongos
entomopatogenos (Rehner, 2005; Zimmerman, 2007). Es facilmente cultivado en el
laboratorio debido a su desarrollo miceliano y a la la produccion de conidiéforos y de
conidios. Las condiciones favorables para la formacion de esporas son generalmente
distintas y mas restringidas que aquellas que controlan el crecimiento miceliano
(Jenkins & Goettel, 1997). Por ejemplo, la calidad y concentracion de los nutrientes
que favorecen la esporulacion son muy especificos (Taborsky, 1992).

El crecimiento del hongo es variable de acuerdo al medio de cultivo y a los nutrientes
utilizados. En medios de cultivo agarizados, B.bassiana desarrolla colonias blancas y
algodonosas en forma rampante que pueden presentar un pigmento amarillo-
anaranjado en el reverso de las colonias maduras (figura Ill). En un medio de cultivo
liquido desarrolla principalmente conglomerados hifales y blastosporos (Latgé &
Moletta, 1988). En insectos, luego del proceso de infeccién y muerte, B. bassiana
desarrolla hifas que emergen de sus huéspedes generando manojos hifales blancos,
aéreos y pulverulentos. Estas estructuras cubren completamente a sus huéspedes, a
manera de manto blanco; por lo que se denomina a la enfermedad muscardina blanca
(figura 1V).

En relacion a la morfologia de los conidios, generalmente estos son hialinos, no

pigmentados, esféricos y miden entre 1y 5 um.

Figura lll. Beauveria bassiana crecida en placa de Petri en medio de cultivo completo y

esquema del conidiéforo (modificado de Lecuona, 1996).
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Figura IV. Ninfa de quinto estadio de T infestans. Izquierda: ejemplar infectado con B. bassiana, derecha:

ejemplar sano (Modificado de Crespo, 2006).

Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Beauveria
Especie: Beauveria bassiana

Clasificacion basada en Hodge (2003).

Capacidad insecticida

B.bassiana es un enemigo natural de varias especies de artropodos (insectos y
acaros) tanto en sus estadios larvarios como en el adulto, presentando una lista
extensa de hospederos. Debido su propiedad bioinsecticida y a su facil disponibilidad y
desarrollo, B.bassiana es utilizada como micoinsecticida en distintas partes del mundo.
En 1835, el cientifico italiano Agostino Bassi de Lodi demostré que los hongos eran
causantes de enfermedades en larvas de insectos y B.bassiana (denominacién
otorgada en honor a su descubridor), fue el primer microorganismo reconocido como
agente patdgeno contagioso en animales pero no en el hombre. Actualmente existen
varias empresas comerciales que estan desarrollando formulados insecticidas con
estos microorganismos. Cabe destacar que B.bassiana no solo presenta una

considerable variacién en su rango de hospederos, sino también exhibe variaciones en
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cuanto a su virulencia y patogenicidad (Lecuona et al., 2001).

Se ha sugerido que la virulencia de los micoinsecticidas podria ser mejorada mediante
la sobreexpresion de enzimas fungicas involucradas en la degradacion de la cuticula
dado que es el primer sitio de contacto con el hongo (St. Legar, 1986a, 1989b). En los
ultimos anos se han obtenido cepas recombinantes de hongos entomopatégenos con
una alta estabilidad genética logrando reducir el tiempo letal medio y/o aumentar el
porcentaje de mortalidad de sus insectos blanco (St. Leger et al., 1996b; Valadares &

Inglis 1997; Inglis et al., 2000; Hu & St. Leger, 2002; Fang et al., 2005).

Por otro lado, se debe considerar que la virulencia esta relacionada con la rapidez en
la germinacion y el crecimiento sobre la cuticula de sus insectos hospedadores (Altre
et al., 1999). Los eventos tempranos en el proceso de germinacion fungica requieren
de una fuente de carbono exdgena (Smith & Grula, 1981; Roberts, 1989).

Estudios realizados por nuestro grupo de investigaciéon, empleando hidrocarburos de
larga cadena (analogos a los encontrados en cuticula de insecto) como unica fuente
de carbono, determinaron que el porcentaje de germinaciéon de esporas de B.bassiana
aumentd 4 veces respecto a los controles (Crespo, 2006), sugiriendo que los
hidrocarburos pueden disparar el proceso germinativo ademas de servir como sustrato
catabdlico. Asimismo fue observado que la virulencia puede ser aumentada mediante
el cultivo de los hongos en medios conteniendo estos sustratos como unica fuente de
carbono. En este laboratorio se demostré un aumento significativo en el porcentaje de
mortalidad en insectos plagas de granos almacenados empleando hongos crecidos en
estos medios (Crespo et al., 2002; Pedrini et al., 2011). Resultados similares fueron
obtenidos empleando insectos vectores de la enfermedad del Chagas (Pedrini et al.,

2009).
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Insectos vectores de la enfermedad del Chagas

Aspectos generales de la enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana, es una infeccién parasitaria
causada por el protozoo flagelado Tripanosoma cruzi (Protozoa: Kinetoplastida) y
transmitida al hombre principalmente mediante las deyecciones de los insectos
hematofagos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae).

El ciclo de transmision se inicia cuando estos insectos incorporan el parasito en su
tracto digestivo al tomar sangre de un organismo infectado; luego al tomar sangre de
un segundo huésped, eventualmente defecan sobre la piel y/o membranas mucosas
del mismo, desde donde el parasito penetra al torrente sanguineo iniciando la
infeccion. Las transfusiones sanguineas, la via transplacentaria y la ingestion
constituyen otras formas de transmision de menor incidencia. En términos de salud
publica e impacto econdmico, la Enfermedad de Chagas constituye la enfermedad
desatendida con mayor impacto en morbilidad y mortalidad de Latinoamérica, con
unos 9,8 millones de infectados en la actualidad, cerca de 100 millones en riesgo de
infectarse y 15.000 muertes anuales (Schofield et al., 2006; Barbosa da Silva, 2007;
WHO, 2007; OMS, 2009). En la actualidad, en ausencia de una vacuna efectiva, la
prevencion de la transmisién vectorial consiste principalmente en el rociado residual de
las viviendas con insecticidas y el mejoramiento de las viviendas para evitar la

proliferacion de los insectos vectores (WHO, 2009).

Triatoma infestans

T.infestans (Subfamilia: Triatominae) (figura V) es el principal vector doméstico del
parasito T. cruzi en Sudamérica. Su ciclo de vida incluye cinco estadios ninfales y
adultos que tienen alas (figura V). Se caracteriza por su comportamiento gregario, sus
habitos nocturnos de alimentacion y su alimentacion exclusiva de sangre (Zeledén &
Rabinovich, 1981; Canale & Carcavallo, 1985; Lazzari, 1992). En Argentina es

conocida popularmente como “chinche gaucha” o vinchuca.
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Entre sus rasgos biolégicos se destacan su elevada capacidad de ayuno, la
adaptacion al ambiente domiciliario y a diferentes condiciones climaticas (Schofield,
1979); su relativamente baja tasa de crecimiento poblacional en relacion a otros
insectos vectores su gran eficiencia vectorial (Zeledon y Rabinovich, 1972, 1981;
Schofield, 1979). Su alta capacidad de dispersién, juega un papel importante en la
propagacion local del insecto vector, ya que desde unos pocos focos residuales
peridomésticos (corrales, gallineros) pueden volver a reinfectar una vivienda (Cecere
et al., 2004). La presencia de T.infestans en las viviendas humanas se halla asociada
principalmente a precarias condiciones de vivienda y determinados materiales y tipos
de construccién (i.e., “ranchos”) (Schofield, 1979; Gurtler et al., 1993; Gdrtler et al.,

1994; Gurtler et al., 1998).

Lipidos cuticulares de triatominos: Composiciéon quimica y su rol como
feromona de contacto

En los insectos, la cuticula constituye la primera barrera de proteccion contra agentes
externos (quimicos, fisicos o biolégicos). Estructuralmente la cuticula esta formada por
varias capas, que de afuera hacia adentro son: la epicuticula, la procuticula y la

epidermis (figura VI).

P

Figura V. Ciclo de vida de T.infestans (“vinchuca”).
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Figura VI. Diagrama de un corte transversal del integumento de insectos, donde se ilustran las capas

principales de la cuticula (Tomado de Juarez & Calderén Fernandez G, 2007).

La superficie cuticular esta cubierta con una capa de lipidos que forman una mezcla
compleja de hidrocarburos, ceras, acidos grasos libres, alcoholes grasos y varios
compuestos oxigenados, con cadenas carbonadas lineales y metil ramificadas de mas
de 70 atomos de carbono (Blomquist & Jackson, 1979; Lockey, 1998). Los lipidos
cuticulares tienen un rol esencial en la fisiologia y comportamiento de los insectos a lo
largo de su ciclo de vida, previniendo la pérdida de agua por evaporacién (Blomquist &
Dillwith, 1985; Blomquist et al., 1987; Buckner, 1993), actuando como feromonas
sexuales y de reconocimiento inter e intraespecifico (Steinmetz et al., 2002; Blomquist
& Vogt, 2003; Jurenka, 2004) regulando la proliferacién de microorganismos
patégenos (Crespo et al., 2002; Pedrini et al., 2007; Szafranek et al., 2001;
Gotebiowski et al., 2010) y la penetraciéon de insecticidas (Juarez, 1996; Juarez et al.,
2010).

Los aspectos bioquimicos de la cuticula de insectos, con especial énfasis en los
lipidos cuticulares de triatominos ha sido muy estudiada en nuestro laboratorio. En
estos insectos los lipidos cuticulares estan formados de manera caracteristica por
cadenas hidrocarbonadas largas de entre 18 a mas de 40 carbonos, entre los que se
encuentran hidrocarburos, alcoholes grasos libre y esterificado, triglicéridos, acidos

grasos libres, diacilgliceroles y menores cantidades de esteroles, ésteres de esteroles,
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y monoacilgliceroles entre otros (figura VII )(Juarez et al., 1984; Juarez & Brenner,
1985; Juarez et al., 1992; Juarez,1996; Juarez, 1994; Juarez & Calderén Fernandez
G., 2007). Los hidrocarburos son componentes predominantes de la cuticula en todos
los estadios, junto con los alcoholes grasos y diacilgliceroles en los adultos y los
triacilgliceroles en las ninfas, seguidos por proporciones similares de ceras y acidos
grasos libres. La composicién de estos lipidos varia cualitativamente entre las ninfas y
los adultos y también en relacion al sexo (Juarez & Blomquist, 1993; Juarez et al.,
2001; Calderon-Fernandez et al., 2011).

Por otro lado se comprobd que los triacilgliceroles, diacilgliceroles, y acidos grasos
libres de la cuticula de T.infestans muestran un patrén similar en su composicion de
acidos grasos en adultos y ninfas, predominando no sélo acidos grasos de larga
cadena (palmitico, oleico, estearico, palmitoleico, linoleico, y acidos miristico), sino
también cantidades variables de acidos grasos de cadenas muy largas como el acido

hexacosanoico (Juarez et al., 1985).

HC
W/SE

TAG

" unkoiwn

FA

SMAG

MG
Figura VII. Perfil lipidico representativo mediante HPTCL del integumento de ninfas de T. infestans 5°
estadio: HC, Hidrocarburos; W/SE, ceras/esteroles esterificados; TAG, Triglicéridos; FFA, acidos grasos

libres; FA, alcoholes grasos; S/DAG, esteroles/diglicéridos; MG; monoglicéridos.(Calderén-Fernandez et

al., 2011
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Lipidos cuticulares como feromona de contacto (agregacion)

Las feromonas son compuestos quimicos que median en la interaccion entre
organismos de una misma especie (Howse, 1998). Actian como mensajeros quimicos
y son utilizadas por los organismos para modificar distintos comportamientos, como
por ejemplo, la probabilidad de apareamiento, la busqueda de alimento, agregacién y
alarma o defensa, entre otros. La composicién quimica de las feromonas pueden
consistir de una o varias sustancias, conformando una mezcla en el que los distintos
constituyentes tienen un efecto modulatorio entre si (Blomquist & Vogt, 2003).

Los lipidos cuticulares de T.infestans estarian involucrados en el reconocimiento
intraespecifico. Estudios en este laboratorio identificaron al menos dos acidos grasos,
de la fraccion de acidos grasos libres, que podrian jugar un rol importante en las
sefales quimicas de contacto, actuando como feromonas de agregacién (que
favorecen la concentracién de insectos donde se hayan depositados) (Lorenzo et al.,
2009). No obstante, estas moléculas utilizadas individualmente no reproducen el
mismo efecto de atraccién que el extracto total de lipidos cuticulares, sugiriendo la
participaciéon de otros lipidos (Lorenzo Figueiras et al., 2009). También fueron
reportados dos alcoholes especificos en hembras que actuarian como feromona

sexual de contacto, esenciales para la copula (Cocchiararo B. et al., 2011).

Bases biogquimicas de la interaccion entre los hongos entomopatégenos y

lipidos cuticulares de triatominos.

En este laboratorio se demostré que los lipidos cuticulares y en particular los
hidrocarburos, pueden actuar como fuente de carbono primaria para el desarrollo de
las primeras etapas de crecimiento y penetracion de hongos entomopatégenos como
B.bassiana y Metarhizium anisopliae (Napolitano & Juarez 1997; Crespo et al., 2000;
Crespo et al.,, 2002; Crespo, 2006). Luego de incubar cepas de B.bassiana y M.

anisopliae en presencia de n-hexadecano (Napolitano & Juarez, 1997) o n-octacosano
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(como unica fuente de carbono) (Crespo et al., 2000) marcados radiactivamente, se
detectd la sintesis de una variedad de lipidos fungicos, los cuales incluyen
triacilglicéridos, acidos grasos libres, lipidos polares e hidrocarburos; ademas de la
liberacion de cantidades importantes de CO, y acido acético (figura VIII). Estos datos
sugirieron que la actividad oxidativa estaria incrementada en estos cultivos adaptados
a crecer en hidrocarburos. La primera oxidacion de los hidrocarburos estaria
catalizada por un sistema de citocromo P450 monoxigenasa de localizacion
microsomal. El alcohol resultante atraviesa la membrana peroxisomal y luego de
sucesivas transformaciones por la acciéon concertada de las enzimas alcohol
deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa y acil CoA sintetasa y catalasas, se
convierte en un acido graso que inicia el proceso de B-oxidacion (Tanaka & Ueda,
1993; Alconada & Juarez 2006; Pedrini et al., 2006). Eventualmente, el acido graso es
generado directamente en los microsomas y luego de atravesar la membrana
peroxisomal sigue con la via oxidativa antes mencionada (Scheller et al., 1998; Juarez
et al., 2004).

Respecto al inicio de la via degradativa, investigaciones llevadas a cabo por este
laboratorio en colaboracion con laboratorios extranjeros permitieron identificar 8 genes
de citocromo P450 monooxigenasa (CYP), los cuales se inducen fuertemente en
presencia de hidrocarburos de diferente longitud de cadena y de lipidos cuticulares de

insectos (Pedrini et al., 2010).
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Figura VIIl. Ruta metabdlica propuesta para la degradacion de hidrocarburos por B.bassiana. CAT: ciclo

del acido tricarboxilico. Esquema basado en Tanaka y Ueda, 1993.

Hongos entomopatdégenos como herramientas potenciales para el manejo

integrado de triatominos

En relacion al manejo de insectos vectores de la enfermedad del Chagas, tanto la
Organizacién Mundial de la Salud como la Organizacién Panamericana de la salud
consideran prioritarios el mejoramiento de métodos existentes (control quimico), asi
como la innovacién de nuevos métodos basados en control biolégico. En este sentido,
se ha reconocido la creciente necesidad de implementar un manejo integrado de
vectores (MIV), debido a que ello proporciona los medios para reducir la dependencia
hacia los insecticidas quimicos (OMS 2009).

Los hongos entomopatdégenos presentan un gran potencial como biocontroladores de
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insectos vectores de enfermedades. Tanto en la malaria como en otras enfermedades
tropicales transmitidas por insectos vectores, se ha demostrado la eficacia del control
vectorial con hongos entomopatégenos (Kaaya & Munyinyi, 1995; Kaaya & Hassan,
2000; Scholte et al., 2005; Kanzok & Jacobs-Lorena, 2006; Thomas & Read, 2007).
Asimismo es importante mencionar que hasta el momento no hay reportes de
resistencia de los insectos hacia estos microorganismos.

Respecto a los insectos triatominos, los estudios de susceptibilidad con los hongos
entomopatégenos comenzaron en la década del 60 (Dias, 1967). Inicialmente los
trabajos fueron realizados en la especie Rhodnius prolixus, y se basaron
principalmente en la deteccion de cepas de B. bassiana y M.anisopliae patdbgenas para
estos triatominos (Silva & Messias, 1985; Romafia & Fargues, 1987; Luz et al., 1998;
Luz et al.,, 2003). Por su parte en nuestro pais, conociendo que T.infestans es el
principal vector del Chagas, los estudios susceptibilidad sobre esta especie sugieren
que los hongos entomopatdégenos podrian ser utilizados como herramienta para el
manejo integrado de la misma (Lecuona et al., 2001; Lecuona et al., 2005; Pedrini et
al., 2009).

En base a los conocimientos adquiridos durante mas de 20 afios de investigacion, este
laboratorio ha propuesto un cambio de paradigma en el control de T.infestans,
empleando trampas de infeccion que combinan esporas del hongo B.bassiana con
atractantes especificos (Juarez et al., 2008). Es importante mencionar que este
método resultd efectivo tanto en el control de insectos susceptibles como resistentes a
los insecticidas de la familia de los piretroides (Pedrini et al., 2009). La eficiencia de la
trampa como la metodologia de aplicacion fue probada en ensayos de laboratorio,
estaciones experimentales (Servicio Nacional de Chagas, Cérdoba) y en viviendas
habitadas en zonas con alto porcentaje de infestacion de T.infestans resistentes a
insecticidas (Provincia de Salta y Departamento de Tarija en Bolivia) (Pedrini et al.,

2009). El Ministerio de Salud de la provincia de Salta participé activamente en los
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ensayos a campo Yy actualmente utiliza esta metodologia para el control de

poblaciones de vinchuca resistentes a piretroides (comunicacion personal).

Control quimico de insectos vectores de la enfermedad del Chagas

Generalidades

Como consecuencia de las acciones de control vectorial mediante el uso de
insecticidas quimicos (piretroides y organofosforados en menor medida), el area de
distribucion de T.infestans se ha reducido desde un total estimado de 6,28 millones de
km? a unos 0,93 millones de km? (Gorla, 2002; Schofield et al., 2006), y la transmision
vectorial de T.cruzi ha sido interrumpida en distintas areas de Brasil, Chile, Uruguay,
Argentina y Paraguay (Dias et al., 2002; Schofield et al., 2006). Sin embargo, en la
region del Gran Chaco (Argentina, Bolivia y Paraguay) solo se ha logrado un éxito
limitado ya que T.infestans no ha podido ser eliminado aun y la transmision doméstica
persiste aunque a menores niveles en vastas areas (Gurtler et al., 2005; Gdrtler et al.,
2007). Las posibles causas subyacentes incluyen la cobertura irregular y discontinua
de las acciones de control; la frecuente ocurrencia de estructuras peridomésticas
infestadas que albergan animales domésticos; la limitada efectividad de los
insecticidas piretroides en las estructuras peridomésticas y la emergencia de
resistencia a piretroides en el noroeste de Argentina y en Bolivia (Cecere et al., 2006;

Gurtler et al., 2004; Picollo et al., 2005; Toloza et al., 2008).

Mecanismos de resistencia a insecticidas

La resistencia se define como la habilidad adquirida por una poblacion para tolerar
dosis de insecticidas que resultarian letales a los individuos en una poblacion normal
de la misma especie (Roush & McKenzie, 1987; Perry et al., 1998). Los mecanismos
de resistencia pueden estar dados por: aumento de la actividad de enzimas

detoxificantes (citocromo p450, esterasas y glutation S-transferasas), modificaciones
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del sitio de accién del insecticida y una reducida penetracion (Hemingway & Ranson,
2000; Hardstone et al., 2009; Delorme et al., 1988).

En T.infestans, el Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas (CIPEIN), inici6
la deteccion de poblaciones resistentes al insecticida piretroide deltametrina de hace
mas de 10 afos (Zerba E., 2004). Las diferencias observadas entre insectos
resistentes y susceptibles, respecto a las actividades de las enzimas detoxificantes no
son suficientes para justificar una participacion de este mecanismo en el fenémeno de
resistencia en T.infestans (Santo Orihuela et al., 2010). Por otro lado, respecto a
modificaciones en el sitio de accion, se ha detectado la sustitucién de aminoacidos en
los canales de Sodio (sitio de accién de los insecticidas piretroides), sugiriendo la
participacién de este mecanismo en la resistencia (Fabro et al., 2012). En relacién al
mecanismo de resistencia debido a penetracion reducida, investigaciones de este
laboratorio demostraron que una disminucion en la penetracion del insecticida se
correlaciona con un aumento en el espesor de la cuticula y un mayor contenido de

hidrocarburos en insectos resistentes (figura IX) (Juarez M.P, 2010; Pedrini et al.,

2009).

Figura IX. Corte transversal (SEM) de la cuticula de T.infestans resistente (A) y susceptible (B) a
insecticidas piretroides (Pedrini et al., 2009).

Insecticidas piretroides: Deltametrina

Los insecticidas piretroides son ésteres de acidos derivados del ciclopropano.

Pertenecen a una familia de insecticidas sintéticos desarrollados a partir de la
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estructura quimica de las piretrinas naturales, las cuales son extraidas del aquenio de
la flor del piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium (Compositae)) (Head, 1973). Son
compuestos lipofilicos, con un alto punto de ebullicién y baja presion de vapor (Ruigt,
1985). Los piretroides poseen gran actividad insecticida, no obstante, a diferencia de
otros insecticidas sintéticos como los organoclorados, organofosforados y carbamatos,
se caracterizan por presentar menor toxicidad hacia el hombre, animales y el medio
ambiente en general.

Debido su estructura quimica los piretroides son degradados con facilidad por los
diferentes organismos. Las principales reacciones de degradacién son la hidrolisis del
grupo éster, oxidacién, descarboxilacion y conjugacion (Albert et al., 1990).

Se distinguen diferentes generaciones de piretroides segun sus modificaciones
quimicas en el tiempo. La primera generacion, la mayoria desarrollada principalmente
en la década de 1960, incluye bioaletrina, tetrametrina, resmetrina y biorresmetrina.
Son mas activos que el piretro natural, pero son inestables a la luz solar. La segunda
generacion (finales de la década del 70) corresponden a la permetrina, cipermetrina y
deltametrina. Son sustancialmente mas resistentes a la degradacién por la luz, lo que
los hace adecuados para su uso en la agricultura. Su accién insecticida esta
fuertemente aumentada por la adicion de un grupo ciano en el carbono del hidroxilo
alcohilo (presente solo en la deltametrina y cipermetrina).

La deltametrina (C;H19BroNO3) (figura X) es un compuesto fotoestable que esta
clasificado como moderadamente toxico por la OMS. Este piretroide es considerado un
insecticida de amplio espectro, por lo que es utilizado en todo el mundo tanto en la
agricultura como en el control de insectos vectores de enfermedades. Es efectivo
principalmente como insecticida de contacto y no tanto por ingestién. Como muchos
otros insecticidas, su principal mecanismo de accion consiste en la alteracion de la
permeabilidad de las membranas nerviosas a los atomos de sodio (Lund, 1985). Actua

a nivel de los canales de sodio dependientes de voltaje en los sistemas nerviosos
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central y periférico. Se une a los canales manteniéndolos abiertos durante mas tiempo,
prolongando ha asi el ingreso de iones tanto durante la polarizacion como la
despolarizacion de la membrana. Como consecuencia, disminuye la velocidad de
regreso al estado inactivo o de reposo, suprimiendo el potencial de accion e
impidiendo el correcto funcionamiento de la célula (Lund, 1985).

La biodegradacion es el principal modo de degradacion de la deltametrina en el medio
ambiente (Khan et al., 1988). Es conocido que en el catabolismo de deltametrina y en
los insecticidas piretroides en general, los principales sistemas enzimaticos
involucrados tanto en los insectos como en microorganismos incluyen la oxidacién por
citocromo P450s y epdxido hidrolasas (EH)(Kasai, 2004), e hidrdlisis por accién de

esterasas (Topp & Akhtar, 1991; Halden et al.,1999).

Br 1S)-alcohol (1R)-cis-acid
Br—C 0]
, , M

CH o0 =

CH, i

c
g

H H

CH3 (]

Figura X. Estructura molecular de la deltametrina. Se observa la presencia de un grupo ciano,
caracteristico de los piretroides de segunda generacion.

Compatibilidad entre insecticidas quimicos y hongos entomopatégenos

La combinacion de hongos entomopatdégenos con otros insecticidas quimicos o
biolégicos es una practica aconsejada para el manejo integrado de plagas (Ambethgar
,2009). Esta asociacion podria minimizar el riesgo de contaminaciones ambientales,
ademas de retrasar la expresion de resistencia a insecticidas en los insectos plagas y
vectores (Bajan et al., 1995; Ambethgar, 2009).

Por otro lado, las aplicaciones combinadas de entomopatdégenos y dosis subletales de
insecticidas sintéticos también han sido propuestas como una estrategia para mejorar
la eficacia del agente microbiano (Boucias et al., 1996; Quintela & McCoy, 1998). Las

dosis subletales podrian de actuar como a un factor de estrés adicional, alterando el
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comportamiento de los insectos y aumentando la susceptibilidad de los mismos hacia
los hongos entomopatdgenos (Anderson & Roberts, 1989; Boucias et al., 1996; Inglis
el al., 2001; Juarez, 1994a, 1994b; Juarez, 1996).

Con el objetivo de implementar nuevas herramientas de control integrado de plagas
basadas en el uso de hongos entomopatdégenos y su posible combinacién con agentes
insecticidas, los efectos adversos de estos ultimos sobre los microorganismo deberian
ser evaluados. Algunos de estos efectos, como la inhibicion de la germinacion, el
crecimiento vegetativo y la conidiogénesis, deberian ser utilizados como parametros
en ensayos de compatibilidad entre insecticidas quimicos y los micoinsecticidas (Alves
et al., 1998; Alves et al., 2007; Schumacher & Poehling, 2012).

La compatibilidad entre los insecticidas y los hongos entomopatégenos ha demostrado
ser variable dependiendo de las cepas y de las clases de insecticida utilizados. Los
insecticidas organofosforados (inhibidores de acetilcolinesterasa) resultaron ser los de
mayor efecto fungistatico y fungicida (Rivera et al., 1994; Tamai et al.,, 2002).
Asimismo, se demostré6 que a dosis recomendadas para el control de insectos
triatominos, estos insecticidas retardan la germinacion de los conidios y el crecimiento
del micelio (Cazorla & Morales, 2010).

Los insecticidas piretroides ha sido uno de los grupos mas estudiado en los ensayos
de compatibilidad. Los mismos pueden presentar accién fungicida (Duarte et al., 1992;
De Oliveira & Neves, 2004) o fungistatica (Clark et al., 1982; Pachamuthu & Kamble
2000). Por ejemplo, la cipermetrina, a dosis recomendadas a campo mostrd un efecto
fungistatico sobre diferentes cepas de B.bassiana (Duran, 1998; Cazorla & Morales,
2010). Sin embargo, en M.anisopliae tanto la cipermetrina como la deltametrina
resultaron ser compatible en un amplio rango de dosis (Tavarez, 2002; Batista Filho et
al., 2001; Schumacher & Poehling, 2012). Por su parte, la permetrina en un amplio
rango de dosis evaluadas no afecté significativamente la germinacién de las esporas

en distintas cepas de B.bassiana y M.anisopilae (Anderson & Roberts, 1983;
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Schumacher & Poehling, 2012). En B.bassiana, cepas virulentas para T.infestans,
mostraron ser compatibles con deltametrina a dosis similares a las usadas para el
control de estos insectos (Lecuona, 2001).

Como hemos mencionado la deltametrina es un insecticida muy utilizado en el manejo
de los vectores de la enfermedad de Chagas (Zerba, 2004). Su compatibilidad, con los
hongos entomopatdgenos, podria ser una herramienta alternativa para el control
integrado de las poblaciones triatominas (Alzogaray et al., 1998; Lecuona 2001). Sin
embargo, aun no existen reportes sobre los efectos a niveles metabdlicos tanto de

este como de otros insecticidas en hongos entomopatégenos.

Metabolismo de xenobioticos

Generalidades

El metabolismo celular implicado en la desintoxicaciéon de xenobidticos generalmente
es llevado a cabo en la mayoria delos organismos mediante tres fases. En la fase |, las
sustancias son activadas por oxidacion, reduccién o hidrolisis mediante la introduccién
de un grupo funcional. En esta etapa se generan compuesto mas hidrofilicos (como
quinonas y epoéxidos), debido principalmente a enzimas P450 monoxigenasas (CYP),
esterasas y epoxi hidrolasas (EH) (Guengerich,. 2001; Peter Hlavica, 2013).

Las enzimas de fase | transforman los xenobiéticos (incorporando grupos hidroxilos,
aminos, carboxilos, epoxi, sulfhidrilos y halégenos) en sustratos de las enzimas
encargadas de catalizar las reacciones de fase Il, al mismo tiempo que los vuelven
mas hidrofilicos debido a la incorporacion de un grupo polar reactivo; aunque la mayor
solubilidad al téxico es dada por las reacciones de fase Il. Las reacciones de fase |
pueden dar lugar a bioactivaciones, donde los metabolitos resultantes de la
biotransformacién del xenobidtico suelen, en algunos casos ser mas toxicos que la
sustancia original. En la fase Il, las enzimas como la glutation S transferasas (GST)

estan implicadas en la conjugacién de xenobidticos o de sus metabolitos con sustratos
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endoégeno (Choi et al., 1998). En la fase lll, los conjugados son eliminados desde el
citosol por una bomba situada en la membrana plasmatica de las células.

Las actividades de estas enzimas han sido caracterizadas en numerosos organismos
expuestos a insecticidas. Asimismo, en insectos, se ha demostrado que cumplen un
rol clave en los mecanismos de resistencia a insecticidas (Kasai, 2004). No existen
reportes sobre la participacion de estas enzimas en hongos entomopatégenos

expuestos a insecticidas.

Enzimas de detoxificacion de Fase l y I

Citocromo P450 monooxigenasas

Las citocromo P450 son hemo-tiolato proteinas que catalizan reacciones de
monooxigenacion estéreo selectivas en un amplio rango de sustratos lipofilicos,
originando derivados mas hidrofilicos por la adicién de un atomo de oxigeno a partir de
oxigeno molecular. La reaccidn mas comun catalizada por el citocromo P450 es una
reaccion monooxigenasa, en donde un atomo del oxigeno molecular (O,) es insertado

en un sustrato organico (RH):

RH + O, + 2H+ + 2e” —» ROH + H,0

Las citocromo P450 constituyen un sistema microsomal de dos componentes formado
por la NADPH citocromo P450 reductasa (flavoproteina que contiene FAD y FMN) y la
hemoproteina P450 monooxigenasa. Debido su mecanismo de reaccién las P450
pertenecen al grupo de enzimas llamadas oxidasas de funcidon mixta, por oxidar
simultdneamente dos sustratos diferentes. Como se observa en la figura Xl estas
reacciones conllevan a la formacion de especies reactiva de oxigeno (EROS).

Colectivamente estas enzimas estan involucradas en el metabolismo de compuestos
alifaticos, ciclicos y aromaticos; catalizando reacciones de hidroxilaciéon, epoxidacion,
dealquilacion, N-hidroxilacion, sulfoxidacion, desulfuracion, dehalogenacion reductiva y

reducciéon de compuestos nitrogenados (Guengerich, 2001). De acuerdo al sistema
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especial de nomenclatura para las P450, el prefijo CYP es seguido por un numero
para cada familia, y luego por una letra para indicar la subfamilia (Ej: CYP1AT1)

(http://drnelson.utmem.edu/homepage.html).

ROH AH
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Figura XI. Mecanismo de reacciéon de la citocromo P450. Este esquema es una simplificacion del
mecanismo de reaccion propuesto por Coon et al. (1992). En él, el Fe* representa al hierro del grupo
hemo oxidado, RH y ROH a los sustratos y productos respectivamente. En este ciclo de éxido-reduccion

se produce la liberacion de radicales libres anion superoxido (O2e-) y perdxido de hidrogeno (H202).

Los hongos son una fuente importante de citocromos P450, probablemente debido a la
diversidad del metabolismo primario como secundario, la transformacion de
xenobidticos y sus diferentes vias de desintoxicacion (Peter Hlavica, 2013). Asimismo,
estas enzimas juegan un rol predominante en la patogénesis y resistencia a

compuestos antifungicos producidas por los huésped (Peter Hlavica, 2013).

En B.bassiana, investigaciones previas en este laboratorio, han identificado hasta el
momento 23 genes codificantes para citocromo P450 monoxigenasas (Pedrini et al.,
2013). De estos genes, se han caracterizado ocho codificantes para P450alk
involucradas en la degradacion de hidrocarburos de insecto, correspondientes a 7

familias diferentes (Pedrini et al., 2010).
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Epoxi hidrolasas (EH)

Las enzimas epoxido hidrolasas (EH; EC3.3.2.3) representan una ruta relativamente
sencilla y eficiente hacia la sintesis de epodxidos y dioles, los cuales, suelen ser
utilizados para las moléculas intermediarias que conllevan a la formacion de
metabolitos secundarios. Las EH son enzimas que catalizan la hidrdlisis del epéxido,
generalmente producto de una P450, para formar un diol vecinal. Estas dos enzimas
(P450 y EH) no solo actuarian concertadamente durante la degradacion de los
xenobidticos aromaticos, sino, que ademas la EH es activada a través de una
interaccion fisica entre ambas enzimas en la membrana microsomal (Taura et al.,
2002).

En B.bassiana estudios previos en este laboratorio determinaron que la actividad de
un gen homoélogo a EH resulté incrementada en cultivos expuestos a hidrocarburos de

diferente longitud de cadena y de lipidos cuticulares de insecto (Pedrini, 2006).

Glutation-S-tranferasa (GST)

Las GST, EC 2.5.1.18, son enzimas diméricas de desintoxicacion de fase Il que
presentan la capacidad de conjugar una amplia gama de xenobidticos potencialmente
dafiinos con el glutation (GSH). Las GSTs también se ha demostrado que exhiben
actividad peroxidasa GSH-dependiente y por lo tanto pueden estar implicados en la
resistencia al estrés oxidativo. Ademas, se sugiere su participacion en la resistencia a
los pesticidas tanto en plantas como en insectos (Sheehan et al., 2001; Vontas et al.,
2001; Kostaropoulos et al., 2001).

Investigaciones reportadas en hongos indican que las GSTs pueden exhibir diferentes
patrones de expresion, mostrado una expresiéon inducible en presencia de distintos
xenobioticos. Por ejemplo, en Aspergillus fumigatus, 3 genes que sintetizan para GST,
fueron inducidos en presencia de H,O, o 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (Burns

et al.,, 2005). En Schizosaccharomyces pombe, una levadura modelo usado en
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estudios moleculares, fue demostrado que distintas isoformas de GST se inducen en

presencia de sustancias antifungicas (Cho et al., 2002).

Generacidén de especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Generalidades

Una especie reactiva del oxigeno (EROS) es una molécula que contiene uno o mas
electrones desapareados en un orbital externo, dandole una configuracion espacial
que genera una alta inestabilidad. Esto lo hace muy reactivo, con una enorme
capacidad para combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos, con
distintas moléculas estructurales de las células (Lushchak, 2011; Morano et al., 2012).
La generacion de EROS es un proceso inevitable de la vida en condiciones aerobias.
Las EROS se producen de forma continua como productos secundarios de ciertas vias
metabdlicas y también por algunos sistemas especificos bajo el control celular. Al
mismo tiempo, las EROS son degradados a través de varios mecanismos especificos
e inespecificos. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, el equilibrio entre la
produccién y la eliminacion de EROS es perturbado, conduciendo a un estado
fisiolégico dominado "estrés oxidativo". La supervivencia de las células al estrés va a
depender de su estado fisioldgico, la intensidad y la naturaleza de estres oxidativo. El
estrés oxidativo puede danar una amplia variedad de componentes celulares, dando
lugar a la peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas, y dafio genético a través de
alteraciones del ADN (Lushchak, 2011; Morano et al., 2012).

La mayor proporcion de EROS (generalmente mas del 90 %) en los organismos vivos
es generado por las cadenas mitocondriales de transporte de electrones (Lushchak V,
2011). Ademas, pequefas cantidades de EROS son producidos por algunas enzimas
tales como oxidasas, a través de la autooxidacién de diferentes moléculas (Coon et al.,
1992).

En la figura Xl se muestra el metabolismo de los EROS. La mayor parte del oxigeno
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consumido por los organismos vivos, se utiliza para producir energia por fosforilacién
oxidativa en la cadena de transporte de electrones a través de la incorporacion de
cuatro electrones, que lleva a la produccion de ATP y de agua. La adicion consecutiva
de un electron a una molécula de oxigeno también, finalmente, conduce a la
produccion de agua (no se obtiene ATP), pero conlleva la formacion de EROS. Estas
ultimas, incluyen los radicales libres tales como el anidon superdxido (Oy) y (OH),

peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno singlete (Lushchak, 2011).

48
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Figura Xll. Diferentes formas de reduccion de oxigeno en los sistemas bioldgicos. La parte superior del
esquema muestra la reduccion de la molécula de oxigeno en la cadena de transporte de electrones
mediante la incorporacion de cuatro electrones. La parte inferior muestra la adiciéon consecutiva de un
electron a una molécula de oxigeno con la formacion EROS. En ambos casos se alcanza el maximo

estado reducido de oxigeno en la molécula de agua (Lushchak, 2011).

El metabolismo de xenobidticos, mediante las reacciones oxidativas de detoxificacion
implicadas en la Fase |, puede incrementar la produccién de (EROS) e inducir a un
estado de estrés oxidativo en la mayoria de los organismos alterando las defensas

antioxidantes (Banerjee et al., 1999).

Antioxidantes y sus funciones biolégicas

La regulacion de la generacion de EROS y de la actividad de los sistemas de defensa
antioxidante se determina por el estado redox de la célula, el cual depende de factores
intracelulares, asi como extracelular (Lushchak, 2011). Un numero importante de
enzimas con diferentes funciones celulares que contienen grupos thioles activos,

podrian estar involucradas en la deteccion de EROS (Busi et al., 2006; Bouton, 1999;
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Hancock et al., 2006; Morano et al., 2012)

Por otra parte, han sido reportados factores de transcripcion que interaccionan
directamente con elementos reguladores de transcripcion (presentes en el ADN)
controlando, la expresion de los genes involucrados en la respuesta al estrés (figura
Xll). Yap1, Skn7, Msn2, y Msn4 son los factores de transcripcidon mas importantes que
regulan la respuesta al estrés. El factor Yap1, regula la expresion de genes de
enzimas y compuestos antioxidantes reduciendo los tioles celulares. Skn7, induce una
adicional expresiéon a Yap1, y de al menos 15 proteinas en respuesta a H,O,. Por su
parte, los factores Msn2 y Msn4, activan la expresién de los genes que contienen la
secuencia STRE en su promotor como respuesta a diversos factores de estrés
(Lushchak, 2001; Morano et al., 2012). En hongos entomopatégenos se demostrd que
Msn2 es vital para la regulacién transcripcional de numerosos genes efectores y
factores de senalizacion involucrados en la conidiacidon, virulencia y la respuesta

multiestres (Qian Liu et al., 2013).

Por ultimo debemos mencionar que el estrés oxidativo puede ser simulado
experimentalmente mediante la adicién y o el manejo de agentes de generacién de
EROS, lo cual constituye una herramienta util para la investigacion in Vitro respecto a
los mecanismos de defensa antioxidantes de varios microorganismos (Marcus Vinicius

de Oliveira et al., 2013).
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Figura XIll. Mecanismos de regulaciéon implicados en la respuesta adaptativa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae a estrés oxidativo inducido por el peroxido de hidrégeno. La oxidacién de los
grupos tioles de GPX3 (glutatién peroxidasa) por peréxido de hidrogeno inicia la cascada de respuestas
adaptativas en célula de levadura resultando en aumento del potencial antioxidante. Bajo condiciones
normales, Yap1 se concentra en mayor proporcién en el citoplasma, debido a la exportacién activa desde
el nacleo por la proteina Crm1. Cuando GPX3 oxida Yap1, conduce a su acumulacién a su el nucleo
debido al bloqueo de la secuencia de exportacién nuclear (NES) en Yap1p. En el nlcleo Yap1p es capaz

de unirse a promotores de genes diana activando su expresion (Lushchak VI., 2011).

Mecanismos de defensa intracelular contra EROS: Sistemas enzimaticos
antioxidantes

Los organismos pueden adaptarse a los incrementos de EROS aumentando la
produccion de enzimas antioxidantes (figura XIV). Estas enzimas se caracterizan
principalmente por presentar una alta especificidad hacia EROS vy diferentes
compartimentacion intracelular (Belozerskaya & Gessler, 2007; Lushchak VI., 2011;

Morano et al., 2012).
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Principales sistemas enzimaticos involucrados en el metabolismo de xenobioticos y la defensa antioxidante
en las células; Cit p450( citocromo p450), EH( epoxihidrolasas), GST(glutation-S-Tranferasas),SOD (superoéxido
dismutasa), GSH(glutation peroxidasa o reductasa ), CAT(catalasa) (Morano et al., 2012).

Las principales enzimas involucradas en la defensa contra EROS se indican a

continuacion:

Superéxido dismutasa (SOD)

Las SODs, EC 1.15.1.1 constituyen la primera linea en el sistema de defensa celular
contra el dano por superdxido (Halliwell & Gutteridge, 1991). Se han descrito 2 a 3
isoformas, pero todas tienen un mecanismo en comun: la dismutacion del radical
superoxido en peroxido de hidrogeno, el cual puede ser reducido a agua por catalasas
o peroxidasas (figura XIV). Su actividad esta regulada por los niveles de H,O, vy, por lo

tanto, presenta mecanismos de retroalimentacion con las enzimas encargadas de
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transformar el H,O, en agua. Los hongos tienen dos isomorfas de SOD que difieren
respecto a su cofactor y la ubicacion intracelular: la cobre / cinc (Cu, Zn-SOD) que se
encuentra en el citosol y en pequefas cantidades en el espacio intermembranal de las
mitocondrias y la SOD manganeso (SOD Mn), que es considerada una de las mas
importantes enzimas antioxidantes de la célula, y se encuentra en las mitocondrias
(Natvig et al., 1996). Ha sido demostrado que los la sobreexpresion de ambas enzimas
es una respuesta primaria de los hongos a estrés oxidativo, particularmente inducida

por la anién superoéxido (Marcus Vinicius de Oliveira et al., 2013).

Tres isoformas de SOD fueron identificadas en B.bassiana incluyendo: una Cu /
ZnSOD (BbSod1) y dos MnSOD (Sod2 no reportada en las mitocondrias y Sod3) (Xie

X-Q et al., 2012).

Catalasas (CAT)

Las CAT, EC 1.11.1.6 son enzimas que catalizan la degradacion del peréxido de
hidrogeno (H20:2) generado junto a otras especies reactivas de oxigeno, como
consecuencia del metabolismo celular aerébico.

El H202 puede actuar como sustrato y dador de hidrégeno simultaneamente (funcion

catalasa) produciendo H20 y Oz:

E + H202—E-H:202

E-H202+ H202—E + 02+ 2 H20

O bien, ser utilizado para oxidar diversos compuestos (alcoholes, aldehidos) mediante

una reaccion de peroxidacion (funcion peroxidasa):

RH2+ H202—R + 2 H20

En hongos filamentosos, las catalasas son homotetrameros y presentan diferentes
estructuras, funcion y localizacion celular (Natvig et al., 1996). La familia de la catalasa

de B.bassiana se compone de cinco catalasas: CATA (espora - especifico), CATB
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(secretada), CATP (peroxisomal), CATC (citoplasmica) y CATD (secretada peroxidasa
/catalasa), las cuales se diferencian en su estructuras, funcionalidad y filogenia (Wang
et al., 2013).

En relacion con su funcionalidad se ha reportado en diferentes especies de Aspergillus
que una catalasa extracelular protege a las células del H202 exdgeno (Witteveen et al.,
1992). Asimismo, una expresion diferencial de esta enzimas se observd en
Cladosporium fulvum bajo condiciones de estrés nutricional (Bussink y Oliver, 2001) y
en Neurospora crassa durante procesos de diferenciacion celular y en respuesta al
estrés oxidativo (Diaz et al., 2001; Wang et al., 2013). En los hongos entomopatdgenos
ha sido demostrado un aumento de la actividad catalasa durante la germinacion y el
crecimiento (Wang et al., 2013).

En estudios previos en este laboratorio, se demostro la presencia de dos isoformas de
catalasa en B.bassiana, una de las cuales (de localizacion peroxisomal) esta inducida
en cepas adaptados a crecer en hidrocarburos de larga cadena (analogos a los de

cuticula de insectos) (Pedrini et al., 2006).

Glutation peroxidasa (GPx)

Aunque la regulacién de la actividad SOD y CAT, son muy importantes para prevenir
los dafios celulares causado por el anion superoxido y el peréxido, no aseguran una
proteccion celular completa contra los efectos nocivos del estrés oxidativo. Para una
protecciéon eficaz de los componentes celulares, también se deberian desencadenar
mecanismos encargados de reducir el peréxido a agua, evitando o disminuyendo la
formacion de radical hidroxilo. Se ha manifestado que la regulacion en la expresion de
la enzima glutatiéon peroxidasa (GPX) junto con la catalasa forman un sistema de
prevencioén vital contra el perdxido de hidrogeno en la mayoria de las células. Asi, la
expresion de GPX constituye un mecanismo esencial para completar el proceso de
desintoxicacion del superdxido (Michiels et al., 1994).

La GPx reduce peroxido de hidrogeno y otros hidroperoxidos organicos, tales como
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hidroperéxidos de acidos grasos, utilizando la energia de la reduccion proporcionada
por el glutation (GSH) (Michiels et al., 1994). La funcion principal de esta enzima es
reducir el H,O, a agua oxidando a una molécula de glutation (GSH) como se presenta

en la siguiente ecuacion:

H,0,+ 2GSH—-GSSG; + 2H,0

La reduccién del glutation oxidado (GSSG) es catalizado por la glutation reductasa,

como se muestra en la siguiente ecuacion:

GSSG + NADPH + 2GSH + H*—»2GSH + NADP"*

Peroxidacién lipidica por estrés oxidativo

Todas las membranas celulares de los organismos son especialmente vulnerables a la
oxidacion por EROS debido a su alta concentracion de acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) (Esterbauer, 1996). La peroxidacion lipidica (ipoperoxidacién) (LPO) es uno de
los principales mecanismos de lesién de las células en los organismos aerobios
sometidos a estrés oxidativo (Gutiérrez et al., 2002; Marmunti & Catala, 1998). De la
peroxidacion lipidica resultan dos consecuencias importantes: danos estructurales en
las membranas y la generacion de productos secundarios altamente toxicos. Los
principales productos secundarios incluyen el malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (4-HHE). Estos procesos se combinan para producir cambios en las
propiedades biofisicas de las membranas que pueden tener efectos sobre la actividad
de las proteinas unidas a la membrana, como la inactivacién de enzimas, ademas de
efectos letales sobre la division celular (Aruoma, 1994; Bonorden & Pariza, 1994;
Halliwell & Gutteridge, 1990). El proceso general de la peroxidacion de lipidos se
compone de tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion (Catala, 2006).

El mecanismo de la lipoperoxidacién se ilustra en la figura XV. Se inicia con la
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remocion de un atomo de hidrégeno de un acido graso insaturado, lo que da por
resultado la formacién del radical lipidico. Este puede reaccionar con el oxigeno
molecular y producir un radical peroxil lipidico, el cual, puede remover un atomo de
hidrogeno de un lipido adyacente para formar un perdoxido y un segundo radical
lipidico. El peroxido conduce generalmente a la formacién de MDA y 4-HHE como
productos de su degradacion (Catala, 2006). La cuantificacién del malondialehido
(MDA), es uno de los principales indicadores de la lipoperoxidacion. Una de las
técnicas comunmente utilizadas para cuantificar este metabolito es el ensayo de
TBARS, en el cual dos moléculas de acido tiobarbitlrico reaccionan con una molécula
de MDA a pH bajo y elevadas temperaturas, lo que resulta en un cromégeno rosa que
se puede cuantificar (Esterbauer, 1996).

Por ultimo, debemos mencionar que el grado de peroxidacion lipidica es uno de los
parametros mas utilizados para cuantificar el dafio inducido por radicales libres a nivel

celular (Esterbauer, 1996; Pamplona et al 2002; Catala, 2006).

H.O
/ + "OH ‘L) 4 Lipido radical

H B -
Iniciacién

Lipido insaturado
Propagaclén

%70% Terminacion %‘ %*

L|p|d0 peréxido Lipido peroxil radical
DeSCOI’TIpOSICIOﬂ

MDA + 4-HHE

Figura XV. Etapas de la peroxidacion lipidica. Malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HHE).
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OBJETIVOS GENERALES

En esta tesis se propone avanzar en el conocimiento de la interaccién entre el hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana y el insecto Triatoma infestans (principal vector
de la Enfermedad de Chagas en nuestro pais). Asimismo, se estudiaran aspectos de

la respuesta bioquimica y molecular del hongo en presencia de un insecticida quimico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Interaccién B. bassiana-T.infestans

El hongo entomopatégeno B.bassiana presenta un gran potencial como herramienta
para el control biolégico de T.infestans. El estudio de diferentes parametros que
analicen la interaccion entre ellos podria contribuir con ese fin. En el marco de estas

premisas se proponen los siguientes objetivos:

1.a)Evaluar la virulencia de una cepa comercial de B.bassiana frente a los distintos

estadios de T.Infestans asi como su efecto en la capacidad reproductiva.

1.b)Evaluar la virulencia del hongo luego de ser expuesto a condiciones ambientales

no controladas de temperatura y humedad.

1.c)Analizar la capacidad de transmisién horizontal de esporas entre insectos y
cuantificar la infeccion fungica de una poblacion en funcion de la densidad de

insectos.

1.d)Evaluar la eficacia de una trampa de infeccidén, conteniendo esporas del hongo

entomopatégeno y feromonas cuticulares de T.infestans, en ensayos a campo.

1.e)Analizar la dinamica poblacional de T.infestans en presencia de B.bassiana

mediante el desarrollo de un modelo matematico matricial.
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2) Interaccion B.bassiana-deltametrina

Las citocromo P450 (CYP) y epoxi hidrolasas (EH) constituyen importantes grupos de
enzimas implicadas en las vias metabdlicas degradativas. Tanto la sobreexpresiéon de
los genes que codifican para estas enzimas, como la actividad de las mismas, han
sido demostradas en diversos organismos expuestos a insecticidas. Este mecanismo
podria ocurrir también en hongos entomopatdgenos, junto con un incremento en los
niveles de estrés oxidativo. Se propone analizar los efectos deltametrina en B.

bassiana, mediante los siguientes objetivos:

2.a)Determinar la concentracion inhibitoria media (Cls) de deltametrina.

2.b)Evaluar la cinética de las siguientes enzimas involucradas en la respuesta
antioxidantes: catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutatiéon transferasa

(GST) y glutatién peroxidasa (GPX).
2.c)Cuantificar los niveles de lipoperoxidacién lipidica.

2.d)Cuantificar la expresion de genes codificantes para citocromo P450 (cyp) vy
epoxido hidrolasa (eh); potencialmente involucradas en la degradacién de insecticidas

piretroides.

2.e)Cuantificar la expresion de los genes que codifican para enzimas involucradas en

la respuesta antioxidante: cat, sod, gsty gpx.
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MATERIALES Y METODOS

A) Interaccion B.bassiana-T.infestans

Cepa fungica y formulacién

Se utilizé un formulado en polvo (micoinsecticida) el cual presentaba esporas de una
cepa comercial (GHA) (Laverlam International, USA) de B.bassiana, combinandas con
tierra de diatomeas (Perma-Guard Inc., Albuquerque, USA) en una relacion 2:1 (3 x
10" conidios/gramo) (Pedrini et al., 2009). Para el calculo de la dosis letal 50, el
formulado fue disuelto en agua destilada conteniendo Tween 80(polisorbato de sodio)
(0.01%).

Insectos: procedencia y mantenimiento

Se emplearon ejemplares de T.infestans (Hemiptera, Reduviidae), criados en
insectario del INIBIOLP, Facultad de Ciencias Médicas (UNLP). Los insectos fueron
mantenidos a 28 °C, 60% de humedad relativa, con un ciclo de 12hs oscuridad-12hs
luz y alimentados con sangre de gallina. En todos los ensayos, para asegurar la
homogeneidad fisioldgica, los insectos fueron alimentados con gallinas en periodos de
45 minutos. La medicion del peso (para asegurarse la misma ingesta de alimento) se
realizé antes y después de la alimentacion utilizando una balanza analitica.
Posteriormente fueron sometidos a un mismo tiempo de ayuno (cinco a seis dias).

Cuantificacién de parametros de virulencia

a)Porcentaje de Mortalidad y Tiempo Letal Medio (TLM)

Placas de Petri conteniendo el micoinsecticida (3 x 10" conidios/gramo) fueron
utilizadas para infectar a los insectos. Entre cuantro y siete lotes, con cinco a diez
insectos cada uno, fueron liberados dentro de placas durante 5 minutos. Todos los
estadios(incluyendo huevos) de T.infestans se contaminaron por separado.
Posteriormente, los insectos fueron colocados en recipientes de plastico de 250 ml
cubiertos con una tela de muselina, y se mantuvieron en ayuno durante 3 semanas a
26°C y 60% humedad relativa. Insectos y huevos mantenidos en las mismas

condiciones, pero sin ser expuestos al micoinsecticida, fueron utilizaron como
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controles. En todos los casos la mortalidad se determiné diariamente durante las 3
semanas, a fin de calcular el porcentaje de mortalidad acumulado y el TLM. El valor de
TLM se estimé mediante la siguiente ecuacion: TLM = X [Dias" x insecto infectado"]
[Total de insectos infectados. Para confirmar la muerte por infeccion fungica, los
insectos muertos fueron lavados con etanol/agua con el objetivo de eliminar cualquier
residuo de esporas sin germinar de la superficie. Posteriormente, los cadaveres se
mantuvieron bajo una atmosfera con alta humeda (generada por un algodén humedo)
dentro de placas de Petri selladas. Después de 4 dias, los cadaveres fueron
observados bajo lupa, la presencia de micelio blanco confirmé la muerte por la
infeccién fungica.

b)Determinacion de la Dosis letal 50 (DLs,)

Debido a la disponibilidad de insectos, la DLsq (indica la dosis necesaria para matar al
50% de los insectos expuestos al micoinsecticida) fue estimada solo en ninfas de
cuarto estadio. El porcentaje de mortalidad se determind mediante el método de
inmersion. Para ello los insectos fueron sumergidos en suspensiones seriadas de
conidio contenidas en vasos precipitados durante 6 segundos. Las suspenciones se
prepararon con el micoinsecticida, agua destilada y 0.01% de tween. Fueron
evaluadas las siguientes concentraciones (conidios/ml); 10", 10°, 10°, 10°, 10"y 10°.
Una vez inoculados, los insectos se mantuvieron en papel filtro durante 6 segundos
para escurrir el exceso de liquido. Se establecieron entre 4 y 6 lotes (replicas) de diez
individuos cada uno. La concentracion de conidios capaz de matar al 50% y 95%
(CLso y CLgs) de los insectos fue calculada por analisis del método probit (Finney &
Stevens, 1948). La mortalidad por infeccién fungica se determiné como mencionamos
en el inciso a.

c)Cuantificaciéon de parametros reproductivos

Para este ensayo se separaron parejas (machos/hembras) en frascos individuales y se

comprobd la coépula mediante un protocolo previamente establecido (Cocchiararo et
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al.,, 2011). Inmediatamente después de la cépula un grupo de hembras fueron
seleccionadas al azar y se expusieron al micoinsecticida (3 x 10" conidios/gramo)
como se explico en el inciso a. Las hembras copuladas (tanto controles como
contaminadas) se mantuvieron en frascos individuales a 26 °C y 60% de humedad
relativa. Se cuantificaron los siguientes parametros reproductivos: Porcentaje de
hembras ovipositoras, nimero de huevos por hembras y porcentaje de fertilidad de los
huevos.

Todos los parametros fueron medidos diariamente hasta la muerte, en los insectos
contaminados, y durante ocho semanas en el grupo control. Los huevos fueron

separados para cuantificar su eclosion.

Transmision horizontal de esporas entre los insectos (autodiseminacion)

Capacidad de diseminacion de esporas de un insecto a diferentes periodos de
tiempos

Para estimar durante cuanto tiempo un insecto podria contaminar a otro insecto libre
de esporas, ninfas de tercer estadio fueron expuestas al micoinsecticida como se
explicd anteriormente y mantenidas a 26 °C y 60% de humedad relativa durante 7
dias. Inmediatamente después de ser expuesto al micoinsecticida, el insecto fue
introducido en una vial de 20ml junto con otro insecto libre de esporas (también de
tercer estadio). Ambos insectos se mantuvieron en el vial durante 5 minutos. A los dias
2, 4 y 7 se repitieron los experimentos con nuevos insectos (expuestos al
micoinsecticidas y libres de esporas). Para cada uno de los dias, entre 4 y 8 insectos
expuestos al micoinsecticida fueron seleccionados para contactar con insectos libres
de esporas. El periodo de tiempo se prolongé hasta el dia 7, ya que, la mayoria de los
insectos expuestos al micoinsecticida se espera que mueran pasado ese periodo. Los
insectos infectados por contacto se mantuvieron en ayuno durante 3 semanas a 26 °C

y 60% de humedad relativa. La mortalidad de estos insectos se evaludé durante 3
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semanas a fin de determinar el porcentaje de mortalidad y el TLM. La infeccién fungica

se determind por camara humedad como mencionamos en el inciso a.

Efecto de la densidad de insectos en la autodiseminacién

El efecto de la densidad de insectos en la autodiseminacién de esporas fue
determinado en unidades experimentales construidas en un cuartos no climatizados
(figura XVI) con diferente nimero de insectos. Tres unidades experimentales de 1m?®
disefiados con ladrillos de adobe fueron utilizadas para los ensayos. Ninfas de cuarto
estadio fueron liberadas en el interior de las mismas. Luego de 20 minutos, 10 ninfas
de cuarto estadio, previamente expuestas al micoinsecticida (como describimos
anteriormente) fueron liberadas dentro de las unidades experimentales. El niumero de
insectos por unidad experimental fue de 35 (25 libres de esporas mas 10 peviamente
expuestas al micoinsecticida), 70 (60 libres de esporas mas 10 peviamente expuestas
al micoinsecticida) y 140 (130 libres de esporas mas 10 peviamente expuestas al
micoinsecticida).

Los insectos se mantuvieron sin alimentar en las unidades experimentales durante 30
dias y en condiciones no controladas de humedad y temperatura. Posteriormente, las
unidades experimentales fueron desarmadas y se recolectaron la totalidad de los
insectos vivos y muertos. Los insectos recolectados vivos se dispusieron de manera
individual en viales de 20 ml y su mortalidad fue cuantificada semanalmente durante 1
mes. El porcentaje de mortalidad por infeccion fungica fue calculado como N x 100 /
Nt, donde: N representa el numero de insectos muertos por autodiseminacién y Nt el
total de insectos en cada unidad experimental. Un total de 3 réplicas fueron ejecutadas
para cada una de las densidades evaluadas. Las réplicas se realizaron en enero,
febrero y marzo de 2011, con temperaturas medias de 24 °C £ 1 °C,22°C+1°Cy 20
°C % 1°C, respectivamente (los datos fueron provistos por el Departamento de
Sismologia e Informacion Meteoroldgica, Facultad de Ciencias Astronémicas vy

Geofisicas, Universidad Nacional de La Plata). Los valores de humedad relativa media
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correspondiente (minimo-maximo) fueron de 74,1% (32% - 99%), 67,4% (25% - 91%),
y 66,2% (19% - 93%), respectivamente. La mortalidad por infeccion fungica se

confirmé como mencionamos en el inciso a

Figura XVI. Unidad experimental para evaluar el efecto de la densidad de insectos en la autodiseminacion
de esporas.

Determinacion de la actividad residual del micoinsecticida

La actividad residual fue evaluada exponiendo el micoinsecticida (contenido en placas
de petri), durante cinco meses, a condiciones ambientales no controladas de
temperatura y humedad. Durante ese tiempo la temperatura varié de 10 °C £ 4 °C a 22
°C £ 5 °C, y la humedad relativa de 34% a 100%. Cada intervalo de un mes, de ninfas
de primer y tercer estadio fueron expuestas al micoinsecticida. La mortalidad por

infeccion fungica se confirmé como mencionamos en el inciso a.

Evaluacion de trampas de infeccion para el control de T.infestans

Los ensayos con trampas de infeccidn fueron ejecutados en la localidad de Salvador
Mazza, Salta, Argentina (22° 03’ S, 63° 41’ W) durante los meses de noviembre (2009)

y enero (2010) (figura XllI). Las trampas de infeccion consistieron en cajas de fibrofacil
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de 16 x 11 x 4 cm® con 5 orificios por cada lateral. En su interior fueron agregados
feromonas cuticulares de T.infestans ((con actividad de feromona de agregacion)
(Lorenzo et al., 2008)) y el micoinsecticida formulado en polvo (figura XVIIl). Las
feromonas se obtuvieron a partir de mudas de T.infestans criados en laboratorio.

Para los ensayos fueron seleccionadas siete viviendas habitadas, altamente infestadas
con T.infestans resistentes a insecticidas piretroides (Picollo et al, 2005). Las casas
eran de uno y dos ambientes y estaban construidas de adobe, techos de pajas y piso
de tierra (figura Xll). Las estructuras peridomiciliarias consistian en gallineros y
corrales.

El nimero de T.infestans por vivienda fue estimado mediante una hora /hombre (no se
usé un agente expurgante). Seis trampas por ambiente, conteniendo unos 2g de
micoinsecticida, fueron colocadas en las paredes de habitaciones y gallineros (figura
XIX). Al siguiente mes (diciembre 2009) se renovaron la totalidad de las trampas, se
cuantific6 el numero de vinchucas vivas y se recolectaron todas las vinchucas
encontradas muertas en la vivienda. Dos meses después de iniciado los ensayos
(enero 2010) las trampas fueron retiradas y se recolectaron la totalidad de las
vinchucas vivas y muertas. Los insectos vivos fueron mantenidos en el INIBIOLP
durante 40 dias pos-recoleccién para evaluar su mortalidad. A fin de confirmar la
mortalidad por infeccion con B.bassiana, todos los insectos muertos fueron colocados
en camaras humedas.

Declaracién de Etica

Este ensayo se llevo a cabo con la aprobacién del Ministerio de Salud Publica de la
provincia de Salta. Antes del estudio, se explicaron los objetivos y el protocolo de los
experimentos mediante reuniones con los lideres comunitarios, personal técnico y
profesional de la salud. Cada jefe/a de familia proporcion6 consentimiento para realizar
el ensayo en la presencia de los agentes sanitarios locales, los cuales que participaron

como mediadores.
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Figura XVII. Zona de los experimentos y tipo de vivienda.

Figura XVIIl. Trampa de infeccion conteniendo feromonas de agregacion de T.infestans y un

micoinsecticida de B.bassiana formulado en polvo.

lrampas -

Tramipas

Figura XIX.Trampas de infeccion dispuesta en paredes de habitacion y gallinero (A 'y B).
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Simulacion de la dinamica poblacional de T.infestans en presencia de B.

bassiana mediante el desarrollo de un modelo matricial

Generalidades
La simulacion de la dinamica de T.infestans se efectud utilizando datos de esta tesis y
de investigaciones previamente reportadas por el grupo de investigacion.
Se trabajé con un modelo matematico del estilo de las llamadas matrices de Lefkovitch
(Lefkovitch, 1965), las cuales tienen elementos que representan los estadios de
desarrollo de los insectos. Las matrices de transicion de Lefkovitch constituyen un
método estandar para cuantificar y analizar la dinamica poblacional de organismo con
ciclos de vida complejos (Caswell, 2001). Los modelos matriciales incorporan las
probabilidades de sobrevivencia, crecimiento y reproduccién especificos, para cada
estadio de la poblacién (Caswell, 2001). El modelo basico de una proyeccién matricial
esta representado por la ecuacion:

N 1 = Ant,
Donde N es el tamano inicial de la poblacion, nt es un vector que describe la
estructura de estadios de desarrollo de una poblacién en un tiempo t, y A es la matriz
de los parametros demograficos asociados. La matriz A contiene todos los estadios de
desarrollo, y representa las transiciones (probabilidades) de uno a otro, es cuadrada,
con i columnas y con i filas para una poblacién con i estadios de desarrollo (Caswell,
2001). Una vez definida la matriz se procedié a simular el crecimiento en el tiempo

considerando los efectos de la infeccién con B.bassiana en la poblacion de insectos.

Esquema del ciclo de vida general de los triatominos

La figura XX muestra el esquema general del ciclo de vida de T.infestans en base a
sus estadios de desarrollo. Los estadios se identificaron mediante circulos, donde E
son los huevos; N1, N2, N3, N4, N5 los cinco estadios ninfales y A los adultos. La
flecha que conecta los adultos con los huevos, representa la fecundidad, y se denota

por F. Las demas flechas representan las diversas probabilidades de un individuo de
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seguir vivo: las flechas horizontales representan la probabilidad de pasar vivo del
estadio i al siguiente estadio (i + 1), denotadas por Pi; las flechas curvas que
comienzan y terminan en un mismo circulo representan la probabilidad de seguir vivo

en el mismo estadio, y se denota por Gi.

G G Gs Ga G G
E;P |N1.:F' ﬂNz;P" '|N3.:P1 1N-‘..:P' LII

Figura XX. Diagrama del ciclo de vida de un triatomino en términos de estadios.

Esquema incorporando la infeccion por B. bassiana
Al diagrama de la figura XX se le “acopld” la presencia de triatominos infectados por
B.bassiana (identificados con un asterisco) de manera separada del ciclo de los

individuos sanos (sin asterisco) (Figura XXI).

Figura XXI. Ciclo de desarrollo de T. infestans "sanos" acoplados al del desarrollo de los infectados (con

asterisco).

Donde:
f, se considerd la probabilidad de que un insecto se infecte con B.bassiana (queddé

implicito el hecho de que todo individuo que ingresa a una trampa se infecte), y
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0i, una medida del efecto producido por el hongo sobre un individuo perteneciente al
estadioi (0 < Bi < 1), expresado en términos de probabilidad de supervivencia (o
sea, a mayor valor de 8 menor es el efecto de la infeccion por el hongo sobre la
probabilidad de que el insecto infectado siga vivo). En base a la figura XXI se
determind que la probabilidad de que un individuo sano sobreviva hasta la siguiente
unidad de tiempo es la suma Pi + Gi, mientras para un individuo infectado la
supervivencia es reducida a (Pi + Gi)6i.

xi, se defini6 como transiciones (representadas como x2, x3, x4, x5, x6 y X7 ), y sus
valores estuvieron dados por xi = (Pi + Gi)f . Las transiciones representan un cambio
de “condicién” de sano a infectado y no de un cambio de estadio (aunque se incluye el
Pi en el calculo ya que este expresa cuantos individuos pasan vivos al siguiente

estadio en un tiempo x + 1).

Determinacion de los parametros del modelo

De acuerdo a lo observado en los diagramas de las figuras XX y XXI para el desarrollo
del modelo fueron estimados los siguientes parametros:

-Estimacioén de Pi’s y Gi’s

Las estimaciones de Pi y Gi fueron dadas por las siguientes expresiones:

Gi = 1 - (tiempo medio en el estadio i) (1)

Pi= (1 - Gi)*P (supervivencia del estadioiali+ 1) (2)

Donde P (supervivencia del estadio i al i + 1) denota la probabilidad de un individuo de
pasar vivo al estadio siguiente. Los datos que se necesarios para estimar Pi y Gi se
muestran en la tabla 2.A.

-Estimacion de f (probabilidad de que un insecto se infecte por dia)

El calculo de f se hizo considerando lo siguiente: sea ¢, la probabilidad de que un
individuo sea infectado por alguna de n trampas en un dia y r la probabilidad de que
un individuo sea infectado por otro individuo en un dia, entonces:

f=c,*(1-r)+r*1-cp)
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Esta ecuacion implica la probabilidad de que el insecto sea infectado por la trampa y
no infectado por autodiseminacion, mas la probabilidad de que no sea infectado por la

trampa e infectado mediante autodiseminacion.

Tabla 2. A. Estimacion de los valores de Pi y Gi mediante las formulas (1) y (2).

Tiempo medio

en P (Supervivencia
Estadio () Nombre el estadio* al estadio siguiente)* Gi Pi
1 Huevos 19,025 0,8313 0,9474  0,0437
2 N1 19,965 0,8676 0,9499 0,0435
3 N2 24,159 0,8803 0,9586  0,0364
4 N3 30,246 0,8765 0,9669 0,0290
5 N4 40,600 0,8790 0,9754  0,0217
6 N5 63,875 0,8526 0,9843 0,0133
7 A 241,81 0 0,9959  0,0000

Nota: Los tiempos de los estadios ninfales estan en dias.

*Datos obtenidos de Jorge E. Rabinovich 1972.

-Estimacion de Cn (probabilidad de que una vinchuca se infecte por alguna de n
trampas en un dia)

Para determinar el valor de Cn se consideré que una trampa tiene una probabilidad a
de infectar una vinchuca por unidad de tiempo. Asi, la probabilidad de que una
vinchuca no sea infrctado por una caja pasa a ser (1 - a) por unidad de tiempo y la

probabilidad de que no sea infectatado por n de ellas por unidad de tiempo es (1 - a)",

por lo que la probabilidad de que sea infectado por alguna trampa en d unidades de
tiempo resulto:

Cn=1-[(1-a)""] (3)
Debemos aclarar que el valor de a se calculé en base a datos de experimentos previos
realizados por este laboratorio, en los que colocando sélo 1 trampa por dia en
unidades experimentales de 1m? la infeccion resulté del 58% (Pedrini et al., 2009).
Por lo tanto, aplicando la formula (3):

0,58 = 1- (1- a)"™
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se determin6 un a = 0,58. De este modo, la probabilidad de infeccién con n cajas por
dia quedo definida por la siguiente ecuacion:
Cn=1-(0,42)" (4)

donde 0,42 es el complemento de q, es decir, (1 — a).

-Estimacion de r (probabilidad de que un individuo sea infectado por otro
individuo en un dia)

Para estimar la probabilidad diaria de autodiseminacion de esporas por vinchuca, se
utilizaron los datos correspondientes al experimento de efecto de la densidad en la
autodiseminacion de esporas (pagina 50), en el que de un total de 629 vinchucas
susceptibles, expuestas a 100 vinchucas infectadas, 267 fueron infectadas debido a
transmision horizontal (valores obtenidos considerando la suma de todas las 3 réplicas
realizadas, ver resultados (pagina 73)).
En base a lo anterior la probabilidad de sobrevivencia estimada resulté: 362/629 =
0,575%.
Por otro lado se definié la probabilidad de que un individuo se infecte por transmision
horizontal por dia (r). Esta probabilidad cumple con:
(1 - r)" =probabilidad de sobrevivencia

donde T es el tiempo de exposicion. Usando como tiempo de exposicion 30 dias,
(tempo que una vinchuca estuvo potencialmente expuesta a otra previamente
infectada con el micoinsecticida, en los experimento de densidad) se obtuvo valor de r:

r=1-(0,5755)"% = 0,01825
-Estimacion de 6;

La estimacion de 6; se calculd en base al valor de “Hazard Ratio” (HR) o riesgo relativo

de morir por la infeccion fungica. El HR es una medida comparativa de cuanto mas
probable es que una vinchuca infectada por el hongo muera en un dia determinado en
comparacion con una vinchuca no infectada. El HR es constante (no depende de un

dia dado), y se calculé mediante la “Regresion de Cox” (Cox, 1972). La estimacién del
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HR mediante esta regresién se basa en conocer el efecto de la mortalidad del hongo
sobre las vinchucas. La descripcion y analisis de los calculos efectuados para la
estimacion de HR mediante le regresion de Cox no son presentados en esta tesis
debido a que exceden los objetivos propuestos.

Para estimar los valores de los i para cada estadio i, debemos recordar que, de
acuerdo al modelo desarrollado, la probabilidad de que un individuo infectado en el
estadio i muera en un dia determinado, dividido entre la probabilidad de que un
individuo no infectado en el estadio i muera en un dia, es justamente el “Hazard Ratio”
(HR) de este estadio y esta determinado esta dado por:

HR:= 1 - (Gi + Pi)8;/ 1 - (Gi + Pi)

Usando las estimaciones de Pi y Gi (tabla 2.A.) y HRi (mediante la regresién de Cox)
fueron calculados los valores de 6i mediante la siguiente igualdad:

6i = 1 + HR(Gi + Pi - 1)/Gi + Pj

En la tabla 2.B se muestran los valores correspondientes de los parametros para cada

uno de los estadios de T.infestans.

Tabla 2.B. Valores estimados de los parametros propuestos para el desarrollo del modelo matricial.

Estadio Gi Pi 6,

Huevo 0,9474 0,0437 0,99105764
N1 0,9499 0,0435 0,32609326
N2 0,9586 0,0364 0,497537641

N3 0,9669 0,0290 0,586273777
N4 0,9754 0,0217 0,533510981
N5 0,9843 0,0133 0,548553977
Adulto 0,9959 0,0000 0,584199161

Construccion de la matriz de proyeccion
Conociendo el valor de f, y con los datos de Pi, Giy 0i presentados en la tabla 2.B, se
construyo la matriz de proyeccién (figura XXIl) incluyendo todos los estadios sanos e

infectados de la figura XXI. Mediante métodos estandar de analisis de matrices, se
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estimo el parametro Ro (que representa la cantidad de individuos hembras que
reemplazara a cada hembra en la poblacion en el periodo de una generacion) y el
crecimiento poblacional. Debemos mencionar que el parametro demografico Ro es un
buen indicador de si la poblacién crece (Ro > 1), se mantiene constante (Ro = 0) o
decrece (Ro < 1) en funcion del tiempo.

Las simulaciones se efectuaron variando tanto el ndmero de trampas como la eficacia
de las mismas. La eficacia fue definida como una constante (con valores entre 0 y 1)
que multiplica ha a (la capacidad de infeccion de una trampa por dia) previamente
calculado. Eficacia = 1 implica que el a no disminuye del calculado en la ecuacion (3)
usando los datos de Pedrini et al., 2009. En nuestro caso se evaluaron “condiciones
adversas” (es decir aquellas en las que las trampas estarian en ciertas condiciones
donde eficacia sea mucho menor a 1 o0 sea, que el a como parametro que determina la
atraccion de las cajas fuera menor que el calculado usando los datos de unidades
experimentales del trabajo de Pedrini et al., 2009.

Las simulaciones se efectuaron con un numero de 0 y 20 trampas y valores de
eficacias de 0,0006 a 0,01, empleando el programa en MATLAB vinchucas 6.m., el
cual tiene como input el valor de n (numero de cajas) y el valor de eficacia que se
desea probar. Por ejemplo, el comando: >>vinchucas7 (1,0.5)

... calcula el Ro para 7 caja y una eficacia de 0,5 el resultado es Ro = 0,8297
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N1
N2
N3
N4
NS

N1*
N2*
N3*
N4*
N5*

A*

H N1 N2 N3 N4 N5 A N1* N2* N3* N4* N5* A*
G1 0 0 0 0 0 F 0 0 0 0 0 F
P1 G2*(1-f2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 P2*(1-f2) G3*(1-f3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 P3*(1-f3) G4*(1-f4) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 P4*(1-f4) G5*(1-f5) 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 P5*(1-f5) G6*(1-f6) 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 P6*(1-f6) G7*(1-f7) 0 0 0 0 0 0

0 [ x2=(G2 +P2)*f2 0 0 0 0 0 G2*02 0 0 0 0 0

0 0 X3=(G3 + P3)*3 0 0 0 0 P2*02 G303 0 0 0 0

0 0 0 X4=(G4+P4)*f4 0 0 0 0 P3*03 G4*064 0 0 0

0 0 0 0 X5=(G5 +P5)*f5 0 0 0 0 P4*04 G5*05 0 0

0 0 0 0 0 X6=(G6 + p6)*f6 0 0 0 0 P5*04 G6*06 0

0 0 0 0 0 X7=G7*7 0 0 0 0 P6*06 G707

Figura XXIl. Matriz de proyeccion. Como se indico anteriormente H= huevo, N1...N5 son las ninfas desde 1 a 5, A son los adultos, y los asteriscos representan los individuos

infectados. Los valores de fy de 0i, asi como los Pi y los Gi tienen la interpretacién dada en las definiciones anteriores. Los diferentes elementos de esta matriz se interpretan

como la probabilidad de eventos que se dan desde las columnas hacia las filas; por ejemplo, el elemento [ G2*(1-f2) ] de la segunda columna y segunda fila es la probabilidad

de que una Ninfa 1 “sana” se quede viva en ese mismo estadio en su condicion de sana, mientras que el elemento [(G2+P2)* f2 ] de la segunda columna y octava fila es la

probabilidad de que una Ninfa 1 “sana” se quede viva en ese mismo estadio pero pasando a una condicion de infectada. Obsérvese que toda la diagonal de esta matriz esta

compuesta de los elementos Gi (probabilidad de seguir vivo en el mismo estadio de una unidad de tiempo a la siguiente), mientras que toda la sub-diagonal estda compuesta

de los elementos Pi (probabilidad de pasar vivo al estadio siguiente de una unidad de tiempo a la préxima). El elemento que aparece identificado como F representa la

fecundidad de las hembras expresadas en huevos por dias. Para este valor se utilizaron datos del Dr. Rabinovich y los obtenidos en esta tesis correspondientes a los

experimentos sobre alteraciones en la capacidad reproductiva de hembras.
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B) Interaccion B.bassiana-deltametrina

Solventes, reactivos, enzimas y oligonucleétidos utilizados

La acetona utilizada fue grado proanalisis obtenidos de Carlo Erba (Milan, Italia).

La deltametrina, 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), pirogalol, glutatién reducido,
acido tiobarbiturico, inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), y el
H,O,, se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). El beta-mercaptoetanaol,
adquirieron en Promega (Madison, USA). Los primers para reacciones de PCR fueron
sintetizados por Macrogen (Corea).

Kits comerciales empleados

-Cuantificacion de proteinas: Micro BCA TM Protein Assay Kit (Pierce, Biotechnology
Rockford, USA)

-Extraccion de ARN: RNAeasy Plant Mini kit (Qiagen, Germany)

-Sintesis de ADNCc: iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, USA)

-Cuantificaciéon por PCR real time: iQ script SYBR Green (Bio-Rad Laboratorios, Inc)

Cultivo de B.bassiana

Se emplearon conidios de B.bassiana GHA obtenidos luego de crecer en un medio de
cultivo sdlido contenido en placas de Petri. La composicién del medio completo (MC)
soélido fue: 0,4g de PO4H.K, 1,49 de PO,HNa,, 0,6g de SO,Mg, 1g CIK, 1,4 g de
NO3;NH,4, 20 g de glucosa, 10 g de extracto de levadura y 15 g de agar disueltos en
1000 ml de agua destilada. Excepto en el medio de utilizado para determinar la
concentracion inhibitoria 50, para todos los experimentos la cepa fue crecida sobre la
superficie de una hoja de celofan (Hoefer, EE.UU.) en placas conteniendo el MC. En

todos los experimentos, las placas se incubaron a 26 °C durante 4 dias.

Obtencién de fracciones subcelulares fungicas

Luego de 4 dias de crecimiento, el hongo fue cosechado e inmediatamente colocado
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en una solucioén fria de buffer fosfato 50 mM pH 7 conteniendo PMSF 1mM. El micelio
fue procesado con un homogeneizador Mini-Bead Beater (BioSpec, Bartlesville, USA)
operado a 50.000 rpm, utilizando perlas de vidrio de 0,5mm de diametro. La
homogenizacion se realizdé en 4 ciclos de 30 segundos cada uno, manteniendo las
muestras en hielo entre cada ciclo para evitar el sobrecalentamiento producido por la
agitacion. Posteriormente el homogenato se centrifugé a 10,000 x g durante 20
minutos para remover mitocondrias y restos de células. El sobrenadante fue utilizado
para la determinacion de la concentracion de proteinas, la actividad enzimatica y la

peroxidacion lipidica.

Estimacion de la Concentracion inhibitoria media ( Clso )

Para este ensayo una suspension fungica con 1 x 10* conidios / ml fue dispersada
homogéneamente en la superficie de distintas placas conteniendo diferentes dosis de
deltametrina. La deltametrina, disuelta en acetona, fue agregada uniformemente
esparcida en toda la superficie, una vez solidificado los MC de las placas. Se
evaluaron las siguientes concentraciones de deltametrina: 0 (solo acetona), 40, 100
,250 y 625 mg/cm? de agar. Previo a la inoculacién de los conidios, la acetona fue
evaporada mediante una corriente de N,. Después de 4 dias de cultivo, se cuantifico
las unidades formadoras de colonias (UFC) de cada placa. La Cls, fue determinada
mediante un analisis Probit (Finney & Stevens, 1948). Tres réplicas fueron ejecutadas

para cada uno de lo MC con diferentes concentraciones de deltametrina.

Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas fue estimada segun por el método del &acido
bicinconinico (BCA) (Brown et al., 1989). Para la construccion de la curva patron se

utilizé una solucion estandar de 1,0 mg/ml de Sero albumina Bovina (BSA). La lectura
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de la absorbancia se realizé a 562 nm.

Cuantificacion de la actividad de enzimas antioxidantes

La cuantificacion de las actividades enzimaticas se efectuaron utilizando un
espectrofotdmetro Ultrospec 2100 pro (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), y cubetas de

cuarzo de 10 mm de paso de luz.

Actividad especifica superoxido dismutasa (SOD)

La actividad SOD fue cuantificada mediante el método de Marklund (Marklund &
Marklund, 1974). Este método se basa en la autoxidacion de pirogalol (a pH: 8,2 y 28
°C) que da como producto pirogalina (un compuesto amarillo) y radical superéxido que
autocataliza la oxidacion del pirogalol. La cinética de aparicion del producto de la
autoxidacion del compuesto se registra durante 1 min a 480nm. Se calculé el
porcentaje de inhibicién de la autoxidacion y se consideré que una unidad de actividad

enzimatica es la cantidad de enzima para lograr una inhibicién de 50 %.

Actividad especifica de catalasa (CAT)

La actividad especifica CAT fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
descomponer 1 ymol de H,O,/min *mg proteina a 25 °C. El consumo de H,0, (20 mM
en buffer fosfato 50 mM, pH 7) se midié espectrofotométricamente por el decaimiento

de la absorbancia a 240 nm (Beers y Sizer, 1952).

Actividad especifica glutation peroxidasa (GPx)

La actividad especifica de GPx se analizé mediante la cuantificacion de NADPH (St-
Clair & Chow CK, 1996). La técnica se basa en la determinacion de la oxidacién del
glutation reducido (GSH) por el perdxido de hidrégeno (H.O,) en una reaccion
catalizada por la GSH-Px (Reaccion 1). El GSH se mantiene a una concentracion
constante durante la reaccién mediante la adicion de glutation reductasa (GR; EC

1.6.4.2) asi, el glutation oxidado (GSSG) se reduce formando GSH y el NADPH es
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oxidado y consumido durante la reaccién (Reaccion 2).

2GSH +H,0p----- GSSG + 2 H,0 (Reaccion 1)

GSSG + NADPH - ------ 2 GSH + NADP (Reaccion 2)

La tasa de formacion de GSH es monitoreada mediante la disminucion en la
absorbancia a 340 nm producida por el consumo del NADPH a 37°C. La diferencia en
el consumo de NADPH entre el blanco y la muestra determina la actividad enzimatica
de GSH-Px, siendo ésta directamente proporcional a la disminucién en la absorbancia.

La actividad GPx fue expresada como pmol NADPH consumido/min*mg proteinas.

Actividad especifica glutation-s-tranferasa (GST)

La determinacion de la actividad especifica GST se realizé por el método de Habig
(Habig et al., 1984), utilizando 0,5 mM de (1-chloro-2,4-dinitrobenzeno) disuelto en
etanol y GSH 2,5 mM como sustrato. Se inicio la reaccion con el agregado de 20ul del
homogenato y se leyd la absorbancia de manera continua a 340 nm con lecturas de 1
minuto a 30°C. La actividad de la enzima se refiri6 como la cantidad de enzima

requerida para conjugar GSH con 1 ymol de CDNB/min*mg proteina

Cuantificacién de la peroxidacién lipidica (LPO)

La LPO fue estimada mediante el método de TBARS (sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico) (Esterbauer, 1996). Esta técnica consiste en cuantificar la cantidad de
malondialdehido, cuya formacion se considera como un indicador de lipoperoxidacion.
El malondialdehido, al ser mezclado con el acido tiobarbiturico, reacciona formando un
pigmento rosa que puede ser detectado a una longitud de onda de 530 nm. Los
resultados fueron expresados como nanomoles de sustancias reactivas a TBARS por
mg. de proteina y fueron calculados en base al coeficiente de extincion molar (€) de

malondialdehido de 1.56 x 10°M"'cm™.
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Analisis de expresion de genes

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Para la extraccién de ARN fueron utilizados 2,5g de micelio provenientes de cultivos
de B.bassiana, crecidos durante 4 dias con concentraciones de deltametrina de 0, 25,
50 y 500 ug /cm? El ARN se extrajo con el kit comercial utilizando DNAsa en la
columna de extraccion. La integridad del ARN fue evaluada mediante electroforesis en
gel de agarosa 1%. Para la sintesis de ADNc la cantidad de ARN molde se estimo por
fluorescencia utilizando el sistema Qubit (Invitrogen, USA). EI ADNc se obtuvo a partir
de ARN empleando los kit comerciales. La amplificacién fue ejecutada con un equipo
Mx3000P QPCR System (Stratagene, USA) utilizando como molde 20 ng del total de
ARN transcripto reverso obtenido. Este ADNc fue posteriormente utilizado como molde
para la evaluar la expresion de los genes de interés.

Cuantificacion de la expresion de los genes por PCR cuantitativa a tiempo real
(qRT-PCR)

Se cuantific6 mediante qRT-PCR la expresion de genes implicados en la sintesis de
enzimas detoxificantes (cyp, eh y gst) y antioxidantes (sod, cat y gpx). La
cuantificacién de la expresion de los genes cyp incluyé 6 genes que previamente
habian sido caracterizado en este laboratorio (Pedrini et al., 2010). Para los genes del
sistema antioxidante se evaluaron 3 genes sod y 4 cat. El total de genes analizados
(incluyendo los genes normalizadores) y sus secuencias se muestran en la tabla 2.C.
Previa a la cuantificacion por RT-PCR, todos los primers seleccionados fueron
evaluados mediante una amplificacion en PCR utilizando el ADNc anteriormente
obtenido.

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real qTR-PCR se basa el agregado de un
fluorocromo (que puede ser un agente intercalante o una sonda especifica) a la
mezcla de reaccion de PCR. El fluorocromo se une al producto amplificado y un

programa informatico va registrando el incremento de fluorescencia (proporcional al
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aumento de ADN) en cada ciclo. Esta informacion se refleja graficamente en curvas de
cinética de la reaccién para cada una de las muestras y controles. Para cada muestra
el programa calcula el numero de ciclo en el que el lector empieza a detectar un
incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la sefial de base. El ciclo en
el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia se denomina ciclo umbral
(Ct, de threshold cycle) y es inversamente proporcional a la concentracion inicial de
ADN molde presente en la muestra (Kubista et al., 2006).

Los valores registrados de Ct deben ser normalizados con respecto a determinados
genes usados como referencia. La condicion que debe cumplir este gen es que se
exprese en forma constante en todas las condiciones estudiadas.

Para la amplificacion del ADNc fue utilizado el siguiente programa: desnaturalizacién a
95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos con la amplificacion de 3 segmentos (30s a
95 °C para la desnaturalizacién, 30s a 56 °C para la hibridacién, y 30s a 72 °C para
alargamiento de la cadena de ADN). Para confirmar la amplificacion solo de productos
especificos, se realizé una etapa de la temperatura de fusion.

Los controles negativos fueron realizados utilizando ADNc obtenido sin el agregado de
transcriptasa inversa como molde. Como control blanco, fueron efectuadas reacciones
con primers sin el agregado de ADNc. En total se utilizaron 3 muestras independientes
de cultivos controles y con el agregado de deltametrina (25, 50 y 500 ug/cm?). Cada
una de las muestras fue corrida en el qRTi-PCR por duplicado, utilizando B-tubulina
como gen normalizador. La B-tubulina es una de las constituyentes de los microtubulos
que componen el citoesqueleto y esta involucrada en el movimiento y transporte
intracelular (Beltramo et al., 1989). La expresion de los genes se estim6é mediante la
relaciéon de expresion (R), dada por la siguiente ecuacion:

( Ce(control) - (, (muestra))
R= gen objetivo

o (Cy (control)  — C, (muestra))
gen referencia
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Un valor de R = 1, indica que el gen de interés se expresa igual ya sea en presencia o
ausencia de deltametrina. E = 1 + e, (donde e es la €ficiencia de la PCR). El valor de e
para cada par de primers se calculé a partir de curvas de calibracion obtenidas
empleando diferentes cantidades del pool de muestras. Las diluciones seriadas de
ADNCc fueron realizadas empleando un pool de todos los ADNc de cada una de las

muestras.
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Tabla 2.C. Secuencias de los primers utilizados en las reacciones de PCR a tiempo real para medir la expresion de los genes de interés.

Nombre Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3°) Cita
qSODq ACAACACCAACGGCTGCACC ACGGCCAACAACGCTGTGAG Xie et al., 2012
qSOD; CCAGTGTTTGGCATTGACATG TCAGCCGTCTTCCAGTTGATG Xie et al., 2012
qSODs ACATCAATCACACTCTCTTCTG GCGTTGGTCTGCTTCTTG Xie et al., 2012
qCATA GAAAGCCGCGCAAGTGAAAG TCTCTGGCAAAGACATCCAG Wang et al., 2013
qCATs GAAGACGCCCATGTTTGTTCG AAAGTTGCCCTCATCGGTATAGC Wang et al., 2013
qCATp TGTACTGGGGCTCCGAACC ATGAGACCTGTGTAGCGTTAG Wang et al., 2013
qCATc TGCTGGACGATGTGTCTGAC CACGCACCGTATCGCTAGAG Wang et al., 2013
qCATp GCGCTCGCAGTGACTGTAC CTAGCACGGCCCTGTATAATGG Wang et al., 2013
qGPx CAAGGTCGTCCTCGTCGTCAAC CTTGTCGCCATTGACCTCCACC Forlani et al., 2013
qGST TCTTGTAGCCAGCCCTCCATCG AGAGATGTGGTCGCGGAACGA Forlani et al., 2013
qCYP52X1 CTACGGCAGCAACTACTGGA CCGGCGAGCAGTATGTTGAT Pedrini et al., 2010
qCYP655C1 AACGAGTATCGGCCTGAACGCTG AATACGCATTCTGGCCCTAAACGG Pedrini et al., 2010
q CYP5337A1 | GTCCGGATGCAATGGAGTG GCGGCTTATTACGATCGACC Pedrini et al., 2010
q CYP52G11 ACCTTTGGCGGCTACGAGAACC AACGGCCTGACCCTTCTTGACG Pedrini et al., 2010
q CYP539B5 GGCGTCGTATCATCTTCACC GCTGGCAACTTGGAGATGAG Pedrini et al., 2010
g CYP617N1 | GATGCGCACGAGTTCAACC GGACATGCCAGCTCCGATT Pedrini et al., 2010
qEH GTGACGAGGACTTGGTTGC CCACCCATGAATGAATGC Pedrini, 2006
qTub GATGGCTGCTTCTGACTTCC TTACGCATCTGGTCCTCAAC Pedrini, 2006
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RESULTADOS

A) Interaccioén B.bassiana-T.infestans

Estimacion de Mortalidad (%), TLM y Dosis Letal 50(LDsc)

Todos los estadio resultaron altamente susceptibles al micoinsecticida formulado en
polvo (tabla 3.A). En ninfas, el porcentaje de mortalidad varié de 81,7 % % 6,2 %
(cuarto estadio) a 100 % (primer estadio), y el TLM de 5,1 £ 0,4 dias (primer estadio) a
9,1 £ 1,5 dias (cuarto estadio). En los insectos adultos, la mortalidad fue del 87,5 % *
14,0% con un TLM de 10,9 * 2,4 dias. No se encontraron diferencias significativas (p >
0,05) en el porcentaje de mortalidad entre todos los estadios. Sin embargo, para el
TLM se observé diferencia significativa entre ninfas | y los demas estadios (p < 0,05,
test tukey). No se observd mortalidad en los insectos control.

La eclosién no fue significativamente diferente (p > 0,05) entre los huevos expuestos al
micoinsecticida (73,8 % = 6,2 %) y los control (77,5 % % 7,2 %). La DLs, calculada en

ninfas de cuarto estadio, fue de 2,39 x 10° conidios/ml (tabla 3.B).

Tabla 3.A. Virulencia de un micoinsecticida de B.bassiana formulado en polvo (conidios: tierra de

diatomea, 2:1g: g.) frente a diferentes estadios de T.infestans.

Estadio Mortalidad (%) TLM (dias)
Ninfa | 100 51+04*
Ninfa Il 87,0+ 12,0 8,2+2,0
Ninfa Ill 92,7+ 4,8 8,7+0,9
Ninfa IV 81,7+ 6,2 91+1,5
Ninfa V 89,5+ 13,9 8,3+1,6
Adultos 87,5+ 14,0 10,924

Notas: Todos los insectos estadios fueron contaminados por contacto con el micoinsecticida formulado
en polvo de esporas (3 x 10" conidios/gramo). La mortalidad fue evaluada diariamente durante 15 dias.
Los valores representan la media + el error estandar. Abreviaciones: TLM: tiempo letal medio.

*Diferencia significativa p < 0,05 (tukey test).
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Tabla 3.B. Determinacién de concentraciones letales de B.bassiana GHA en ninfas de T.infestans

Dosis TLM Mortalidad
(conidios/ml) (dias) (%)

x 10° 13,11 £ 3,72 14,28 £ 9,75

x 10° 8,72+ 4,19 17,50 + 12,50

x 10° 8,54 + 3,81 26,87 + 9,81

x 10 6,33 + 0,89 78,00 £ 17,80

x 10° 4,85+ 0,43 95,00 + 10,00

Notas: Los valores representan la media + el error estandar. Las CLsyp y CLgs fueron de 2,39 x 10 6 y

0.23 x 10° conidios/ml respectivamente, R? = 0,8.

Abreviaciones: TLM: tiempo letal medio.

Cuantificacion de los parametros reproductivos

Los parametros reproductivos fueron significativamente afectados por la infeccién

fungica (Tabla 3.C). Sdélo el 57% de las hembras expuestas al micoinsecticida

ovipusieron, en comparacién con 100% de los controles (tabla 3.C). El numero de

huevos / hembra se redujo significativamente de 35,6 £ 15,5 (hembras control) a 9,89

1+ 12,14 (hembras contaminadas). No se detectaron diferencias significativas sobre la

fertilidad de los huevo entre ambos tratamientos. Todas las hembras contaminadas

resultaron muertas por el hongo con un TLM de 8,27 + 2,75 dias. No se observo

mortalidad en las hembras control en el periodo de estudio.

Tabla 3.C. Parametros reproductivos de hembras de T.infestans expuestas al micoinsecticida.

Nimero de Hembras que Huevos por Fertilidad de los
Tratamientos hembras oviponen (%) hembra huevos (%)
Control 18 100* 35,61 + 12,50* 85,90 +9,04
Contaminadas 28 57 9,80+ 12,14 83,98 + 21,00
*p < 0,05 (t Student).
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Tabla 3.D. Capacidad de diseminacion de esporas de un insecto expuesto al micoinsecticida en

diferentes periodos de tiempo.

Periodo de tiempo (dias) después de la exposicion al micoinsecticida

Parametros 0 2 4 7 ANOVA (P)

Mortalidad (%) 56,2+12,0 43,7+6,2 43,7+18,7 469%120 0,9245
TLM (dias) 14,4+ 3,0 14,1+£3,5 154+15 185+14 0,4233

Notas: Los parametros corresponden a la media * erros estansdar de ninfas infactadas por transmicion

horizontal.

Efecto de la densidad de insectos en la autodiseminacion

El efecto de la densidad de insectos en el % mortalidad fungica por autodiseminacion
se muestra en el grafico 1. La mortalidad fue significativamente diferente (p < 0,05
ANOVA) entre las unidades experimentales con "baja densidad" (35 insectos) y las de
"alta densidad" (140 insectos), ambas con una relacion de insectos sin
contaminar/insecto contaminado de 2,5 y 13, respectivamente. Los valores de
mortalidad fueron del 11,9% + 3,6% para las unidades experimentales de "baja
densidad" y el 29,5% + 6,2% para las de "alta densidad". Por su parte, en las unidades
experimentales de densidad "intermedia" (con una relacion de insectos sin contaminar
y contaminados igual a 6) se estimé una la mortalidad por transmisién horizontal de

20,5% * 7,1%.
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Efecto de la densidad de T.infestans en la transmision
horizontal de B.bassiana
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Grafico 1. Efecto de la densidad de insectos en la autodiseminacion de esporas. Los valores
corresponden a las medias + el error de los porcentajes de mortalidad por autodiseminacion de 3
repeticiones. Los porcentaje de mortalidad fueron calculados como se indica en la seccién Materiales y

Metodos (pag. 50).

Determinacién de la actividad residual del micoinsecticida

Los resultados indican que el micoinsecticida mantuvo su capacidad infectiva frente a
ninfas luego de permanecer expuesto durante 5 meses a condiciones de temperatura
y humedad no controladas (graficos 2.A y 2.B). No fueron observadas diferencias
significativas (P > 0,05 t Student), tanto para porcentaje de mortalidad como en el TLM
entre ninguno de los tiempos evaluados. En ninfas de primer estadio, la mortalidad fue
del 100% a tiempo 0 (micoinsecticida sin ser expuesto a condiciones ambientales no
controladas), y 952% + 2,1% a tiempo 5 (grafico 2.A). Los respectivos TLM
registrados fueron 5,1 + 0,3 dias y 5,8 £ 0,1 dias (grafico 2B). Por su parte, en ninfas
de tercer estadio se observo una mortalidad de 93,0% + 2,4% (Tiempo 0) y 69,6% *
7,9% (Tiempo 5) respectivamente (grafico 2.A). Los valores correspondientes a TLM

fueron 8,7 £ 0,5 dias y 10,4 + 0,6 dias (grafico 2.B).
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Grafico 2. Determinacion de la capacidad insecticida residual del micoinsecticida expuesto a condiciones
ambientales no controladas durante 5 meses. Los valores representan la media + error estandar de

Mortalidad (A) y TLM (B) para los insectos expuesto al micoinsecticida a intervalos mensuales.

Evaluacion de trampas de infeccidon en experimentos a campo

Se evalud el desempeino de trampas de infeccion, conteniendo el micoinsecticida
formulado en polvo y feromonas de agregacion de T.infestans, en 7 viviendas de la
zona de Salvador Mazza (Salta). EI numero de insectos vivos iniciales por vivienda
vario entre 10 a 63 (tabla 3.E). Luego de 30 dias de iniciados los experimentos, fueron
cuantificados tanto los insectos vivos como los muertos (tabla 3.F). Respecto al total
de estadios adultos, se obtuvo un valor promedio de mortalidad por B.bassiana de

53,2 £+ 11,8%, mientras que para ninfas este valor fue de 12,7 £ 5,7% (tabla 3.F).

Pagina

74



RESULTADOS

Una segunda evaluacion fue realizada después de 60 dias de iniciados los
experimentos, recolectandose todos los insectos vivos y muertos. Se cuantificd, para
adultos y ninfas un porcentaje de mortalidad promedio de 45,1 + 5,6% y 12,6 % 3,4%,

respectivamente (tabla 3.F). .

Finalmente, si referimos el porcentaje de mortalidad por infeccion fungica acumulada
desde el inicio de los experimentos, con respecto al total de insectos vivos iniciales, se
obtiene un valor de mortalidad promedio de 81,9 £ 12,8% y 53,4 £ 17,5% para adultos
y ninfas respectivamente (grafico 3). Respeto al total de la poblacion, la mortalidad

acumulada fue de 67,6 + 11,0% (grafico 3).

Tabla 3.E. Total de viviendas evaluadas y numero de insectos iniciales estimados.

Viviendas Estadios Estadios
evaluadas Ninfales Adultos

1 22 11

2 19 5

3 29 34

4 17 9

5 3 7

6 8 13

7 11 10

Nota: Los experimentos fueron realizados en viviendas habitadas, infestadas con insectos resistentes a
insecticidas pietroides, durante los meses de noviembre (2009) y enero (2010). Inicialmente fueron
colocadas 6 trampas/ambiente. El nUmero de insectos vivos fue estimado mediante hora/ hombre sin la

utilizacién de agente espurgante.
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Tabla 3.F. Efecto de las trampas de infeccidn sobre el nimero de T.infestans en las viviendas.

Periodo de tiempo después de colocadas las trampas

30 dias 60 dias

Total de insectos Insectos muertos por Total de insectos Insectos muertos por
(vivos y muertos) B.bassiana (%) recolectados B.bassiana (%)
Ninfas Adultos Ninfas Adultos Ninfas Adultos Ninfas Adultos

9 10 33,3 70,0 76 27 18,4 51,9

4 5 0 60,0 0 3 0 66,7
38 15 2,6 0,0 59 14 11,9 28,6
34 9 35,3 77,7 26 14 23,1 57,1
4 10 0,0 50,0 14 7 18,7 28,6
20 4 10,0 25,0 25 21 4,0 33,3
13 10 7,7 90,0 16 2 0 50,0

Nota: A los 30 dias de iniciados los experimentos, se cuantificaron tanto insectos vivos como muertos;
so6lo se recolectaron los muertos. Luego de 60 dias, las trampas fueron retiradas y recolectaron tanto T.

infestans vivos y muertos. La viabilidad de los insectos vivos se determin6 hasta 40 dias post-recoleccion.

Calculado sobre el total de insectos.

100 -

80 -

4]

40 -

Mortalidad (%)

20 -

Ninfas Adultos Totales

Grafico 3. Porcentaje de mortalidad acumulativa de T.infestans por infeccion fungica. Los valores

corresponden a la media + error estandar del porcentaje de mortalidad acumulada luego de 2 meses de

tratamiento, respecto al total de T.infestans vivos cuantificados inicialmente (tabla 3. E).
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Simulacién de la dinamica poblacional de T.infestans en presencia de B.

bassiana

Efecto sobre la tasa de recambio poblacional (Ro)

El grafico 4 muestra el valor resultante de Ro a partir del analisis de la matriz de
proyeccion (pagina 60) después de evaluar el modelo para un numero de trampas
entre 0 y 20 y eficacias con valores de 0,0006, 0,0012 y 0,0024. Se observa que con
un numero de trampas igual a 0 (control) el valor de Ro estimado fue de 3,43. Si
consideramos una eficacia de 0,0006, que de acuerdo a la ecuacion 4 (pagina 57)
equivale a 0,03% infectados por una trampa/dia, el valor de Ro resulta mayor que 1 (la
poblacion crece). Sin embargo, una eficacia de 0,0012 (0,06% de insectos infectados
por una trampa/dia) y un nimero de trampas igual a 20, el valor de Ro disminuye a
0,955. Asimismo, para una eficacia de 0,0024 (0,12% de insectos infectados/dia) y al
menos 10 trampas, el valor de Ro también resulta menor a 1. Manteniendo esta
eficacia e incrementando el nimero de trampas, los valores de Ro resultan del orden

del 0,5.

4,0 7 Eficacias

————  0.0006
38/ 00 - 0.0012

0.0024

3,0

2,5 1

2,0

1,5

1,0 -

Tasa neta de crecimiento (Ro)

0,5

0,0 - T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Numero de trampas

Grafico 4. Valores de tasa neta de crecimiento (Ro) para diferentes combinaciones de eficacias y numero
de trampas. La linea horizontal identifica la condicion critica de Ro = 1 (el numero de insectos de la

poblacidon se mantiene constante), para R < 1 la poblacién decrece en el lapso de una generacion).
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Efecto sobre la densidad poblacional

Los graficos 5, 6 y 7 muestran cémo varia la densidad poblacional de T.infestans en el
tiempo, considerando un numero de 5, 10 y 20 trampas con valores de eficacias de
0,01, 0,005y 0,001.

Las simulaciones se iniciaron con un numero pequefio y arbitrario vinchucas
infectadas. En nuestro caso se utilizé una poblacion inicial compuesta arbitrariamente
por: huevos = 30; vinchucas sanas de |, I, lll, IVV y Ad @ = 30, 20, 10, 9, 8, 5
respectivamnte; vinchucas infectadas de I, I, lll, IVV y Ad @ =6, 7,0, 10, 0, 5
respectivamente; Poblacion Inicial total (sin huevos) = 100; Poblacién Inicial total
“sana” (sin huevos) = 82; Inicial total “infectada” (sin huevos) = 28 respectivamente.
Para todas las simulaciones se observa que considerando trampas con una eficacia de
0,001 (0,058% de insectos infectados por trampa/dia), la poblacion crece. Sin
embargo, dependiendo del niumero de trampas, este crecimiento puede ser
significativamente diferente.

Para reducir la poblacién, se desprende que con 5 trampas y suponiendo un valor de
eficacia de 0,01 (0,58% de insectos infectados por trampa/dia) la poblaciéon disminuye
mas del 80% luego de los 300 dias (grafico 5). Empleando 10 trampas y considerando
una eficacia de 0,005 (0,26% de insectos por trampa/dia), obtenemos una reduccion
similar (grafico 6). Se observa que con 10 trampas, y una eficacia de 0,01, la poblacién
se reduce en mas del 50% luego de los 100 dias (grafico 6). EI mismo resultado se
obtiene empleando 20 trampas y suponiendo una eficacia de 0,005 (grafico 7). Por
ultimo, con 20 de trampas, pero considerando un valor de eficacia de 0,01, la
poblacion se reduce a la mita antes de los 50 dias (grafico 7). Para esta simulacion, el
porcentaje de insectos infectados por todas las trampas, de acuerdo a la ecuacion 4,

resulta del 11%/dia.
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Grafico 6. Evolucion en el tiempo de la densidad poblacional de T.infestans como resultado de una

simulacién en base a un niumero de 5 trampas y eficacias con valores de 0,01, 0,005 y 0,001.
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Grafico 7. Evolucién en el tiempo de la densidad poblacional de T.infestans como resultado de una

simulacién en base a un numero de 10 trampas y eficacias con valores de 0,01, 0,005y 0,001.
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Grafico 8. Evolucion en el tiempo de la densidad poblacional de T.infestans como resultado de una

simulacion en base a un numero de 20 trampas y eficacias con valores de 0,01, 0,005y 0,001.
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B) Interaccion B.bassiana-deltametrina

Determinaciéon de Concentracion Inhibitoria 50 (Cls)

La Clso fue determinada en cultivos de B.bassiana expuestos a concentraciones de 0 a
625 ug/cm2 de deltametrina. Luego de 4 dias de crecimiento se obtuvo una Cls, de
50ug deltametrina/cm? (r? = 0,92) (tabla 3.G). Las dosis de deltametrina utilizadas para
cuantificar la concentracién de proteinas; la expresion de los genes, las actividades de

las enzimas y los grados de peroxidacion lipidica variaron entre 0,5Clso y 10Cls.

Tabla 3.G. Efecto de la deltametrina en la germinacion de esporas y determinacion de la concentracion

Inhibitoria 50 (Clsp).

Deltametrina Unidades formadoras

(ugl/cm?) de colonias (UFC)
Control 648 + 14
0 687 £ 21
16 600 £ 27
40 475 + 21
100 2797
250 147 £ 8
625 85+9

Nota: Clsg= 50|.|glcm2, r? = 0.92. La Clso fue calculada por el método probit. Los valores representan la

media de 3 réplicas + error estandar.

B.bassiana crecida en medios de cultivos sin el agregado de acetona.

Actividad de enzimas del sistema antioxidante

La actividad SOD mostré diferencias significativas entre los tratamientos y el control
(grafico 9). Los valores de actividad variaron de 6,5 + 1,0 U/mg (de control) a 8,6 £ 0,5
U/mg (250 ug/cm?). A la dosis mas alta de deltametrina (500 ug/cm?), la actividad SOD

se redujo a niveles similares a los controles (grafico 9). Respecto a la actividad CAT no
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fueron observadas diferencias significativas entre los tratamientos y el control (grafico
10). Sin embargo, a la dosis mas alta del insecticida, la actividad fue significativamente
reducida (51,6 + 4,0 U/mg) en comparacion con dosis menores (grafico 10).

La actividad GPx no mostré diferencias significativas entre los tratamientos, con

valores entre 4,7 + 0,6 (control) y 6,3 + 0,5 U/mg (250ug/cm?) (grafico 11).

10 - Superoéxido Dismutasa (SOD)
b

actividad especifica
(wumoles min "mg™)

0 - — T T T T ]
100 200 300 400 500

Deltametrina (uglcmz)

o

Grafico 9. Actividad enzimatica antioxidante SOD de B.bassiana expuesta a diferentes dosis de
deltametrina. Los valores representan la media de 6 a 12 réplicas + desviacion estandar. Las letras

distintas indican diferencias significativas (test Tukey).
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Grafico 10. Actividad enzimética antioxidante CAT. Las letras distintas indican diferencias significativas

(test Tukey).
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10 Glutation Peroxidasa (GPX)
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Grafico 11. Actividad enzimatica antioxidante GPX. Las letras distintas indican diferencias significativas

(test Tukey).

Actividad especifica GST

La actividad GST no presenté diferencia significativa en comparacion con los
controles a 25ug de deltametrina/cm? (0,11 + 0,01 U/mg) (gréfico 12). Sin embargo,
una significativa disminucién (0,07 £ 0,005 U/mg), se determiné a concentraciones del
insecticida = 50ug/cm?.
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Grafico 12. Actividad enzimatica GST. Las letras distintas indican diferencias significativas (test Tukey).
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Cuantificacion de peroxidacion lipidica

El grafico 13 muestra los valores medios de peroxidacion lipidica en B.bassiana,
resultantes del ensayo de TBARS para cada una de las dosis de deltametrina
testeadas. Los niveles de TBARS fueron significativamente superiores en los cultivos
expuestos a concentraciones de deltametrina de 250 y 500 pg/cm? (0,25 + 0,02 y 0,25
+ 0,01 ymol TBARS/mg proteina) en relacion a los controles (0,18 = 0,01 pmol

TBARS/mg); dosis inferiores del insecticida no resultaron en diferencias significativas.
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Grafico 13. Niveles de peroxidacion lipidica estimados por TBARS en B.bassiana crecidas en diferentes

dosis de deltametrina. Las letras distintas indican diferencias significativas (test Tukey).

Expresion diferencial de genes

Extraccion de ARN

El ARN se extrajo de cultivos de B.bassiana crecidos durante 4 dias como se describe
en la seccion materiales y métodos. EI ARN presentd una buena calidad para las
posteriores aplicaciones. En la figura XXIIl puede observarse las dos bandas de ARN

ribosémico 18S y 28S, con una relaciéon aproximada de 2:1.
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18s

28s

Figura XXIll. Gel de agarosa de 1% para ARN total extraido de B.bassiana crecida en los cultivos
controles y con diferentes dosis de deltametrina (25, 50 y 500 ug/cmz) donde se muestran las

subunidades mayores de ARNr.

Cuantificaciéon de la expresion génica

La eficiencia de las amplificaciones por qRT-PCR de cada uno de los genes
cuantificados fue evaluada mediante curvas estandares. De la tabla 3.H se desprende,
para todas las curvas, buenos coeficientes de regresion (r> > 0,98) y porcentajes de
eficiencias superiores al 65%. La B-tubulina resulté un buen gen normalizador, ya que,
tanto en los cultivos con deltametrina como en los controles se obtuvieron valores

similares de Ct.

Tabla 3. H. Eficiencias (%) y valores de R® de primers obtenidos mediante curvas estandares.

Primers Eficiencia R?
(%)
CATA 100 0,99
CATB 100 0,99
CATC 98,9 0,99
CATD 100 0,99
SOD1 75,5 0,97
SOD2 99,9 1
SOD3 95 0,99
GPx 98 0,99
GST 65 0,92
EH 71,1 0,98
B-tubulina 93,7 0,9
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Genes detoxificantes

Los resultados indican que 5 de los 6 genes cyp analizados resultaron inducidos en al
menos una de las dosis de deltametrina ensayadas en relaciona a los controles
(grafico 14). El nivel de expresion fue diferencial para cada uno de los genes; a dosis
de deltametrina > 50ug/cm?, cyp52X1 fue inducidos en mas de 2 veces. Asimismo,
cyp617N1 incrementd su expresion en mas de 2 veces en todas las concentraciones
de deltametrina. Por su parte, cyp655C1 y cyp539B5 fueron inducidos entre 1,5y 1,8.
El gen cyp52G11 no mostrd variaciones significativas en comparacion con los cultivos
crecidos sin deltametrina.

Los cultivos de B.bassiana expuestos al insecticida incrementaron significativamente
los patrones de expresiéon de los genes eh y gst (grafico 14). En promedio, para las
tres dosis de deltametrina, tanto eh como gst se indujeron 1,7 y 1,4 veces,
respectivamente. Asimismo, gst se expresd de manera significativa en todas las dosis

del insecticida.

relacién de expresion
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Grafico 14. Patrones de expresion de genes del sistema detoxificante de B.bassiana expuesta a distintas
concentraciones de deltametrina. La linea de trazos muestras una relacién de expresion = 1, lo cual indica
que el gen se expresa igual ya sea en presencia o ausencia de deltametrina. Los valores la representan la
media de 3 réplicas + desvio estandar.

El asterisco indica diferencia significativa comparada con el control (student’s test).

Dosis de deltametrina evaluadas: Il o5 ,q/cm? 0 50 ug/cm? EEEEE 500 ug/cm?.
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Genes del sistema antioxidante

La expresion de genes sod y gpx resulté significativamente aumentada en los cultivos
expuestos a deltametrina (grafico 15). Los genes sod2 y sod3, exhibieron un nivel de
transcripcién mayor que el gen sod17. La induccién por deltametrina varié de 1,8 (sod3)
a 2 veces (sod2) en promedio. El gen gpx se expresd entre 1,5 y 1,8 veces en
comparacion con los controles, dependiendo de la dosis de deltametrina evaluada.
Todos los genes cat mostraron un incremento significativo en los niveles de expresion
en presencia de deltametrina (grafico 15). Los genes catB y catD (que codifican para
catalasa secretada) resultaron inducidos en promedios en mas de 2 veces.

Los genes catA (espora-especifico) y catC (citoplasmatica) se expresaron

significativamente 1,7 veces en comparacion con los cultivos controles.

relacion de expresion

L]

sodl sod2 sod3 catA catB catC catD gpx

Grafico 15. Patrones de expresion de genes del sistema antioxidante de B.bassiana expuesta a distintas
concentraciones de deltametrina.

El asterisco indica diferencia significativa comparada con el control (student’s test).

Dosis de deltametrina evaluadas: Il 55 ,q/cm? 0 50 ug/cm?, IEEEE 500 ug/cm?.
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DISCUSIONES

Interaccion B.bassiana-T.infestans

Capacidad bioinsecticida de B.bassiana GHA

T.infestans es el principal vector de la enfermedad de Chagas en nuestro pais.
Actualmente la problematica de esta enfermedad es abordada con gran preocupacién
debido a las fallas en el control quimico de los insectos vectores en algunas provincias
de norte, especialmente por el desarrollo de resistencia deltametrina, lo cual, ha
llevado al uso de insecticidas mas agresivos para los humanos, como los
organofosforados. Estas medidas de control son cuestionadas principalmente por
riesgos para la salud humana y sus elevados costos operativos.

Teniendo en cuenta la alta susceptibilidad de distintas especies de triatominos a los
hongos entomopatdégenos, estos microorganismos constituyen una alternativa
novedosa y prometedora para el control biolégico de insectos vectores de la
enfermedad de Chagas (Pedrini, 2009), sin embargo, a la fecha aun no existen

micoinsecticidas registrados.

Este es el primer trabajo que demuestra la susceptilidad de todos los estadios de
T.infestans a una cepa de B.bassiana. Se obtuvo un porcentaje de mortalidad que
varid, dependiendo de los estadios, del 82% al 100%, y un TLM de entre 5 y 10 dias
(tabla 3.A). Si bien en este trabajo no se discriminé entre machos y hembras, en
cuanto a su susceptibilidad, ensayos preliminares indican que no hay diferencias entre
ambos sexos. La DLs,, determinada en ninfas de cuarto estadio, fue de 2.39 x 10°
conidios/ml. Un valor similares de DLs, fue estimado en investigaciones previas,
empleando distintas cepas de B.bassiana frente a ninfas de T.infestans (Lecuona et
al., 2001). Respecto a TLM, se observé una diferencia significativa entre las ninfas de
primer estadio y los demas estadios (tabla 3.A). Esta diferencia podria ser debido a las
propiedades de resistencia y dureza de la cuticula, atribuidas a los procesos de

esclerotizacion que se originan luego de la ecdisis (muda) (Andersen, 2005).

Pagina

89



DISCUSIONES

La eclosion de los huevos no resulté afectada por exposicion al micoinsecticida. No
hay informacién previa sobre los efectos ovicidas de hongos entomopatdégenos contra
triatominos; sin embargo, en otros insectos la actividad ovicida de los hongos depende
de las especies y cepas seleccionadas (Luz et al., 2011). Por otra parte, debemos
mencionar la ausencia de poder ovicida contra huevos de triatominos también ha sido

demostrada en distintos insecticidas quimicos (Zerba & Rubeda 1976a y1976b).

Aunque la virulencia de un hongo entomopatégeno hacia el insecto huésped es
medida principalmente en términos de porcentaje de mortalidad y TLM, otros
parametros necesarios e importantes a evaluar, debido a su efecto sobre el
crecimiento de poblaciones, son las alteraciones sobre la capacidad reproductiva
como la fecundidad y fertilidad (Fargues et al., 1991; Ekesi & Maniania, 2000).

Este es el primer trabajo que estudia los efectos de un hongo entomopatégenos sobre
la capacidad reproductiva en hembras de T.infestans. Demostramos que tanto el
namero de hembras que oviponen como la relacion huevos/hembra fueron
significativamente menores en los insectos contaminados, en comparacion con los
controles (tabla 3.C).

Las alteraciones en la actividad reproductiva han sido reportadas en otros insectos
vectores de enfermedades, luego de ser expuestos a hongos entomopatdgeno. Tanto
en el mosquito Anopheles gambiae como en la cucaracha (Blattodea: Blattellidae) se
demostré una disminucion significativa en el nimero de huevos por hembra cuando
fueron contaminadas con diferentes dosis de M.anisopliae (Quesada-Moraga et al.,
2004; Scholte et al., 2006). Asimismo, en insectos de plagas agricolas han sido
observadas alteraciones en la fecundidad y fertilidad luego de su exposicién a
B.bassina (Fargues et al., 1991; Fargues et al., 1994) y M.anisopliae (Thomas et al.,
1997; Ekesi & Maniania, 2000; Blanford & Thomas, 2001).

A pesar de que no son conocido los efectos especificos sobre la reproduccién, se

sugiere que las lesiones histolégicas y citoldgicas de los ovarios (Sikura et al., 1972) o
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una disminucion de sustancias esenciales para la reproduccion como resultado de
alteraciones del cuerpo graso (6rgano de reserva nutrientes) debido al efecto de las
toxinas, en conjunto con el dafo fisico producido por el crecimiento de las hifas,
podrian ser algunos de los mecanismos que afecten la capacidad reproductivas de las
hembras.

Por dltimo, debemos mencionar que la eclosion de los huevos no resultd
significativamente diferente entre las hembras infectadas y controles. En T.infestans
ha sido demostrado que este parametro varia en funcion a la temperatura y la
humedad relativa y generalmente en condiciones de laboratorio sus valores llegan a

ser superiores al 80% (Juarez, datos no publicados; Ravinobich, 1972).

Autodiseminacion de esporas fungicas

La infeccidén fungica puede diseminarse entre insectos mediante un mecanismo de
transmisién horizontal (autodiseminacién), el cual, consiste en una transferencia
pasiva de conidios presentes en la superficie de insectos infectados (vivos 0 muertos)
a insectos sanos (Quesada-Moraga et al., 2004). Para que este evento ocurra, es
esencial un contacto estrecho entre ambos insectos. Este mecanismo ha sido
demostrado que puede ocurrir durante la cépula en algunos insectos (Scholte et al.,
2005; Quesada-Moraga 2008). En T.infestans su comportamiento gregario (que
permanece agrupados en contacto estrecho durante la mayor parte del dia), podria
potenciar la contaminacién de las esporas entre los insectos.

En experimentos de laboratorio comprobamos que insectos previamente expuestos al
micoinsecticida mantienen sin cambios significativos la capacidad de transferir
conidios a otros insectos, durante al menos una semana, produciendo una mortalidad
del 50% en los insectos contactados (tabla 3.D). Por otro lado, este es el primer
trabajo que relaciona la densidad de insectos con la mortalidad por autodiseminacion.
Demostramos que manteniendo constante el numero de insectos infectados con el

micoinsecticida, la mortalidad por autodiseminacién se incrementa proporcionalmente
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en funcién del niumero de insectos sin infectar (grafico 1). Aunque no sabemos si esta
tendencia se mantiene a densidades de insectos mayores que las experimentadas, los
resultados sugieren que la autodiseminacién de esporas entre los insectos podria ser

un mecanismo importante de contaminacion.

Determinacion de la actividad residual del micoinsecticida

Los principales factores que limitan el empleo de los hongos entomopatégenos son el
modo de aplicacion y la formulacion de los ingredientes activos (esporas) (Braga et al.,
2001; Lord, 2001; Maniania et al., 2006). Se ha establecido que la efectividad de los
hongos contra los insectos blancos puede ser incrementada mediante la optimizacién
de aquellos factores (Faria & Wraight, 2007).

En cultivos agricolas el uso mas difundido de los hongos entomopatdgenos es
mediante rociado de suspensiones liquidas, sin embargo, los costos de su
manipulacion y la pérdida de viabilidad de las esporas implican serios inconvenientes
(Braga et al., 2001; Lord, 2001; Maniania et al., 2006).

Los micoinsecticidas formulados en polvo, en combinacion con materiales inertes, han
mostraron ser efectivos como potenciales métodos de control, especialmente en
insectos plagas de granos almacenados (Lord, 2001; Akbar et al., 2004; Oliveira &
Alves, 2007; Vassilakos et al., 2006).

Nuestro grupo de investigacion comprobd la efectividad de un formulado en polvo
conteniendo esporas de B.bassiana y tierras de diatomeas para el control de T.
infestans en pruebas a campo (Pedrini et al., 2009). En esta tesis demostramos que el
formulado mantuvo su capacidad bioinsecticida durante al menos 5 meses expuesto a
condiciones no controladas de temperatura y humedad (grafico 2). La extendida
capacidad bioinsecticida observada podria deberse principalmente a que en nuestros
experimentos las esporas no fueron expuestas a la radicacion UV. Es conocido que
esta radiacion origina una pérdida significativa de viabilidad de las esporas (Braga et

al., 2001). En relacién con los estos resultados obtenido en esta tesis, fue demostrado
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que la viabilidad de las esporas de B.bassiana (evaluada en medios de cultivos) no se
ve afectada bajo condiciones similares a las desarrollada en este trabajo (Pedrini et al.,

2009).

Evaluacion de trampas de infeccion en experimentos a campo

Existen pocos antecedentes sobre el empleo de hongos entomopatégenos como
métodos de control para insectos vectores de enfermedades de importancia sanitaria.
Los mayores esfuerzos han sido focalizados en el manejo de mosquitos que
transmiten la malaria y en insectos de otras pestes tropicales (Kaaya & Hassan, 2000;
Scholte et al., 2004; Kanzok & Jacobs-Lorena, 2006; Thomas & Read, 2007). Sin
embargo, es importante mencionar que aun no se ha aprobado ningun método de
control de insectos vectores de enfermedades sanitarias mediante el uso de hongos
entomopatdgenos.

Las investigaciones sobre la actividad de estos microorganismos en insectos, bajo
condiciones de campo, son muy importantes con el fin de evaluar su potencial como
herramienta de control integrado de plagas.

Este laboratorio ha propuesto un cambio de paradigma al tradicional control quimico
de triatominos, mediante el desarrollo de una trampa de infeccion basada en el empleo
de hongos entomopatégenos (Juarez et al., 2008; Pedrini et al., 2009; Juarez et al.,
2010). Los experimentos descriptos en esta tesis soportan el método de control
propuesto y contribuyen a profundizar la comprension de la dinamica poblacional de
T.infestans en presencia de B.bassiana.

Los ensayos a campo fueron ejecutados en viviendas de la localidad de Salvador
Mazza (Salta), donde predominan focos de insectos resistentes a insecticidas
piretroides (Picollo et al, 2005). Luego de 2 meses de aplicacién se obtuvo un
porcentaje de mortalidad total (en relacién al nUmero de insectos vivos iniciales) de
67,65 %; discriminando entre adultos y ninfas la mortalidad fue de 81,9% y 53,4 %

respectivamente (grafico 3). La menor mortalidad observada en ninfas, se explica
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porque los experimentos fueron realizados durante el periodo de mayor crecimiento de
la poblacién de estadios juveniles; en tanto que la poblacion de insectos adultos no
varia significativamente a lo largo del afo (Castariera et al., 2003).

Los resultados de este trabajo son similares a los de ensayos previos efectuados en la
misma localidad, en los cuales fueron utilizadas trampas sin el agregado de los
extractos cuticulares (Pedrini et al., 2009). En esos experimentos, ademas del
micoinsecticida, las trampas contenian una fuente que emitia CO, como sefial volatil
de atraccién. Sin embargo, el mecanismo para generar CO,, no resulté una
herramienta practica. A la fecha, aun no han sido disefiado dispositivos econémicos y
practicos que emitan este compuesto de manera constante y puedan ser utilizados en
trampas para atraer insectos. Los valores de mortalidad obtenidos en esta tesis,
reemplazando un atrayente volatil de bajo peso molecular (CO,), por uno no volatil
(extractos cuticulares de T.infestans), sugieren la posibilidad de desarrollar atractantes
especificos a partir de los extractos cuticulares con actividad feromona de agregacion.
Es importante mencionar que no existen reportes que involucren el uso de feromonas
de agregacién para el control de insectos en pruebas a campo. La mayoria de los
estudios fueron focalizados en el uso de feromonas volatiles (de bajo peso molecular)
debido a su capacidad de atraccion a distancia. Las feromonas agregacion (también
denominadas de contacto) son sustancias de alto peso molecular y reducida volatilidad
que actuan como sefales quimicas de contacto (Nojima et al., 2007). Ha sido
demostrado que los lipidos cuticulares de insectos juegan un rol importante como
feromonas de agregacion en los insectos (Lockey, 1998). En distintas especies, estos
compuestos comprenden mezclas de hidrocarburos que incluyen n-alcanos, n-
alquenos, monometilalcanos, dimetilalcanos y 16 trimetilalcanos (Blomquist y Vogt,
2003). Investigaciones pioneras en este laboratorio, utilizando T.infestans como
insecto modelo, determinaron que la fraccion de los acidos grasos libres, de los lipidos

cuticulares, son reconocidos como las sefiales quimicas con mayor actividad (Figueria
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et al., 2009).

Las feromonas de agregacion han sido relegadas como herramienta para el control de
insectos, debido probablemente a su baja capacidad de atraccién a distancia. Sin
embargo, en T.infestans su comportamiento gregario podria beneficiar el empleo de
estas feromonas. Por ejemplo, en nuestros experimentos los extractos cuticulares con
actividad feromonas, contenidos en las trampas, aumentarian el tiempo de residencia
del insecto dentro de las mismas, favoreciendo el contacto de los insectos con las
esporas del micoinsecticida. Asi, los insectos que ingresen a la trampa se
contaminarian con una elevada carga de conidios y el proceso de infeccién resultaria
mas eficiente.

Por otro lado, es importante mencionar que la trampa de infeccion no es un método de
captura; los insectos pueden entrar, contaminarse y salir libremente de la misma. Esta
particularidad resulta sumamente ventajosa, ya que, un insecto contaminado puede
regresar a su nido y diseminar los conidios por autodiseminacion a otros insectos que
eventualmente no hayan ingresado a la trampa, potenciando asi la infeccién de la
poblacion.

La trampa de atraccidon-infeccion, es el unico método de control biolégico de
triatominos resistentes comprobado en pruebas a campo. También es una herramienta
transferible a toda la comunidad, pues su utilizacidon resulta sencilla y segura
(Environmental Protection Agency, USA). Sin embargo, aun no existe interés por parte

de autoridades sanitarias (ANMAT) en para validar su uso a nivel nacional.

Dinamica poblacional de T.infestans en presencia de B.bassiana

Los modelos matematicos pueden ser utilizados para simular el crecimiento de una
poblacion en presencia de factores que afecten su dinamica (Rabinovich, 1971).
Distintos modelos han sido desarrollados para comprender la dinamica de los insectos
vectores de la enfermedad del Chagas. Algunos de los cuales incluyen modelos tablas

de vida, modelos logisticos y modelos de ciclos de vida (Rabinovich & Himschoot,
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1990; Gorla, 1992; Catefiera et al., 2003). Otros modelos, fueron realizados con el
objetivo de evaluar el efecto de insecticidas quimicos en el la densidad poblacional de
T.infestans y la transmisién de la enfermedad (Spagnuolo et al., 2011; Stevens et al.,
2013). Respecto al control bioldgico, una simulacion preliminar de la interaccion
vinchuca-agente de control bioldgico (la avispa Telenomus fariai), fue desarrollado por
el Dr. Rabinovich (1971). Sin embargo, a la fecha aun no se han desarrollado modelos
que simulen la dinamica poblacional de insectos vectores de la enfermedad del
Chagas en presencia de hongos entomopatégenos.

Los modelos matriciales tales como los que se utilizan en poblaciones de plantas y
animales, basados p.ej. en modelos matematicos generales sobre la dispersién y
propagacion de hongos patégenos (Klanjscek, 2006; Caswell, 2007; Caswell, 2009)
podrian ser utilizados para simular la interaccion T.infestans-B.bassiana. Estos
modelos son una importante herramienta tedrica y analitica para estudios de la
dindmica de poblaciones que incluyen estadios de desarrollo (Caswell, 2001). Si
consideramos poblaciones estructuradas como la de triatominos (que incluyen huevos,
estadios ninfales y adultos) su dinamica de crecimiento puede ser analizada utilizando
estos modelos (Rabinovich& Himschoot, 1990).

En esta tesis se desarrollé6 un modelo matricial, considerando la probabilidad de que
un insecto se contamine, ya sea, mediante el contacto con el micoinsecticida
contenido en una trampa o por autodiseminacion de las esporas entre los insectos. El
modelo predice una disminucién progresiva de la poblacién en funcién del niumero de
trampas y la probabilidad de que los insectos ingresen a las mismas (graficos 5, 6y 7).
La capacidad de atraccion de una trampa (probabilidad de ingreso) fue definida como
alfa (a), cuyo valor, fue estimado en 0,58 (ecuacién 3, seccion Materiales y Métodos).
Este valor de alfa se calculd en base a los datos de ensayos previos, los cuales,
fueron ejecutados en unidades experimentales de 1m?®, conteniendo sélo una trampa

como unica fuente de atraccion para los insectos (Pedrini et al., 2009). Sin embargo,
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es importante mencionar que el alfa estimado no es extrapolable a las condiciones de
una vivienda habitada, debido, principalmente, a la presencia de numerosas fuentes
de atraccion y refugios disponibles para los insectos (compuestos volatiles emitidos
por personas y/o animales, asi como estructuras habitacionales y mobiliarios
diversos). Por este motivo, se introdujo el concepto de €ficacia, la cual se definié en
forma de una constante (0< eficacia <1) que multiplica al valor a el alfa previamente
calculado (0,58). Por ejemplo, una eficacia igual a 0,5 implica que en una poblacion de
300 vinchucas (cantidad estimada para una vivienda habitada (Gurtler et al., 1992) el
numero de insectos contaminados por dia, de acuerdo a la ecuacion 4 (pagina 57),
seria de 87/trampa. Conociendo que con valores de eficacias cercanas a 1 la
capacidad de atraccion de una trampa (a) resultaria similar a la estimada en las
mencionadas unidades experimentales (Pedrini et al., 2009), en este trabajo las
simulaciones se efectuaron con valores de eficacias entre 0,0006 y 0,01.

Los resultados indican que la eficacia deberia ser mayor a 0,001 (0,058 % insectos
infectados por trampa/dia) para que el numero de insectos de la poblacién no se
incremente (graficos 5, 6 y 7). Suponiendo valores de eficiencia iguales a 0,005 (0,29
% insectos infectados por trampa/dia), necesitariamos al menos 10 trampas para
lograr una disminucién de la poblacion (grafico 6). Sin embargo, con este numero de
trampas se requieren mas de 300 dias para reducir la poblacién al 50%. Manteniendo
la misma eficacia, pero empleando 20 trampas, de acuerdo a la ecuacién 4, el
porcentaje de insectos contaminados por dia resultaria mayor al 5 %, y la poblacion se
reduciria mas del 50% luego de 100 dias (grafico 7). La marcada disminucion en el
numero de insectos podria ser explicada, por efecto de la autodiseminacion de las
esporas y la menor de fecundidad de las hembras infectadas, como demostramos en
los experimentos de laboratorio (tabla 3.C).

Considerando que las simulaciones, tanto del numero de insectos como el valor de Ro,

fueron efectuadas suponiendo bajas probabilidades (valores de eficacia) de que un
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insecto se contamine por el ingreso a la trampa, los datos obtenidos sugieren que el
efecto de las trampas sobre la disminucién de la poblacion resultaria significativo.
Debemos mencionar que la eficacia de una trampa podria ser optimizada mediante
modificaciones en su disefio; la incorporacion de cepas fungicas mas virulentas (que
maten al insecto a tiempos menores) o el agregado de nuevos atractantes (que
favorezcan el contacto de los insectos con el micoinsecticida contenido en las
trampas).

Como se indica en la seccién de resultados, el modelo desarrollado permitio estimar el
efecto de la infeccion fungica sobre la tasa neta de crecimiento poblacional (Ro). Este
parametro demografico representa el nimero de hembras que reemplazara a cada
hembra de la poblacion en el lapso de una generacién (equivalente al periodo
comprendido entre el nacimiento de los estadios adultos y el de la progenie)
(Rabinovich 1969). Debemos mencionar que, un valor de Ro menor a 1 indica que la
poblacién decrece en el lapso de una generacion.

Las simulaciones efectuadas en esta tesis muestran que el crecimiento de la poblacion
resultaria significativamente afectado (Ro < 1) con eficacias mayores a 0,001 (0.058 %
insectos infectados por trampa/dia) y al menos 20 trampas (grafico 4). Manteniendo el
mismo numero de trampas pero suponiendo un valor de eficiencia superior a 0,002
(0,116 % insectos infectados por trampal/dia) la disminucion de la poblacion en el lapso
de una generacion resultaria aun mayor (Ro < 0,5).

Los efectos observados sobre el valor de Ro sugieren que el empleo de las trampas
de infeccién podria ser efectivo para disminuir el crecimiento de las poblaciones de
T.infestans resistentes a insecticidas pietroides, en las cuales, fue reportado un valor
de Ro significativamente menor que en las poblaciones susceptibles a estos
insecticidas (Genaro, 2012).

Si bien, en esta tesis no fueron presentados los analisis de sensibilidad (que

determinan cual de los parametros propuestos para el modelo matricial tienen mayor
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impacto sobre el valor de Ro), una estimacion preliminar determiné que el tiempo
medio de los estadios adultos infectados (G7*07 (ver matriz de proyeccion, pagina 60))
es el principal factor que incide en los valores de Ro, y por lo tanto sobre el
crecimiento poblacional. Esta informacion resultaria sumamente importante, ya que,
para un control biolégico exitoso podriamos optimizar las herramientas que favorezcan
un aumento en la infeccion de los estadios adultos. Investigaciones realizadas por este
laboratorio reportaron la presencia de feromonas sexuales de contacto en hembras de
T.infestans (Cocchiararo-Bastias et al., 2011), las cuales, podrian ser incorporadas en
las trampas para aumentar la permanencia de los insectos en su interior, favoreciendo
el contacto con el micoinsecticida.

Por ultimo, considerando que las simulaciones predijeron una disminucion sobre la
tasa de reemplazo poblacional (Ro) como en el numero de insectos de una poblacién
hipotética, las predicciones del modelo podrian ser consideradas en un potencial
manejo integrado de insectos vectores de la enfermedad del Chagas.

Los resultados obtenidos en esta tesis subrayan la importancia de uso de B.bassiana
como herramienta complementaria para el control de T.infestans. Esta informacién es

ciertamente transferible a otros triatominos de importancia vectorial en América Latina.
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Interaccion B.bassiana-deltametrina

Compatibilidad
La compatibilidad entre insecticidas quimicos y hongos entomopatdégenos ha sido
ampliamente estudiada (Anderson & Roberts, 1983; Alves, 1998; Hiromori & Nishigaki,

2001; Schumacher & Poehling ,2011). La asociacion de estos agentes podria ser una

herramienta efectiva en el control integrado de insectos plagas y vectores, siempre
que el o los insecticidas seleccionados no afecten la viabilidad, el desarrollo y el
crecimiento de las esporas fungicas (Alves, 1998). La germinacion de las esporas es
un evento crucial en las primeras etapas del desarrollo de la infeccién fungica en el
insecto huésped (Roberts & St Legar, 2004). Un elevado porcentaje de germinacion
puede incrementar la probabilidad de infeccion antes que las estructuras infectivas se
separen de la cuticula (Altre et al, 1999). Cuando la germinacion y penetracion han
tenido éxito, la velocidad y la intensidad del crecimiento vegetativo del hongo
determinan la virulencia. Asi, cualquier alteracién en la germinacion afectaria
fuertemente la eficacia bioinsecticida de los hongos entomopatégenos (Anderson &
Roberts, 1983).

En esta tesis se evalu6 el efecto de la deltametrina sobre una cepa B.bassiana
virulenta contra T.infestans (Pedrini et al., 2009). Se determin6 una Clsq de 50ug de
deltametrina/cm? (tabla 3.G), la cual, resulté 20 veces mayor que la dosis
recomendada para el control T.infestans (Zerba et al., 1976a). En base a este
resultado una combinacion entre la cepa y el insecticida podria ser sugerida como
herramienta para el control integrado de T.infestans.

La tolerancia de B.bassiana a los insecticidas piretroides varia en relacion con la cepa,
la identidad del compuesto quimico y su concentraciéon. Por ejemplo, a diferencia de
nuestros resultados, fue comprobado que la deltametrina en dosis recomendada para
el control de triatominos afectd significativamente la germinacion de las esporas en

una cepa de B.bassiana (Cazorla & Morales, 2010). En otros experimentos, utilizando
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medios liquidos para el desarrollo de los conidios, fue observado que el porcentaje de
germinacion disminuye en funcién de la concentracion de este insecticida luego de las
24 hs de crecimiento (Alzogaray et al., 1998; Ming Sun et al., 2011).

Como explicamos anteriormente el mecanismo de accion de los insecticidas
piretroides implica alteraciones en los canales de sodio en el sistema nervioso de
insectos. En los hongos entomopatégenos podriamos sugerir que actuan a nivel
celular de una manera similar, afectando proteinas de membrana que tengan
funciones analogas a la de los canales iénicos (Teng et al., 2008).

Por otro lado, ha sido reportado que los insecticidas piretroides incrementan
significativamente las concentraciones celulares de EROS, los cuales, pueden
contribuir a potenciar sus efectos letales (Sayeed et al., 2003; Yousef et al., 2006;
Bashir et al., 2007). En hongos entomopatdgenos, no existen estudios sobre los

niveles de estrés oxidativo luego de su exposicion a estos insecticidas.

Estrés oxidativo en B.bassiana inducido por deltametrina

Investigaciones realizadas en diferentes especies de hongos indican que tanto la
germinacion de las esporas como el crecimiento del micelio pueden ser disminuidos
por estrés oxidativo (Belozerskaya & Gessler, 2007; Morano et al., 2012; Marcus
Vinicius de Oliveira et al., 2013).

Es conocido que los EROS causan dafio en diversas biomoléculas sustrayendo
electrones para lograr su estabilidad (Lushchak VI., 2011; Morano et al., 2012). Los
lipidos celulares, tanto los estructurales como los de reserva, son muy susceptibles a
la accién de los radicales libres. Esta susceptibilidad se incrementa conforme aumenta
el grado de instauracion de los acidos grasos que los constituyen (Pamplona et al.,
2002; Catala, 2006). El dafo oxidativo de los lipidos implica graves consecuencias
para el funcionamiento celular (Aruoma, 1994; Bonorden & Pariza, 1994; Halliwell &
Gutteridge, 1990). La peroxidacion lipidica también ha sido sugerida como uno de los

mecanismos involucrados en la toxicidad inducida por pesticidas (Banerjee et al.,
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1999).

Los acidos grasos fungicos, son cuantitativa y cualitativamente muy variable de
acuerdo a la especie, el estado de desarrollo del hongo, el sustrato nutritivo y las
condiciones ambientales (Daum et al., 1999; Tuller et al., 1999). Estudios efectuados
en este laboratorio determinaron un predominio de acidos grasos insaturados oleico y
linoleico en los lipidos totales de B.bassiana crecidas en un medio completo (Crespo,
2006). Este conocimiento podria sugerir una elevada sensibilidad a los EROS por
parte de esta especie.

La cuantificacion de TBARS es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para
indicar la magnitud de los efectos del estrés oxidativo lipidos celulares (Pamplona et
al., 2002; Catala, 2006). En esta tesis reportamos un incremento significativo en la
concentraciéon TBARS sélo en los cultivos expuestos a dosis de deltametrina = 250ug
/cm? (grafico 13). Se ha comprobado que los niveles de TBARS pueden ser
aumentados significativamente en tejidos de organismos superiores luego de su
exposicion a deltametrina (Kale et al., 1999; Sayeed et al., 2003; Yousef et al., 2006;
Bashir et al., 2007). Este es el primer trabajo que relaciona la peroxidacién lipidica y
estrés oxidativo en un hongo entomopatdégenos frente a un insecticida. Las altas dosis
de deltametrina, requeridas para aumentar significativamente los niveles de TBARS,
sugieren que la cepa es muy tolerante al estrés por el insecticida. La tolerancia podria
ser debida a que tanto los sistemas metabdlicos antioxidante como detoxificantes no
sufren alteraciones significativas. No existen reportes acerca del rol de estos sistemas

en hongos entomopatdgenos expuestos a insecticidas.

Analisis de expresion de genes y enzimas del sistema antioxidante

Con el fin de evitar incrementos significativos en las concentraciones de EROs y dafos
subsiguientes a moléculas, las células pueden modificar las actividades de las
enzimas antioxidantes y los patrones de transcripcion de los genes que codifican para

tales enzimas (Gasch & Werner-Washburne, 2002; Causton et al.,, 2012; Marcus
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Vinicius de Oliveira et al., 2013).

Este es el primer reporte de la expresion de genes de los sistemas antioxidantes de un
hongo entomopatégeno en presencia de un insecticida piretroide. Los resultados
muestran una sobreexpresién en los genes sod, cat y gpx en los cultivos fungicos
crecidos con todas las dosis de deltametrina testeadas (grafico 15), sugiriendo que la
deltametrina induce la produccién de EROS

Se observa que para sod, la expresion de sod? (que codifica para SOD-Cu-Zn) fue
menor que la de sod2 y sod3 (codifican para la enzima superoxido dismutasa
conteniendo manganeso (SOD-Mn).

En relacion con nuestros resultados, investigaciones previas indican que en células de
levaduras tanto sod2 como sod3 juegan un rol clave en la defensa contra EROS
(Gralla and Valentine, 1991; Longo et al., 1996; Jeong et al., 2001). En B.bassiana fue
demostrado que la actividad SOD esta influenciada principalmente por los genes sod2
y sod3 (Xie X-Q et al., 2012). En otros hongos filamentosos, la expresion de estos
genes también resultd inducida en presencia de plaguicidas (Marcus Vinicius de
Oliveira et al., 2013).

Los genes que codifican catalasas fueron inducidos en presencia de deltametrina
(graficos 15). En este trabajo se cuantificd los niveles de expresion de 4 genes cat
involucrados en la sintesis de diferentes catalasas identificadas en B.bassiana.
Observamos que: catB (secretada) y cat D (secretada/citosdlica) se indujeron mas que
catA (espora especifico) y catC (citosdlica), sugiriendo una participacion activa en la
respuesta al estrés por deltametrina. Investigaciones previas en B.bassiana reportaron
que catB tiene un rol predominante en la actividad catalasa total. El gen catD estaria
involucrada principalmente en la tolerancia a UV-B y en la virulencia contra los
insectos (Wang et al.,, 2013). Aunque no pudimos medir la expresion de catP
(peroxisomal), debido a fallas en los primers, estudios previos efectuados en nuestro

laboratorio indican un rol clave de la catalasa peroxisomal en la via oxidativa de
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alcanos (Pedrini et al., 2006), sugiriendo que esta enzima podria estar involucrada en
el catabolismo de insecticidas pietroides.

Las actividades de las enzimas antioxidantes no resultaron modificadas en presencia
de deltametrina, aun en dosis superiores a la Clsy (graficos 9,10 y 11). Estos resultados
podrian explicar la tolerancia de esta y otras cepa a las elevadas concentraciones del
insecticida. No existen reportes acerca de las actividades de enzimas antioxidantes en
hongos entomopatdgenos expuestos a insecticidas. Sin embargo, en organismos
superiores ha sido demostrado una disminucion significativa en las actividades de
alguna de estas enzimas en presencia de dosis crecientes de deltametrina (Sayeed et
al., 2003; Yousef et al., 2006). Una disminucién de la actividad CAT fue observada en
plantas expuestas a deltametrina (Bashir et al., 2007). En nuestros experimentos, solo
fue reportado una reduccioén en la actividad a la dosis mas elevadas de deltametrina
(500ug/cm?), respecto a concentraciones menores (grafico 10). Esta disminucion
podria haberse debido a un exceso de radical superdxido, los cuales en determinadas
concentraciones pueden modificar la actividad catalasa (Kono & Fridovich, 1982;
Hertwig et al., 1992). En contraposicion, estudios previos en este laboratorio indican
que en B.bassiana la actividad catalasa (tanto citosélica como peroxisomal) no resulta
afectada a concentraciones de H,O, de 40 nM (Pedrini et al., 2006), sugiriendo una
elevada tolerancia a los radicales libres.

De la actividad SOD se desprende que, aun en las maximas concentraciones de
deltametrina, la enzima mantiene un nivel de actividad similar a la de los cultivos
controles (grafico 9). Varios estudios han demostrado que la actividad de esta enzima
es un mecanismo de los hongos en respuesta al estrés oxidativo, particularmente
inducida por el anidon superoxido (Gasch et al., 2000; Jeong et al., 2001; Marcus
Vinicius de Oliveira et al., 2013).

Aunque las actividades de las enzimas antioxidantes no resultaron incrementadas

significativamente en cultivos expuestos a deltametrina, la expresion de los genes
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involucrados en su sintesis si resultdé inducida (grafico 15). En relacién con estos
resultados, ha sido propuesto que la inhibicién de la sintesis de proteinas seria un
mecanismo utilizado en la mayoria de las células sometidas a estrés oxidativo (Preiss
et al., 2003; Smirnova et al., 2005). En células de levaduras fue reportado que algunos
genes incrementan sus niveles de transcripcion en presencia de H,O,; sin embargo la
traduccién a proteinas no se correlaciona con ese incremento (Shenton et al., 2006).
Se sugiere que el aumento de los niveles de transcripcidbn en ausencia de una
traduccién activa podria proporcionar una fuente de ARNm remanente, el cual,
rapidamente seria traducido una vez que los niveles de EROs hayan disminuido

(Shenton et al., 2006).

Analisis de expresion de genes y enzimas detoxificantes

Analisis de expresion de genes cypy eh

Los hongos, generalmente, pueden metabolizar pesticidas y otros xenobidticos
mediante la introduccién de cambios estructurales en las moléculas diana (Diez,
2010). La degradacion de un amplio espectro de pesticidas ha sido evaluada en
distintas especies de hongos (Kulshrestha et al., 2000; Bending et al., 2002; Liang et
al., 2005; Bhalerao & Puranik, 2007; Nian Li et al., 2009; Pinto et al., 2012). Respecto
a los insecticidas piretroides, una piretroide hidrolasa fue purificada y caracterizada en
una cepa del hongo Aspergillus niger (Liang et al., 2005). En el genoma de B.
bassiana todavia no han sido identificados genes con secuencias de alta identidad a
las de piretroide hidrolasas (Xiao et al., 2012), probablemente otras enzimas estén
implicadas en el catabolismo de estos insecticidas.

Por otro lado, ha sido comprobado que la biodegradacion de deltametrina, mediante
hidrolisis, puede generar 3-fenoxibenzaldehido, un metabolito altamente téxicos para
las células (Yuan et al., 2010). En hongos entomopatégenos expuestos a deltametrina
y se desconocen los mecanismos involucrados en la detoxificacion de este compuesto.

Las CYP y las EH constituyen importantes grupos de enzimas implicadas en las vias
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metabdlicas degradativas Fase I; su expresion es inducida por exposicion a los
xenobidticos (Guengerich, 2001; Peter Hlavica, 2013).

La sobreexpresion de genes cpy ha sido demostrada en diversas especies de insectos
resistentes a deltametrina (Kasai, 2004). En este trabajo estudiamos el efecto de la
deltametrina sobre los patrones de expresién de genes cyp y eh. Se observé un
incremento significativo en la induccion de los genes en al menos una de las dosis de
deltametrina testeadas, sugiriendo un rol activo en la detoxificacion del compuesto
(grafico14). Ha sido determinado que la sobreexpresion de los genes cyp estaria
relacionada con la presencia de la secuencia STRE (elemento de respuesta al estrés)
en sus promotores (Swanson, 2002; Tsuchiya et al.,, 2003). Esta secuencia fue
descripta en varios promotores de genes cyp en levaduras. Se sugiere que el
elemento STRE juega un rol clave en la induccidon de ciertos genes en respuesta a
diferentes agentes xenobidticos y determinadas condiciones fisiolégicas (Treger et al.,
1998). En B.bassiana, investigaciones previas efectuadas en este laboratorio,
revelaron la presencia de la secuencia STRE en los genes cyp implicados en el
catabolismo de hidrocarburos cuticulares de insectos (Pedrini et al., 2010).

Es importante destacar que los genes cyp52X71 y cyp617N1 fueron los Unicos que
indujeron en mas de 2 veces, sugiriendo un rol activo en el catabolismo del insecticida.
Respecto a las funciones metabdlicas de estos genes, trabajos realizados por nuestro
grupo de investigacion en colaboracién con otras instituciones, determinaron que el
gen cyp52X1 juega un papel importante en la oxidacion acidos grasos de larga
cadena, contribuyendo significativamente a la virulencia en B.bassiana (Zhang et al.,
2012).

La detoxificacién de insecticidas también puede ser mediada por enzimas EH (Smit,
2004). En Phanerochaete chrysosporium, un hongo filamentoso utilizado como modelo
para el estudios del metabolismo secundario, fue reportado que distintas EHs estan

involucradas en el metabolismo de xenobidticos (Nian Li et al., 2009). En este tesis se
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comprobd un aumento significativo en los patrones de expresion del gen homdlogo a
eh en cultivos expuestos al insecticida (grafico 14), sugiriendo alguna participacion en

la via degradativa de deltametrina.

En coincidencia con nuestros resultados, estudios previos en B.bassiana, indican que
eh se expres6 en mas de 2 veces en los cultivos crecidos con hidrocarburos sintéticos

de larga cadena similar a los de cuticula de insectos (Pedrini, 2006).

Glutatién S Transferasa: Analisis de expresién génica y actividad enzimatica

Las glutatién-s-transferasas (GST) son enzimas que catalizan reacciones de Fase Il y
estan implicadas en la conjugacion del glutatién con diversos de sustratos (Sheehan et
al., 2001; Vontas et al., 2001; Kostaropoulos et al., 2001). Las GSTs pueden unirse
con diferentes afinidades a compuestos hidréfobos, como hidrocarburos aromaticos
policiclicos e insecticidas piretroides (Kostaropoulos et al., 2001; Singh et al., 2009).
Los resultados de esta tesis muestran una sobreexpresioén del gen gst en los cultivos
expuestos a todas las dosis de deltametrina (grafico 15). Respecto la actividad de la
enzima se observa una marcada reduccion en mas de un 40% a concentraciones de
deltametrina = 50 ug/cm? (grafico 12). No existen reportes respecto de actividad de
esta enzima en hongos entomopatdégenos expuestos a xenobidticos. No obstante, fue
comprobado que las mismas pueden ser afectadas por estrés oxidativo debido a
deltametrina y otros piretroides en tejidos de organismos superiores (Kale et al., 1999;
Dubey et al., 2013). Se sugiere que los cambios en la actividad de GST, podrian ser
debido a un exceso de ion perdxido, o a la accion de los pesticidas sobre la misma
(Oruc & Uner, 2000). Fue demostrado que los grupos halégenos contenidos en las
moléculas de los insecticidas piretroides pueden ser un blanco especifico para las
GST (Yu & Nguyen, 1996). Las GSTs ofrecen una proteccion pasiva hacia los
insecticidas piretroides, uniéndose a ellos mediante un mecanismo secuestrante

(Kostaropoulos et al., 2001). En base a estos conocimientos es razonable sugerir que
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las GST funcionan como una proteina de union, contribuyendo a la accion de otras

enzimas que puedan estar involucradas en la degradacion de piretroides.
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En esta tesis se cuantificaron parametros biolégicos de la interaccion entre
B.bassiana y el insecto vector T.infestans. Ademas, se simuld la dinamica poblacional
del insecto en presencia del micoinsecticida. Por otra parte, este es el primer reporte
de la expresion de genes y enzimas de los sistemas detoxificantes y antioxidantes de
un hongo entomopatdgeno expuesto a un insecticida piretroide. En base a los
resultados obtenidos y a las discusiones planteadas se formularon las siguientes

conclusiones:

1)-B.bassiana GHA resulto altamente virulenta para todos los estadios de T.infestans.
Ademas, la infeccidn fungica disminuye significativamente la capacidad reproductiva

de las hembras.

2)-B.bassiana GHA, formulada en polvo de esporas y tierra de diatomea, mantiene su

virulencia bajo condiciones ambientales variables de temperatura y humedad.

3)-La transmision horizontal de esporas esta asociada a la densidad de insectos en

T.infestans y contribuye significativamente a la infeccion de la poblacion.

4)-La trampa de infeccion, conteniendo feromonas cuticulares de T.infestans vy
esporas de B.bassiana, es el unico método ecolégico probado para el control de

T.infestans resistentes y susceptibles al insecticida deltametrina.

5)-Las predicciones del modelo matricial reflejan un marcado descenso poblacional de
T.infestans en funcién del numero de trampas y subrayan la importancia de las

mismas como herramienta complementaria para el control integrado de vinchucas.

6)-La expresion los genes cyp gsty eh, en cultivos expuestos a un amplio rango de
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concentraciones de deltametrina, permite inferir que el insecticida podria ser

metabolizado por B.bassiana GHA.

7)-Las actividades de las enzimas involucradas en la respuesta antioxidante no
resultaron alteradas por exposicion a deltametrina, sugiriendo que este insecticida no

produce cambios metabdlicos significativos en B.bassiana GHA.

8)-La peroxidacion de los lipidos se observa solo a dosis del insecticida mayores que
la Clsq, sugiriendo que la cepa GHA presenta una elevada resistencia al estrés por

deltametrina.

9)-La respuesta bioquimica y molecular de B.bassiana GHA frente a deltametrina

permitiria explicar la tolerancia observada en otras cepas expuestas a piretroides.

10)-El elevado valor de la Clsy de deltametrina (en relacién a la dosis recomendada
para el control de insectos triatominos) sugiere que B.bassiana GHA podria ser

aplicada en combinacion con el insecticida.
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