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RESUMEN

El riesgo sanitario de los triatominos como vectores de Trypanosoma cruzi esta relacionado con
la domiciliacién de especies originalmente selvaticas que logran adaptarse a habitats humanos,
encontrando variadas fuentes de alimento y refugio. Para el control de estos insectos se utiliza la
fumigacién residual con insecticidas piretroides, pero debido a la resistencia de los triatominos a
insecticidas quimicos y altos costos de fumigaciones permanentes, alternativamente se ha
probado con éxito el potencial de algunos hongos entomopatdgenos como controladores
biolégicos. Sin embargo, se desconoce el efecto de dosis sub letales sobre parametros
reproductivos, siendo estos factores muy importantes en el crecimiento poblacional vy
colonizacién de nuevos habitats. En este trabajo probamos el efecto de una concentracion de
conidios baja de Beauveria. bassiana (1 x 10® conidios/ml) en los pardmetros reproductivos de
hembras de Meccus pallipennis inoculadas en el estadio adulto, contabilizando diariamente el
numero de huevos puestos y eclosionados en un periodo de 44 dias. No se registré inhibicion de
la oviposicién, todas las hembras pusieron huevos, pero la infeccién fungica redujo un 63% la
fertilidad de las hembras tratadas. El rendimiento reproductivo de las hembras control fue de
56.7 + 3.8 huevos /hembra/vida mientras que el rendimiento de las hembras infectadas fue de
20.8 * 2.9 huevos /hembra/vida encontrando diferencias significativas entre las medias de los
grupos. (p<0.0008). No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de eclosion entre
ambos grupos (p=.3737). El sistema reproductor de las hembras infectadas no presento variacion
en el tamafio de las estructuras, sin embargo, se observaron organismos sin filamento terminal,
germario, y las ovariolas vacias, con algunos ovocitos desprendidos del vitelario. Confirmamos la
presencia de B. bassiana en la genitalia y ovocitos. Durante el disefio experimental se observé
que los machos tratados con B. bassiana no completaron el patrén de cépula.

Palabras clave: biocontrol; oviposicion; fecundidad; fertilidad; triatominos; hongos
entomopatdgenos; enfermedad de Chagas
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Efecto de beauveria bassiana balsamo, 1835 (hipocreales: clavicipitaceae) en la reproduccién de
meccus pallidipennis stal, 1872 (heteroptera: reduviidae)

Effect of Beauveria bassiana balsam, 1835
(hypocreales: clavicipitaceae) in the reproduction of meccus

pallidipennis stal, 1872 (heteroptera: reduviidae)

ABSTRACT

The health risk of triatomines as vectors of Trypanosoma cruzi is related to the domiciliation of
originally wild species that manage to adapt to human habitats, finding varied sources of food
and shelter. Residual fumigation with pyrethroid insecticides is used to control these insects, but
due to the resistance of triatomines to chemical insecticides and high costs of permanent
fumigation, the potential of some entomopathogenic fungi as biological controllers has been
successfully tested. However, the effect of sub-lethal doses on reproductive parameters is
unknown, as these factors are very important in population growth and colonization of new
habitats. In this work we tested the effect of a low concentration of Beauveria conidia. bassiana
(1 x 108 conidia/ml) on the reproductive parameters of Meccus pallipennis females inoculated in
the adult stage, counting daily the number of eggs laid and hatched in a period of 44 days. No
inhibition of oviposition was recorded, all the females laid eggs, but the fungal infection reduced
the fertility of the treated females by 63%. The reproductive yield of the control females was 56.7
+ 3.8 eggs/female/life while the yield of the infected females was 20.8 + 2.9 eggs/female/life,
finding significant differences between the means of the groups. (p<0.0008). No significant
differences were detected in the hatching percentage between both groups (p=.3737). The
reproductive system of the infected females did not present variation in the size of the structures,
however, organisms without terminal filament, germium, and empty ovarioles were observed,
with some oocytes detached from the yolk. We confirmed the presence of B. bassiana in genitalia
and oocytes. During the experimental design it was observed that the males treated with B.
bassiana did not complete the mating pattern.

Keywords: biocontrol; oviposition; fertility; fertility; triatomines; entomopathogenic fungi; chagas
disease
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INTRODUCCION

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una enfermedad parasitaria
potencialmente mortal causada por el pardsito protozoario Trypanosoma cruzi Chagas,
1909, con gran relevancia en todas las regiones tropicales de América, donde registra
30.000 nuevos casos cada afio, siendo transmitida a los seres humanos y otros mamiferos
principalmente por las heces o la orina de insectos triatominos (OPS, 2017; Penados et
al., 2020).

En México se estima cerca de un millén de personas infectadas y 30 millones en riesgo
de contraerla (WHO, 2020), asi como, alrededor de 31 especies de triatominos
potenciales vectores de T. cruzi distribuidas a lo largo de todos los estados de la republica
(Tay et al., 1961; Tay et al., 1980; Velasco, 1986; Salazar-Shettino et al., 2010).

Aungue todas las especies de triatominos son vectores potenciales de T. cruzi, su riesgo
sanitario esta relacionado con el desplazamiento y domiciliacién de especies
originalmente selvaticas (WHO, 2002; Salazar-Schettino et al.,, 2010) que logran
adaptarse a los habitats humanos donde encuentran variadas fuentes de alimentos y
refugio. La aspersién residual con insecticidas quimicos ha sido la principal estrategia de
control de las poblaciones domésticas y peri domésticas mostrando un éxito significativo
en la reduccién de la transmisiéon. Sin embargo, debido al alto costo de recursos
financieros y humanos para mantener las fumigaciones periddicas es poco viable
mantenerlo a largo plazo, ademds de la creciente evidencia de poblaciones de
triatominos con alta resistencia a piretroides (Yon et. al.,, 2004; Forlani et. al., 2015;
Mannino et. al., 2018). Esto hace evidente la necesidad de una estrategia de control que
sea integral y funcional a largo plazo para evitar la reinfestaciéon de viviendas, con
fumigaciones que tengan el objetivo controlar el tamafio de las poblaciones domiciliadas,
no eliminar la mayor cantidad de individuos posibles en efecto inmediato.

Como enfoque integrativo, se ha demostrado la eficacia del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana Balsamo, 1935 para controlar las poblaciones de triatominos, con
ensayos exitosos tanto en campo como en laboratorio. (Forlani et. al., 2015; Mannino et.
al., 2018). La interaccion que mantiene este hongo con los triatomas huéspedes ya ha
sido descrita como una carrera armamentista evolutiva que en definitiva aventaja B.
bassiana, esto nos aporta un panorama promisorio para el control bioldgico de los

vectores de la enfermedad de Chagas (Marti et al., 2005; Mannino et. al., 2018)
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El potencial biocida de B.bassiana como medio de control para poblaciones de
triatominos fue estudiado por primera vez por Romafia et al. 1987, dando inicio a una
serie de investigaciones posteriores que describen detalladamente diversos rasgos
bioldgicos y bioquimicos sobre la interaccidn entre los insectos triatominos y patdgenos
fungicos, incluido el mecanismo inicial de penetracion de la cuticula, los efectos de la
muda, alimentacion, la importancia de la auto diseminacion conidial en la mortalidad vy
susceptibilidad general de los insectos (Napolitano y Judrez, 1997; Pedrini et. al., 2007;
Flores-Villegas et al., 2016; Forlani et. al., 2011; Zumaquero-Rios et al., 2014; Cazorla,
2016). Sin embargo, los trabajos que abordan el efecto de distintas dosis de B. bassiana
en la infertilidad y disminucién del potencial reproductivo estan limitados a los realizados
por Forlani et. al.,, 2015 en T. infestans Klug, 1834, cuando estos factores son
determinantes en el crecimiento poblacional y colonizacion de nuevos habitats.

El objetivo de este trabajo es analizar el efecto de B. bassiana sobre la reproduccion
Meccus pallidipennis Stal, 1872 al evaluar parametros reproductivos (oviposicion,
fecundidad y fertilidad) de hembras infectadas en el estadio adulto bajo condiciones de
laboratorio, asi como describir el sistema reproductivo tras la exposicion al patdgeno
fungico.

MATERIALES Y METODO

Insectos

Los organismos de M. pallidipennis provienen de una colonia mantenida en el Laboratorio
de Parasitos y Vectores de |la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla a temperatura y humedad constantes de 27°C y 70% de humedad
relativa con 9 horas de luz / 15 horas de oscuridad, 24 horas de asoleo semanal y
alimentados con conejos cada 15 dias. Se utilizaron un total de 16 hembras y 16 machos
durante los ensayos.

Formulacién fungica

Una formulacién comercial de B. bassiana proporcionada por Bauveshock (Bioproductora
de Jardines Sostenibles Zap. Jal.) (2 x 108 conidios/g, 96 % viable), formulada con tierra
de diatomeas

Efecto de la infeccidn por hongos sobre parametros reproductivos

Se sexaron y separaron ninfas del 5° estadio mediante la diferenciaciéon del VI

urosternito (Rodriguez-Sanchez et. al., 2003).
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Inicialmente se formaria un tratamiento con hembras y machos infectados pero debido
a que ningun macho expuesto al hongo logré completar el patrén de copula las hembras
infectadas se emparejaron con machos virgenes con las mismas condiciones elegidos al
azar. lris et. al.,, 2017 sugiere que las hembras no copulan con machos jévenes sin
embargo esta modificacion del comportamiento sexual no fue evaluada debido a que no
era parte de los objetivos de este estudio.

Tres semanas después de la Ultima ecdisis se seleccionaron 8 hembras y 8 machos al azar
exponiendo a las hembras al hongo mediante inmersion durante 60s en una suspension
del polvo de B. bassiana en agua destilada una con tween 20 al 0.01% (1x108
conidios/ml). 24h después de la exposicion se formaron parejas al azar que fueron
colocadas en recipientes individuales para inducir la cépula. Se observd y verificd la
copula exitosa tomando como pardmetro 5 minutos de duracién, descartando a las
hembras no copuladas. Después de la copula todas las hembras se mantuvieron
separadas en contenedores individuales bajo las mismas condiciones que el resto de la
colonia en el laboratorio Otro grupo de 8 hembras y 8 machos virgenes seleccionados al
azar fueron utilizados como control con el mismo procedimiento, pero realizando la
inmersion en agua destilada y tween 20 al 0.01%.

Se registro diariamente la oviposicion (nUmero de hembras que ponen huevos por el total
de hembras), fertilidad (nimero total de huevos puestos por hembra) y fecundidad
(porcentaje de huevos que lograron eclosionar) hasta la muerte de las hembras
infectadas y 44 dias en las hembras control. Los huevos colectados se mantuvieron
durante 30 dias para verificar inviabilidad y eclosién y fueron observados bajo
microscopio estereoscépico comprobando la no presencia y el corrimiento de la mancha
ocular del embridn, indice descrito por Barata et. al., 1998

Sistema reproductor de hembras expuestas a B. bassiana

Con la finalidad de comparar la accion posible del hongo sobre las zonas del aparato
reproductor se disectd el cadaver de las hembras expuestas a B. bassiana en solucién
ringer para evitar la retraccion de los tejidos, extrayendo el sistema reproductor para
fijarlo en canroy. Las estructuras reproductoras fueron observadas en microscopio
estereoscopico a 2x y 8x para observar y describir su estado después de la exposicién al
hongo para comparar con lo reportado por Toxqui-Steffanoni et. al, 2019.

Posteriormente para confirmar la infeccion por hongos se realizé la tincion de la genitalia
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con azul de lactofenol y el resto del cuerpo del insecto se colocd en camara humeda
durante 20 dias.

Andlisis estadistico

Para determinar el efecto de B. bassiana en la fertilidad y fecundidad se aplicaron pruebas
de t de Student. La normalidad de los datos fue probada con una prueba de Shapiro-Wilks
y comprobada con la prueba de Anderson-Darling. La homogeneidad de las varianzas fue
probada con test de Barlett. Los datos y graficos fueron trabajados en R Software y
RStudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracién fungica utilizada (1x10 8 conidias/ml) en las hembras no redujo la
oviposicion. Todas las hembras del grupo control y del grupo infectado ovipositaron,
pero, la fertilidad en este Ultimo grupo se redujo un 63%. Las hembras sanas del grupo
control registraron una media de 56.7 + 3.8 huevos/@durante un periodo de 44 dias,
mientras que las hembras infectadas registraron 20.8 + 2.9 huevos /hembra/vida. La
diferencia del nimero total de huevos puestos por hembra entre ambos grupos fue
estadisticamente significativa (p<0.0008) (Cuadro 1).

Los resultados obtenidos en la oviposicion de las hembras infectadas contrastan con los
obtenidos por Forlani et., al 2015 donde registraron la disminucién de la ovipostura
aproximadamente 50% en las hembras tratadas con polvo de B. bassiana en una
concentracion de 2,6 x 108 conidios/cm2), es decir cerca de la mitad de las hembras no
pusieron huevos presentando inhibicion de la oviposicién y registrando una vida
promedio de 7.3 dias. Esta diferencia puede deberse a que la concentracion utilizada en
este estudio es menor, causando la muerte de los organismos en hasta los 44 dias
después de la inoculacion.

Cuadro 1. Efecto de B. bassiana en pardmetros reproductivos de M. pallidipennis.

Efecto de B. bassiana en parametros reproductivos de M. pallidipennis.

Parametro Control Infectadas
Oviposicion (%) 100% 100%

Numero de huevos puestos/" /tiempo de vida (6 SEM)* 56.7+38 208+29
Numero de huevos eclosionados/'; /tiempo de vida (6 SEM) 388 £3.1 13.7+£25
Fecundidad (%" /tempo de vida (6 SEM) 68.7+5. 8 674+104
Numero de hembras 8 8

*La diferencia entre el grupo de hembras infectadas y el grupo control fue estadisticamente
significativa (p<0.0008) prueba t de Student.
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Algunas investigaciones realizadas en moscas de la fruta sugieren que el efecto de la
infeccion fungica en la oviposicion de las hembras es mayor si las hembras se infectan
antes de llegar a la madurez sexual (Quesada-Moraga et al,2006; Daniel y Wyss, 2009) lo
cual podria estar relacionado con alteraciones en el desarrollo ovarico y la vitelogénesis
(Sanchez-Robledo et. al., 2012). Adicionalmente la inoculacion con concentraciones bajas
menos agresivas podria contribuir a una mayor diseminacién del hongo, ya que los
insectos vivirdn mayor tiempo, logrando transmitir los conidios a un mayor numero de
organismos (Toledo et al. 2007).

Asi mismo nuestros resultados mostraron que B. bassiana reduce significativamente la
cantidad de huevos puestos de las hembras infectadas al comprarse con los controles
durante un mismo periodo de tiempo, siendo la fecundidad uno de los principales
parametros que afecta el tamafio de la poblacién y también incide en su estabilidad
poblacional (Forlani et. al., 2015). La cantidad de huevos depositados por las hembras
control llegd a un punto maximo de 107 huevos en la semana 5 y depositando un total
de 454 durante el tiempo estudiado y aunque la cantidad de huevos que depositaron las
hembras infectadas fue menor se notd un aumento a partir de esa misma semana
llegando a depositar un total de 167 huevos durante los 44 dias del estudio. La cantidad
de huevos colectados del grupo de infectadas fue disminuyendo considerablemente a
partir de la muerte de los organismos (Figura 1).

Figura 1. NUmero de huevos depositados por semana.
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En cuanto al porcentaje de eclosion no se encontraron diferencias significativas p=. 3737
entre la media de las hembras sanas (68.7 £ 5. 8) e infectadas (67.4 + 10.4), esto puede
ser debido a que la cantidad de huevos eclosionados fue evaluada en porcentaje y no
como total numérico (ver figura 2). El nUmero total de huevos eclosionados del grupo
control fue de 312 +3.11 y 112 + 2.46 el total de huevos eclosionados de las infectadas
durante los 44 dias que durd el experimento.

Ruvalcaba et. al., 2010 sugiere que no hay una concentracion definitiva que funcione para
alcanzar a inhibir la oviposicién y el potencial reproductivo en un 90% ya que en un
estudio realizado en Rhipicephalus microplus canestrini, 1888 demostrd que las cepas
gue mostraron el mejor desempefio en los bioensayos, no coinciden con las cepas que
presentaron un mejor efecto sobre la inhibicién de la postura de huevos, alcanzando la
concentracion letal CL90 al emplear concentraciones menores a 37 x 106 conidios/mly
concluyendo que si bien es cierto que para suprimir la oviposicion se requieren
concentraciones de los entomopatdgenos sumamente elevadas, la eclosion si se ve
afectada con las concentraciones bajas no permitiendo la emergencia de manera normal
obteniendo un control aceptable sobre este pardmetro.

Figura 2. Cantidad de huevos puestos y eclosionados de cada grupo.
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La estructura del sistema reproductivo no presenté variacion en cuanto a la longitud de
las espermatecas 3.42 + .47 mm, longitud del ovario de 21.8 + 1.42 mm, siete ovariolas,
dos oviductos laterales, cdmara genital y oviducto comun, coincidiendo con lo reportado

por Toxqui-Steffanoni et. al., 2019 en el estudio morfoldgico del sistema reproductivo de
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M. pallidipennis. El germario y filamento terminal no estuvieron presentes en las hembras
disectadas y se encontraron ovocitos desprendidos del vitelario (Figura 3). Aunque se han
documentado casos en los que B. bassiana es transmitida a los huevos durante la
oviposicion (Luz et. al., 2007; Leles, 2009) la falta de estas estructuras podria estar
relacionada con la presencia comprobada de B. bassiana en los ovocitos dentro del
vitelario y pedicelos al realizar la tincién con azul de lactofenol (Figura 4).

Figura 3. Sistema reproductivo de la hembra infectada. Camara genital (Camg), oviducto
comun (Ovc), oviducto lateral (Ovl), espermateca (Spt), ovariolas (Owv), vitelario(Vtl),

dentro del drea punteada se sefiala la ausencia de germario y filamento terminal.

Figura 4. Ovocitos con B. bassianna. Tincidn con azul de lactofenol.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran que la infeccién por B. bassiana en baja

concentracién de esporas reduce la cantidad de huevos puestos, pero no afecta el

porcentaje de eclosion ni inhibe la oviposicion de las hembras. Se observd la presencia
del hongo en ovocitos dentro del vitelario y pedicelo. Reportamos la ausencia del
germario y filamento terminal en las hembras que murieron por la infeccion. La
concentracién 1x108 tuvo accion biocida en las hembras en hasta los 44 dias, lo cual

podria permitir una mayor diseminacion del patégeno en poblaciones domésticas y

silvestres. Se requieren de estudios que aborden el efecto de B. bassiana en la

vitelogénesis y desarrollo ovarico de ninfas y adultas de M. pallidipennis expuestas a bajas
concentraciones.
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