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RESUMEN.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis compleja causada por el protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. Se estima que hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas en el
mundo y se originan 36,000 nuevos casos cada afio. Debido a que el 80% de transmision
de los casos de Chagas en humanos se debe a los vectores invertebrados de la Familia
Reduviidae, el control de esta enfermedad se basa en el control de triatbmino. El uso de
hongos entomopatogenos es una alternativa a los insecticidas quimicos, gracias a su
capacidad natural para regular poblaciones de insectos, afectando entre otros a especies
vectores de esta enfermedad. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
entomopatogena de tres hongos (Verticillium lecanii, Hirsutella thompsonii y Beauveria
bassiana) como control de Triatoma infestans, esto mediante el uso de formulados
acuosos Yy aceitosos. Se prepararon suspensiones acuosas con 1x107 conidios/mL y una
formulacion aceitosa con 1 x 107 conidios/mL en solucion con 49% de suspension acuosa
y 50% aceite comestible de soya. Se aplicaron 0.2 pL de las soluciones sobre ninfas I. Se
observo que los hongos evaluados tuvieron efectividad contra las ninfas I, V. lecanii tuvo
una mayor efectividad de las soluciones acuosas con un 36.67% en comparacion de B.
bassiana y H. thompsonii las cuales tuvieron 33.33% y 30% respectivamente, mientras
que, en las soluciones aceitosas, B. bassiana tuvo una efectividad de 76.67% que al
compararse con V. lecanii y H. thompsonii fue mayor, obteniendo 53.34% y 43.34%
propiamente. Al comparar los resultados de los bioensayos con las soluciones acuosas y
aceitosas, pudimos observar un incremente en la efectividad, dado que la efectividad
maxima obtenida en las soluciones acuosas fue de 36.67% comparado con un 76.67%
obtenido en las soluciones aceitosas. En los cortes histoldgicos se observaron conidios en
la parte del hemocele de las ninfas, confirmando asi la adherencia y penetracion de los
hongos.
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ABSTRACT

Chagas disease is a complex zoonosis caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi. It is
estimated that there are between 6 and 7 million infected people in the world and 36,000 new cases
originate each year. Since 80% of transmission of Chagas cases in humans is due to invertebrate
vectors of the Family Reduviidae, the control of this disease is based on the control of triatomine.
The use of entomopathogenic fungi is an alternative to chemical insecticides, thanks to its natural
ability to regulate insect populations, affecting, among others, vector species of this disease. The
objective of this work was to evaluate the entomopathogenic activity of three fungi (Verticillium
lecanii, Hirsutella thompsonii and Beauveria bassiana) for Triatoma infestans control, using
aqueous and oily formulations. Aqueous suspensions were prepared with 1x107 conidia/mL and
an oily formulation with 1 x 107 conidia/mL in solution with 49% aqueous suspension and 50%
edible soybean oil. 0.2 pL of the solutions were applied to nymphs 1. It was observed that the
evaluated fungi were effective against nymphs I, Verticillium lecanii had a greater effectiveness
of aqueous solutions with 36.67% compared to B. bassiana and H. thompsonii which had 33.33%
and 30% respectively, while in the oily solutions, B. bassiana had a higher effectiveness of
76.67%, compared with V. lecanii and H. thompsonii which they obtained 53.34% and 43.34%
properly. When comparing the results of the bioassays with the aqueous and oily solutions, we
could observe an increase in effectiveness, since the maximum effectiveness of the aqueous
solutions was 36.67% compared to 76.67% in the oily solutions. In the histological sections,
conidia were observed in the hemocele part of the nymphs, thus confirming the adherence and

penetration of the fungi.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), se transmite al hombre
en forma natural por insectos hematdfagos de la subfamilia Triatominae (Salazar-
Schettinoa et al. 2016). Esta es una de las principales patologias tropicales desatendidas,
la cual principalmente son transmitidas por insectos vectores (Vazquez-Martinez et al.
2014), existen otras formas de transmision como lo son: la congénita (o vertical,
transmitida de madres a hijos), las transfusiones de sangrey trasplante de 6rganos, la
transmision oral y la causada por accidentes de laboratorio (Concha-Valdez 2015).

Si bien esta enfermedad es endémica de América Latina, también es propicia en muchos
paises de Europa, en donde Espafia se destaca como el pais europeo con mas casos
(Concha-Valdez 2015), la mayor prevalencia es en las regiones rurales mas pobres
(Carrada-Bravo 2004). La tripanosomiasis americana es endémica en 21 paises
latinoamericanos, ademas que se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de
personas infectadas por T. cruzi (WHO 2019), estimandose aproximadamente por
transmision vectorial 28,000 nuevos casos cada afio y otros 8,000 por transmision
congénita (Linn et al. 2019). Esta enfermedad causa alta morbilidad y mortalidad, los
cuales se pueden comparar a niveles observados para el virus de inmunodeficiencia
humana/sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH/SIDA) en la region de América
Latina (Véazquez-Martinez et al. 2014). México es un pais endémico para la enfermedad
de Chagas, dos terceras partes del territorio pueden ser consideradas en riesgo de
presentar una transmision vectorial, es decir que 1,100,000 individuos podrian estar
infectados con T. cruzi y 29,500,000 en riesgo de contraer la infeccion (Salazar-Schettino
et al. 2016).

Debido a que el 80% de transmisidn de los casos de Chagas en humanos se debe a los
insectos vectores o triatbmino (PAHO 2019), el principal medio de control de la
enfermedad se basa en la lucha contra los triatbmino domiciliarios mediante el uso de
insecticidas no selectivos, disefiados para controlar una gran variedad de insectos de la

familia Reduviidae (Schofield 1994; Couray Dias 2009). La utilizacion de plaguicidas de

14



origen quimico de manera excesiva y sin previa asistencia técnica ha causado como
consecuencia, la resistencia en los organismos de esta familia (Badii y Landeros 2007).
Los entomopatdgenos fungicos son importantes agentes de control biologico de
muchos insectos y otros artropodos, por lo cual se ha observado un aumento en el uso
comercial de estos agentes, ya que estos poseen la capacidad de invadir a sus hospederos
y atravesar su exoesqueleto, esto mediante la adherencia de sus esporas en las partes
bucales, tegumento y/o los espiraculos (Holder et al. 2017).

Actualmente en el control de las especies domiciliarias se utilizan insecticidas
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides sintéticos, si bien los
insecticidas piretroides son los mas efectivos (Oliveira-Filho 1984), estos generan un
mecanismo de resistencia en los triatdbmino, Triatoma infestans (Klug) y Rhodnius
prolixus (Stal), los cuales son dos especies responsables en gran medida de la transmision
de T. cruzi (Vassena et al. 2000).

En este trabajo se tuvo como objetivo estudiar la actividad entomopatdgena de 3 hongos
V. lecanii (Ascomycota), H. thompsonii (Ascomycota) y B. bassiana (Ascomycota) como
biocontrol contra T. infestans (Usinger), esto mediante el uso de formulados acuosos y

aceitosos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas es causada principalmente por la transmision vectorial del
protozoario hemo flagelado T. cruzi, distribuida principalmente desde el sureste de
Estados Unidos hasta Argentina (Ramsey et al. 2012). Es endémica en 21 paises
latinoamericanos en donde es sefialada como la mayor causa de morbilidad y mortalidad,
con alrededor de 6-7 millones de personas infectadas, 12,000 muertes anuales, y una
incidencia de 56,000 casos al afio (WHO 2019). En México se han descrito 34 especies
de triatdmino, colocandolo en el segundo lugar como el pais con el mayor nimero de
especies de triatbmino en Ameérica, solamente precedido por Brasil. En México los
triatdbmino pertenecen a siete géneros diferentes; Triatoma es el mas abundante, cuenta
con 27 especies (Magallon-Gastelun et al. 1998; Velasco-Castrejon y Rivas-Sanchez
2008).

El cuadro clinico de la tripanosomiasis americana se divide en dos etapas; la primera es la
fase aguda, en esta los parasitos se encuentran en el torrente sanguineo y presenta fiebre
(la cual es curable en el 80% de los casos) como sintomatologia, sin embargo, esta fase es
raramente diagnosticada en zonas como son el norte de México y sur de los Estados
Unidos de América, donde esta no es una enfermedad endémica, ya que puede pasar
desapercibida por el médico al considerarla un padecimiento exdético (Prata 2001). La
segunda etapa es la fase cronica, la cual se manifiesta a lo largo de la vida mediante el
desarrollo de padecimientos como: cardiopatias, megacolon, megaesofago entre otros
(Prata 2001). En Latinoamérica se estima que el 30% de los infectados desarrolla
cardiomiopatia dilatada, contra la cual no hay tratamiento efectivo (Cardenas-Sanchez et
al. 2003).

Los sintomas de la enfermedad de Chagas pueden variar en su gravedad de acuerdo con
la zona geogréafica donde se localice, por lo cual algunos autores consideran que existen
diferencias en la virulencia de las cepas circulantes e incluso en la resistencia natural a la

enfermedad en algunas poblaciones (Becerril-Flores y Valle-De La Cruz 2003).
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2.2 Modo de transmision.

La transmision de esta enfermedad se puede realizar de dos maneras: (a) la primera por la
transmision no vectorial (transfusion sanguinea, trasplante de Organos, transmision
congénita, etc.), el cual es el principal problema en paises no endémicos como Canada,
Espafa, Japdn, Australia y Estados Unidos, esto debido a la migracién (Carabarin-Lima
et al. 2011). (b) La segunda y la principal razon es: la trasmision vectorial, en donde el
insecto a traves de deyecciones de heces fecales transmite el parasito de T. cruzi el cual
pasa al organismo a través de la piel o mucosas (Prata 2001). La mayoria de las personas
que cuentan con esta enfermedad si bien son asintomaticos, estas personas se encuentran
infectadas, los cuales se convierten en transmisores potenciales por transfusion, ya que,
en la etapa cronica y asintomatica, no son detectados mediante las pruebas seroldgicas
recomendadas por la OMS (WHO 2019). Se estima que las personas en fase cronica o
latente, al ser donadores potenciales, diseminan la enfermedad a 100 millones de personas,

convirtiéndose en un importante factor de riesgo (Vega y Naquira 2005).

2.3 Triatoma en México.

En México se han reportado 34 especies de triatdbmino (Galvad et al. 2003). Los géneros
mas comunes son Triatoma, Meccus y Rhodnius (Gomez-Hernandez et al. 2008). En el
oeste de México las especies de mayor importancia epidemioldgica son T. longipennis y
T. barberi (Usinger) (Figura 1) debido a la migracion de los vectores de habitat silvestres
a peri domésticos (Martinez-Ibarra et al. 2007). En las diferentes especies de vectores, se
conocen sus formas de vida y habitat, ademas algunos autores mencionan herramientas y
estrategias especificas para interrumpir la transmision vectorial (Lazzari y Lorenzo 2009);
a pesar de esto, se recomienda la vigilancia y control de las poblaciones domésticas de

triatdbmino para interrumpir la transmision de este parasito (Cohen et al. 2006).
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Figura 1. Especies de mayor importancia epidemioldgica en el oeste de México. a) T. longipennis; b) T.
barberi. Imagen tomada de Unibio (2017).

En Nuevo Ledn, el Unico vector domiciliario y peridomiciliario reportado es T.
gerstaeckeri (Stal), mientras que T. neotomae (Neiva), T. lecticularia (Stal) y T. protracta
(Uhler) son vectores silvestres (Martinez-Ibarra et al. 2007; Molina-Garza et al. 2007).
Recientemente se reportaron especies de T. gerstaeckeri positivos para la presencia de T.
cruzi mediante microscopia opticay PCR, lo cual corrobora su importancia como vectores
en la transmision de la enfermedad de Chagas en el noreste de México y Texas (Molina-
Garzaet al. 2007; Hotez et al. 2012).

2.4 Los hongos como control bioldgico

Los entomopatdgenos fangicos son importantes agentes de control bioldgico de muchos
insectos y otros artropodos, sin embargo, hay factores que pueden llegar a afectar su
actividad, como lo son los factores ambientales, estos suelen ser criticos para el desarrollo
Optimo del hongo, como ademas de la habilidad propia del hongo para sobrevivir a las

condiciones adversas o periodos de ausencia de hospederos (Carruthers y Soper 1987).

En los ultimos 10 afios se ha visto un aumento del uso de hongos entomopatdgenos de
manera comercial. Los responsables de la dispersion y la infeccion de los diversos hongos
entomopatdgenos en condiciones naturales son conidios aéreos, la mayoria de los hongos
hifomicetos entomopatégenos producen grandes cantidades de conidios fuertemente
hidrofobas, esto gracias a sus paredes hidrofobicas que confieren estabilidad ambiental
(Wraight et al. 2001).
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Estas caracteristicas contribuyen significativamente a la eficiencia de la produccion y la
estabilidad de almacenamiento y han convertido a los conidios en los propagulos de
eleccion para la mayoria de las formulaciones comerciales (Wraight et al. 2001); Sin
embargo, incluso con estas caracteristicas que favorecen su actividad, los conidios de los
entomopatogenos suelen requerir altas concentraciones para controlar las plagas (Bartlett
y Jaronski 1988).

Para la elaboracion de un formulado de hongos entomopatégenos que sea viable para su
comercializacion, es importante tener en cuenta que los métodos de produccién sean de
bajo costo, que no cuente con una alta dificultad de produccién para las distintas
formulaciones, dado que estas deben de mantener su alta viabilidad, virulencia y su larga
vida de anaquel (Wraight et al. 2001). Los materiales usados en formulaciones deben
proporcionar algunas protecciones contra altas temperaturas, baja humedad y luz
ultravioleta, los cuales son los mayores obstaculos para el establecimiento del hongo
después de su aplicacién (Castillo-Reyna 2002).

2.5 Mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos.

La pared celular de los hongos se encuentra constituida por polisacaridos, principalmente
quitina, que también se encuentra en los artropodos y es de tipo estructural; ademas posee
proteinas, que son glicoproteinas, con galactosa y manosa; lipidos (&cidos grasos);
pigmentos, basicamente compuestos de melanina, y sales inorganicas (Cazorla-Perfetti
2011), esto los ayuda a invadir a sus hospederos, para atravesar de su exoesqueleto, ya sea
por adherencia de sus esporas en las partes bucales, tegumento y/o los espiraculos
(Holder et al. 2017).

El proceso de invasion de los hongos en los hospederos artrépodos se puede dividir en las

siguientes etapas:

1. Adhesion: La espora o conidio viable, encuentra un lugar propicio sobre la
cuticula o tegumento de sus hospedadores artropodos, para establecer la relacion
patogeno- hospedador; en esta etapa, la superficie de la pared celular del hongo
debe adherirse a la cuticula; existen diversas asociaciones inespecificas y

especificas para llevar esto a cabo, destacandose que los iones Ca++ y Mg++
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logran disminuir las fuerzas de repulsion electrostaticas entre ambas superficies al
modificar la hidrofobicidad, que es determinada en parte a proteinas denominadas
hidrofobinas y carbohidratos, facilitindose la union pared celular fungica-cuticula del
invertebrado (Pucheta 2006).

Germinacion: Proceso que es disparado por los carbohidratos, los cuales actian
como mensajeros. Al estar presentes en el exoesqueleto de los artrépodos (Pucheta
2006) y al entrar en contacto con el tegumento, las esporas deben encontrar el
sustrato nutricional (carbono, nitrégeno y otros elementos), asi como las
condiciones ambientales de alta humedad, temperatura y luz necesarias para su
germinacion; la cubierta mucigilanosa de las esporas posee propiedades
antidesecantes, lo cual ayuda asi a conservar su hidratacion (Hegedus vy
Khachatourians 1995).

Formacion de apresorios: Después de ocurre el hinchamiento de las esporas, se
forma un tubo germinativo o haustorio, ademas de un apresorio, esto mediante el
crecimiento apical de la pared celular, estimulado por un flujo i6nico (Ca++y H+)
(Cazorla-Perfetti 2011). El tubo germinativo permite reconocer los receptores
anivel del tegumento donde se fijard la hifa, y con el apresorio el hongo logra
anclarse a la cuticula del hospedador, y posteriormente penetrar hacia el celoma
del artrépodo (Hajek y Eastburn 2003).

Formacién de estructuras de penetracidon: La penetracion se logra mediante
mecanismos fisicos (producto de la presién mecénica del apresorio) y quimicos,
(mediante la excrecion de enzimas hidroliticas, incluyendo, entre otras, proteasas,
lipasas, quitinasas, quitobiasas y lipooxigenasas), las cuales logran degradar la
cuticula del hospedador, apreciandose sintomas de histdlisis, y adicionalmente

ayuda a la penetracién mecanica y proporciona nutrientes al hongo (St et al. 1996).

Colonizacion: Una vez que el hongo logra penetrar, la hifa se ensancha y se
ramifica para formar cuerpos hifales secundarios (blastosporos), esto invade todas
las capas cuticulares, y luego se expande hacia los 6rganos internos del insecto y
todo el hemocele, lo cual produce cambios patoldgicos como convulsiones,

carenciade coordinacion y comportamientos alterados, para lograr su colonizacion
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totaldespués de la muerte del artrépodo (Tanada y Kaya 1993).

6. Reproduccion: Posteriormente de la invasion interna, si la disponibilidad de agua
es alta y la temperatura adecuada, la fase reproductiva del hongo se desarrollar en
dos etapas: micelizacion y esporulacién, entonces emerge fuera del insecto
después de atravesar la cuticula, especialmente por las &reas mas débiles
(espiraculos, regiones intersegmentales, etc.) hasta cubrir de esporas la superficie
del insecto, para lograr asi la produccion suficiente de indculo para infectar a otros
insectos; por el contrario, si las condiciones son secas, el proceso reproductivo
fangico se detiene, solo se observan los insectos momificados y no cubierto por
una capa algodonosa (micelizacién) o por una especie de polvillo blanco, verde o
lila (esporulacion) (Goettel y Inglis 1997).

2.6 Uso de hongos entomopat6genos como bioplaguicidad de triatdmino.

Si bien los hongos Metarhizium anisopliae y B. bassiana se han estudiado ampliamente
para su actividad entomopatégena en Triatomino, los hongos B. brongniartii, Nomuraea
rileyi, Paecilomyces fumosoroseus, Evlachovaea sp., Penicillium corylophilum,
Aspergillus giganteus, Lecanicillium psalliotae y Pochonia chlamydosporia se han
estudiado en menor cantidad (Cazorla-Perfetti 2011).

Romafia et al. (1987) analizaron la actividad patogénica de 14 cepas de B. bassiana, B.
brongniartii, M. anisopliae, N. rileyi y P. fumosoroseus en ninfas de primer estadio de R.
prolixus, en el cual obtuvieron que a concentraciones de 3 x 10° conidios/cm?, solo 2
cepas, B. bassiana n. 297 y B. bassiana n. 326 mataron al 100% de las larvas a los 10 dias

despuésde la exposicion.

Luz et al. (1999) analizaron 23 aislamientos de B. bassiana y 13 aislamientos de M.
anisopliae en ninfas del tercer estadio de T. infestans, reportan que a una humedad
saturada este insecto es muy susceptible a la infeccion por hongos. A menor humedad
relativa (50%), la cual son las condiciones esperadas en microhabitat del vector, la
virulencia fue significativamente diferente entre los 36 aislamientos. La mortalidad
acumulada 15 dias después del tratamiento vario de 17.5 a 97.5%, y las estimaciones del
tiempo de supervivencia del 50% variaron de 6 a 11 dias. Las concentraciones
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letales suficientes para matar el 50% de los insectos (CLso) variaron de 7.1 x 10° a 4.3 x
10 conidios/mL, para un aislado de B. bassiana (CG 14) y un aislado de M. anisopliae
(CG 491) respectivamente.

Vasquez et al. (2005) evaluaron el efecto del hongo B. bassiana (cepa UdeAl3) en
ninfas de quinto estado de desarrollo de R. prolixus bajo condiciones de laboratorio. Los
tratamientos consistieron en suspensiones de conidios del hongo entomopatgeno B.
bassiana en concentraciones de 3 x 10°, 1 x 107, 3 x 10% y 3 x 10° conidios/mL, las cuales
se asperjaron sobre los insectos con un sistema emulador de la Torre de Pulverizacion de
Burgerjon. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,01) entre todos los tratamientos
y el control. Las concentraciones 3 x 108 y 3 x 10° conidios/mL produjeron entre un 90 y

100% de mortalidad entre los dias 7 y 9 después del tratamiento.

Cazorla-Perfetti et al. (2007) analizo los efectos de gradientes térmicos, salinos y pH sobre
la germinacion in vitro de un aislado nativo de B. bassiana (balsamo) Vuillemin, patdgeno
para R. prolixus y T. maculata. Se observd que los conidios no germinaron en las
temperaturas extremas (6 y 40°C), obteniéndose porcentajes de germinacion >99% en el
rango de 21-34°C. La germinacion del hifomicete decreci6 significativamente con el
incremento de la concentracion de NaCl, inhibiéndose completamente a partir de la [NaCl]
del 7%, yalospH 1.32 y 11-12. Los porcentajes de germinacion fueron significativamente

mas elevados (>99%) en el rango de pH de 4 a 10.

Rocha et al. (2011) analizaron L. psalliotae, P. lilacinus y P. chlamydosporia aislados de
suelos en el centro de Brasil contra R. neglectus, R. nasutus, R. prolixus y R. robustus. Los
primeros insectos muertos se detectaron entre 7 y 12 dias después de los tratamientos
conidiales, independientemente de las especies de hongos, triatdmino o la concentracion
de conidios probada. Al tratar a las ninfas de R. neglectus y R. nasutus con una
concentracion de 2.33 x 10° UFC/cm? murieron mas rapidamente con valores de TLso de
entre 12.8 dias (R. neglectus tratado con P. lilacinus) y 18.6 dias (R. nasutus tratado con
L. psalliotae). No hubo un efecto claro de las especies de hongos sobre la mortalidad de
Rhodnius spp. Todos los hongos probados se desarrollaron en ninfas muertas, y se
detectaron conidios de las tres especies de hongos en las superficies de >90% de los

cadaveres después de un periodo de incubacion post mortem de 10 dias.
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Vazquez-Martinez et al. (2014) evaluaron la patogenicidad G. virens, T. flavus, B.
bassiana y M. anisopliae en ninfas de T. dimidiata y adultos a concentraciones de 1 x 10°
conidios, en adultos se observé una patogenicidad similar entre B. bassiana, G. virens y
T. flavus (p > 0.05), los cuales difirieron de las ninfas (p = 0.009). Las cepas mas
entomopatogenas en triatbmino adultos fueron B. bassiana y G. virens, los cuales
causaron el 100% de mortalidad. En las ninfas, la cepa mas entomopatégena fue B.
bassiana, seguida de G. virens.

Castellanos-Sanchez et al. (2014) determinaron la capacidad biocida de hongos nativos
entomopatogenos: B. bassiana para el control de T. infestans de ninfas del cuarto estadio.
En las concentraciones de esporas de 2.2 x 102 para Beauveria sp y de 2.6 x 108 para B.
bassiana, se obtuvo una mortalidad del 100% a los 10 dias y 85% a los 32 dias,

respectivamente.

Cazorla-Perfetti y Morales Moreno (2016) analizaron el efecto de formulaciones acuosas
y aceitosas de 13 aislamientos nativos de B. bassiana sobre R. prolixus bajo condiciones
experimentales. Los resultados mostraron que las formulaciones aceitosas fueron
significativamente mas eficientes que las acuosas, esto al incrementar la mortalidad y

eficacia, ademas de disminuir la DLso (p < 0.05).

Flores-Villegas et al. (2018) estudiaron los efectos en los huevos de T. pallidipennis de
dos hongos entomopatdgenos, Isaria fumosorosea EH-511/3 y M. anisopliae EH-473/4.
Las tasas de mortalidad causadas por I. fumosorosea y M. anisopliae fueron 92% + 3.1y
88% =+ 3.7, respectivamente. La tasa de esporulacion y la produccion conidial fueron

mayores en |. fumosorosea que en M. anisopliae.
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3. JUSTIFICACION

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una infeccidon parasitaria
producida por T. cruzi y transmitida por insectos hematofagos de la familia Reduviidae.
Esta enfermedad se encuentra distribuida en gran parte del continente americano, con un
elevado indice de prevalencia y gravedad de los cuadros clinicos, en la cual la
miocardiopatia cronica chagasica, es uno de los problemas de Salud Publica en América
Latina. La via principal de trasmision es mediante la picadura del vector, al cual se le
adjudica un 80% de los casos de Chagas en humanos, por lo cual el uso excesivo de
insecticidas ha sido el método mas utilizado para el control de esta enfermedad; sin
embargo, el uso indiscriminado de estos compuestos puede generar una resistencia

cruzada en algunos individuos, la cual puede mantenerse durante generaciones.

En algunas especies de triatdbminos, se ha reportado la resistencia hacia algunos
insecticidas de uso generalizado para el control de diversas plagas como lo son: la
deltametrina, betacipermetrina, betaciflutrina y lambdacihalotrina. Para minimizar el
riesgo de resistencia, de acuerdo con el manejo integrado de plagas sefialado por la OMS,
es necesario incluir controladores biol6gicos, manejo ambiental y la utilizacion de

insecticidas de origen botanico.

El uso de formulados fungicos como una alternativa a la aplicacion de insecticidas
quimicos comerciales, cuenta con un amplio campo de estudio, esto gracias a su capacidad
natural para regular las poblaciones de insectos. EI empleo de hongos entomopatdgenos
contra insectos es una alternativa viable, pues la compatibilidad de los hongos
entomopatogenos con predadores y parasitos ya ha sido demostrada.
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4. HIPOTESIS

Los hongos entomopatdgenos V. lecanii, H. thompsonii y B. bassiana presentan una
alternativa viable como control de vectores gracias a su efecto toxico sobre T. infestans

en ninfas de primer estadio.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad toxica que presentan formulados fungicos contra T. infestans,

principal vector de la enfermedad de Chagas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analizar la actividad in vivo de tres distintos hongos en ninfas de primer
estadio de T. infestans.

2. Comparar la eficacia de formulados acuosas y aceitosos de los tres hongos

3. Comprobar mediante estudios histopatologicos la adhesion interna del hongo.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Insectos

Los insectos se criaron en el Laboratorio de Patologia Molecular y Experimental (LPME)
perteneciente a la Facultad de Ciencias Biologicas, UANL, alimentandose una vez a la
semana con sangre de rata albina (Rattus norvegicus albinus). Se mantuvieron a una
temperatura promedio de 26.1 °C (24-30°C) y a una humedad relativa promedio de 62.4%
(58-67%) (Cazorla y Morales 2016). Los ensayos se hicieron con colonias de la especie
T. infestans (cepas susceptibles), empleandose ninfas de primer estadio proporcionadas
por el Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad de Guadalajara. Una semana
antes de cada bioensayo, los triatbminos fueron alimentados. Dos dias antes del bioensayo,
todos los triatbminos se desinfectaron mediante un tratamiento de dos minutos con una
solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%. Los insectos fueron lavados tres veces con agua

estéril triple destilada y secada (Vazquez-Martinez et al. 2014).

6.2 Cepas fungicas.

Las cepas V. lecanii y H. thompsonii fueron obtenidas de la ATCC (ATTC® 36967™ y
60808 ™), mientras que la cepa de B. bassiana, fue proporcionada por la Unidad de
Formulacion de Bioldgicos y Coordinador de Vinculaciéne Innovacion Tecnoldgica

Reactivacion de cepas, perteneciente a la Facultad De Ciencias Bioldgicas; UANL.

Los hongos se cultivaron en medio de Agar Dextrosa Saboroud (BD BIOXON) a24 + 1
°C, esto alrededor de 7 dias o hasta que los conidios fueran visibles. De alli fueron

reactivadosen ninfas de primer estadio de T. infestans antes de iniciar los bioensayos.

6.3 Formulaciones Acuosas

Se prepard suspensiones conidiales mediante el raspado de los cultivos en cajas con el uso
de un asa de platino, el cual se suspendi6 en 01% Tween20 con agua destilada estéril. Se
midié la viabilidad de los hongos mediante la germinacion conidial en medio SDA, esto

bajo condiciones dptimas. Las suspensiones con una germinacion mayor a 90% fueron
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utilizadas para los bioensayos (Vazquez-Martinez et al. 2014). La suspension acuosa de
conidios fue ajustada mediante hemocitometro (Nebauer improved, Marienfeld,
Alemania) a 1 x 10’conidios/mL (Goettel y Inglis 1997) y utilizada de inmediato (Cazorla
y Morales 2016).

6.4 Formulaciones Aceitosas

La conformacion de las soluciones aceitosas fue del 49% de las suspensiones acuosas,
50% de aceite comestible estéril, y se agregé 1% Tween20, esto ajustado a 1 x 10’

conidios/mL (Cazorla 'y Morales 2016).

6.5 Ensayos de patogenicidad.

Los bioensayos se realizaron en ninfas de primer estadio, estos fueron en grupos de 10
individuos por triplicado para cada formulado. Se realizo la aplicacion topica de 0.2 uL
en las ninfas de primer estadio con ayuda de una micropipeta. Las suspensiones
consistieron en formulaciones acuosas y aceitosas en las concentraciones 1 x 10’
conidios/mL. Se tom6 como control negativo a los insectos tratados con agua destilada
sin conidios, y como controles positivos a los insectos tratados 1% Tween20 con 1 x 107
conidios/mL de B. bassiana. Los triatdminos tratados se colocaron en contenedores dentro
de una camara ambiental a 27 + 2°C y 75 £+ 5% 0 90% de humedad relativa (RH)
(Vazquez-Martinez et al. 2014). Las mortalidades de los insectos se registraron

diariamente durante 15 dias después del tratamiento.

6.6 Verificacion de mortalidad.

Los insectos muertos se removieron diariamente para después ser transferidos a cAmaras
himedas para observar la esporulacion del hongo en las mismas condiciones del
experimento. Se asumio que la causa de muerte es debida a la accion patdgena de los
hongos cuya morfo-taxonomia se verifico mediante la inoculacion en placas con SDA

(Romafa y Fargues 1992; Vasquez et al. 2005). Los triatomas que murieron fueron
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deshidratados en fijador AFA, estos fueron enviados al Instituto Tecnolédgico de Sonora

en donde se realizaron los cortes histoldgicos (Tolosa et al. 2003).

Para comprobar el crecimiento macroscopico de los hongos, en cajas de Petri de SDA se
colocaron ninfas que hayan muerto en el transcurso de los bioensayos, después se
colocaron dentro de una camara ambiental a 27 + 2°C y 75 + 5% 0 90% de humedad
relativa (RH)

6.7 Analisis estadistico.

Se realizaron un analisis de supervivencia mediante los métodos no parametricos de
producto-limite de Kaplan-Meier y la prueba generalizada de Gehan-Wilcoxon (Kaplan
y Meier 1958; Gramatges 2002). Asimismo, se calculd el tiempo letal medio (TLso)

mediante el mismo el mismo método (Beltran et al. 2008).

El porcentaje de eficacia de cada aislamiento se determindé mediante la formula de
Schneider-Orelli (Carrillo 1973), la cual corrige los efectos de la mortalidad natural, y asi

se permite determinar la verdadera eficacia de los tratamientos.

4-5) 100

; ] ACY '.D" e
Efficacy (%) ==

“A” equivale al porcentaje de individuos muertos en el tratamiento.
“B” equivale al porcentaje de individuos muertos en el control.

Ademas, se realizd un analisis de varianza y una comparaciéon multiple de Student-
Newman-Keusl (SNK) para evidenciar diferencias entre tratamientos. considerandose
como significativo una probabilidad de p<0.05. Los datos se analizaron con los paquetes
estadisticos SSPS 17.
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7. Resultados

7.1. Eficacia de formulados acuosas y aceitosos de los tres hongos.

Para los bioensayos se utilizaron soluciones acuosas y aceitosas de tres distintos hongos
para analizar su efectividad contra ninfas del primer estadio de T. infestans. Al comparar
el porcentaje de mortalidad acumulada a los 15 dias para las ninfas que fueron expuestas
a las soluciones acuosas, V. lecanii tuvo una mortalidad del 36.7%. seguido por B.
bassiana con 35.3% y H. thompsonii con un 30%, estos fueron inoculados con una
concentracion de 1 x 107 conidios/mL, los resultados completos se puede observar en la
tabla 1.

Tabla 1: Mortalidad acumulada (%) de ninfas de estadio | de T. infestans expuestas a in6culo con base
acuosa de 1x107 conidios/mL de tres diversos hongos.

SOLUCIONES ACUOSAS

- Hirsutella thompsonii Beauveria bassiana Verticillium lecanii
40 36.7 36.7
. 33.3 333 _23%3 333
30.0 30
30 26.7
= 30
X 75 23.3
g % 20
= 23.3
=z 20 16.7 16.7 16.7
'_
o
S 15 1893193
=
10 6.7
5
0 0
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Para los resultados correspondientes a las soluciones aceitosas, el porciento de mortalidad
acumulada en el transcurso de 15 dias aumento para los tres hongos, para B. bassiana fue
de 76.7%, 53.3% para V. lecanii y, por ultimo, H. thompsonii causé un 43.3%, de

mortalidad acumulativa, los detalles se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2: Mortalidad acumulada (%) de ninfas de estadio | de T. infestans expuestas a inéculo con base
aceitosa de 1x107 conidios/mL de tres diversos hongos.

SOLUCIONES ACEITOSAS

MORTALIDAD (%)
= N w B Ul ()] ~ o] ()
o o o o o o o o o

o

—&— Hirsutella thompsonii

46.7

63.3

== Beauveria bassiana

63.3

7.2. Actividad in vivo de los distintos hongos.
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Al analizar los resultados completos de los tres hongos en las ninfas que fueron expuestas

a las soluciones aceitosas, B. bassiana obtuvo la tasa de supervivencia méas baja, como

resultado, alcanzo la mayor tasa de efectividad, mientras que las que fueron expuestas a

las soluciones acuosas de H. thompsonii tuvieron la mayor tasa de supervivencia y la

menor tasa de eficacia, tal y como se puede apreciar en la tabla 3.

Tabla 3: Resumen del andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier y eficacia para ninfas estadio | de T.
infestans sometidas a indculo con base aceitosa y acuosa de 1x107 conidios/mL de los tres hongos (n=30
insectos por grupo).

Hongo Solucién | Supervivencia | Eficacia | Media Des. TL50 TL25

% % (Dias) | Estandar | (Dias) | (Dias)
Beauveria Aceitosa 33.33 76.67 8.23 0.91 7 4
bassiana Acuosa 76.67 33.332 12.63 0.76 * 12
Hirsutella Aceitosa 66.67 43.33%® 12.30 0.79 * 10
thompsonii Acuosa 70 302 13.60 0.54 * 14
Verticillium Aceitosa 46.67 53.330 11.63 0.70 13 8
lecanii Acuosa 63.33 36.672 12.40 0.73 * 10
Control 100 0 0 0 0 0
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7.3. Analisis de la adhesion interna y externa de los hongos.

En la figura 2A se muestra el cadaver de una ninfa la cual fue inoculada con una solucién
aceitosa de H. thompsonii,, se puede distinguir en la posicion del ventral en donde se
encuentran conectados las patas, una parte color grisaceo el cual se encuentra encerrado
en un recuadro roja, esta misma coloracion se logra ver en la ninfa que fue inoculada con
la solucion acuosa (Figura 2B), solo que se observo en la parte Urosternito del abdomen,

la cual se puede observar encerrada en circulo verde.

Figura 2. Ninfas inoculadas con solucion A) aceitosa y B) acuosa de H. thompsonii en donde se observan
zonas color grisaceo.

En la figura 3, se puede apreciar una ninfa que fue inoculada con una solucion acuosa de
H. thompsonii, no observandose ninguna zona grisacea, solo la coloracién general de la

ninfa, la cual es de un color café claro.
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Figura 3. Ninfa inoculada con solucién acuosa de H. thompsonii donde no se puede observar zona grisacea
en la parte abdominal.

En la figura 4 se muestra una ninfa que fue inoculada con solucion aceitosa de B. bassiana,
en la figura 4A se observa la zona grisacea que se encuentra en la parte del abdomen,
también en la parte de las patas se logra observar pequefias zonas con tipo pelusas, estas
marcadas con una flecha, mientras que en la 4B se puede apreciar a mas detalles estas

pelusas de color gris/blanco.

A)

Figura 4. A) Ninfa inoculada con solucién aceitosa de B. bassiana donde se puede apreciar una zona
grisacea, mientras que B) se puede apreciar la pata de la ninfa con varias pelusas.

Se examino la morfologia macroscépica de las ninfas que fueron inoculadas soluciones
aceitosas de H. thompsonii, donde se pudo apreciar crecimiento de colonias color verde
cerca de la ninfa (Figura 5A), las colonias que crecieron alrededor de la ninfa fueron de
un color verde en el centro y en su alrededor color blanco, el cual era una colonia tipo

algodonosa (Figura 5B).
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Figura 5. Ninfas inoculadas con solucion a) aceitosa H. thompsonii en la caja de SDA, b) colonias color
verde en el centro y alrededor un color blanco, con una consistencia algodonosa.

En las cajas inoculadas con las chinches examinadas bajo estereoscopio habia crecimiento
alrededor toda la parte de la cabeza y del térax, tal y como se observo en las chinches que
fueron inoculadas con H. thompsonii (Figura 6A), al examinarlo a mas detalle se
encontraron las pequefias colonias de hongos conectados directamente con la ninfa (Figura
6B), estas colonias fueron de un color gris, similar al observado en la morfologia inicial

de este hongo.

Figura 6. Ninfas inoculadas con solucién acuosa de H. thompsonii A) donde se muestran pequefios puntos
de color gris en toda la parte de la cabeza y del torax, B) directamente conectados a él exoesqueleto de la
ninfa.
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En la figura 7A se examina el tejido perteneciente a una ninfa la cual no fue inoculada con
soluciones de hongos, observandose la ausencia de cuerpos obscuros, ademas de una
coloracion rosa y morada, con un hemocele claro y espacioso; mientras que los cortes
realizados a las ninfas inoculadas con hongos se presenta una menor cantidad de area del

hemocele y un acumulo de color negro el cual fue marcado con una flecha (Figura 7B).

Figura 7. Detalles de cortes histopatolégicos de secciones de cadaveres de ninfas | de T. infestans A) no
infectadas e B) infectadas con solucién acuosa de B. bassiana en 10x.

En la figura 8A se muestra con mas detalle la parte del hemocele y musculatura del control
negativa en donde no se aprecia ningun cuerpo extrafio y una coloracion en general color
rosa claro, eosinofilo, mientas que en la figura 8B, se aprecia el desarrollo de varios
cuerpos obscuros, ademas de varios cuerpos en forma de circulos y lineas, estos objetos

desarrollaron en los dos tipos de soluciones de los tres hongos que fueron probados.
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Figura 8. Detalles de cortes histopatoldgicos de secciones de cadaveres de ninfas | de T. infestans A) No
infectadas. B) Infectadas

Al realizar un enfoque en la parte obscura presente en los cortes histologicos de las chinches que fueron
inoculados con las soluciones de hongo se observo que estan conformados por pequefias células circulares
de color café obscuro, en donde la morfologia no se asemeja a ningln tejido que se encuentre en el control
negativo (Figura 9).

Figura 9. Detalles de cortes histopatolégicos de secciones de cadaveres de ninfas | de T. infestans inoculadas
con la solucién aceitosa de Hirsutella thompsonii.
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8. Discusion

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una de las principales patologias
transmitidas por insectos vectores (Salazar-Schettinoa et al. 2016), en donde el 80% de la
transmision de los casos en humanos es debido a los insectos vectores o triatbminos
(PAHO 2019). El principal medio de control de la enfermedad se basa en el uso de
insecticidas no selectivos (Schofield 1994; Coura y Dias 2009), teniendo como
consecuencia, la resistencia en los organismos de esta familia (Badii y Landeros 2007),
a causa de que los entomopatdgenos fungicos son importantes reguladores naturales de
insectos y aracnidos; principalmente los pertenecientes a los grupos Hypocreales
(Ascomycota) y Entomophtoromycota (Chandler 2017), ademas del aumento en el uso
comercial de estos agentes, y al poco estudio de los mismo; en este trabajo se realizo el
analisis de tres hongos (V. lecanii, B. bassiana y H. thompsonii) pertenecientes al grupo
de los Hypocreales, mediante el uso de soluciones acuosas y aceitosas para comprobar su
efectividad contra ninfas de primer estadio de T. infestans.

Como parte de la evaluacion de la actividad toxica, se analiz6 la mortalidad acumulada de
los extractos acuosos en ninfas de T. infestans posterior a los 15 dias de la inoculacion con
una concentracion de 1 x 107 conidios/mL de los hongos: V. lecanii, B. bassiana y H.
thompsonii. V. lecanii presento una mortalidad del 36.67%, seguido por B. bassiana con

un 33.33% y H. thompsonii con un 30%.

Beauveria bassiana es uno de los hongos mas estudiados contra triatominos, en el cual se
ha observado que a concentracion de 108 conidios/mL presenta una mortalidad del 50%
(ninfas V, Rhodnius prolixus) en 6 dias (Vasquez et al. 2005), mientras que a una
concentracion de 1.00 x 108 por 33 dias presento una mortalidad del 93%; a una
concentracion de 2.57 x 108, presento una mortalidad del 73% (Castellanos Sanchez et al.
2003). En el presento estudio se obtuvo una mortalidad del 33.33% en un lapso de 15 dias,
utilizando una concentracion de 1 x 107 conidios/ml, en ninfas de primer estadio de T.
infestans, si bien el porcentaje obtenido en el bioensayo realizado es menor a lo observado

en los estudios previamente mencionados, la mortalidad presentada nos permite inferir
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que este presenta un efecto entomopatdgeno en las ninfas estudiadas, cabe mencionar que
este tipo de variaciones entre las mortalidades de este hongo, no es fuera de lo reportado
en la literatura, ya que es posible observar estudios donde se obtiene TL50 <de 9 dias
(Cazorla Perfetti y Morales Moreno 2018) o de 26 dias al inocularse concentraciones de
1 x 107 (Luz y Fargues 1999). Esta fluctuacion en los porcentajes de la mortalidad por B.
bassiana se puede deber a diversos factores como lo son; el estadio y la especie de las
ninfas en cual se realizaron los bioensayos, la concentracion del extracto, ademas de la
solucidn aplicada. Con estos resultados es posible apreciar la eficacia de este hongo contra
las ninfas de primer estadio de T. infestans.

Si bien B. bassiana se encuentra ampliamente estudiado, en el caso de V. lecanii y H.
thompsonii la literatura sobre su efecto entomopat6geno en triatomas no es muy extensa.
Dentro de la literatura, Martinez et al. (2017), utilizaron concentraciones de 1 x 107 de
soluciones acuosas de V. lecanii en Myzus persicae nicotianae, presentando una
mortalidad del 40% a las 72h, mientras que Del Prado et al. (2008), analizé la efectividad
de V. lecanii en huevos y ninfas de hemiptera Aleurodicus cocois a una concentracion de
1x10® de una solucion acuosa, el cual mostro una mortalidad de 75%, ocurriendo la
maxima mortalidad en el dia 7. Al analizar los resultados obtenidos de las soluciones
acuosas, V. lecanii presento una mortalidad del 36.67% en las ninfas de primer estadio de
T. infestans, utilizando una concentracion de 1 x 107 conidios/ml, en un lapso de 15 dias.
Si bien en la mortalidad obtenida en T. infestans fue menor que a la obtenida en los
estudios de Martinez et al. (2017), esto se pudo haber debido a que la composicion del
exoesqueleto de los hemipteros (Presencia de discos dorsales con porosidades, diferente
composicion proteica, etc), diferente concentracion, o a que la cepa no fue aislada
directamente de triatomas, sin embargo, similar a la presentado por B. bassiana, V. lecanii
cuenta con un efecto de mortalidad satisfactorio en ninfas de primer estadio pertenecientes

a T. infestans

Al igual que lo presentado en V. lecanii, se puede observar que la mortalidad de H.
thompsonii obtenida en T. infestans es menor que a la conseguida en otros hemipteros,

obteniendo un 30% de mortalidad en las ninfas de primer estadio inoculadas con una
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concentracion de 1x107 conidios/ml de la solucién acuosa; siendo un 56.5% menor a lo
obtenido por Quesada-Sojo y Rivera-Méndez (2016), los cuales alcanzaron un 86.5% a
los 6 dias en Planococcus citri. En Varroa mite, se ha obtenido mortalidades de 50% entre

los 2 a 6 dias entre las distintas de las cepas analizadas (Peng et al. 2002).

Nuestros resultados demuestran que existe una actividad entomopatdgena de los tres
hongos en T. infestans, de igual manera se puede observar que la mortalidad puede variar
de acuerdo a las condiciones del estudio, siendo uno de los factores principales la cepa de
hongo que se utiliza, ya que nuestra cepa no fue aislada directamente de triatomas, esto
puede ser una causa de la variacion en la mortalidad de nuestros resultados comparado
con los estudios mencionados, no obstante se observar que existe un efecto como
biocontrol en ninfas pertenecientes a T. infestans, lo cual es importante dado que en la
literatura no se cuenta con registro previos de H. thompsonii y V. lecanii como biocontrol

para estos insectos.

En la mayoria de la literatura reportada se utilizan soluciones acuosas para la aplicacién
de los hongos entomopatdgenos., sin embargo, también hay estudios donde comparan la
efectividad de las soluciones acuosas con las soluciones aceitosas, debido a esto se decidid
comparar la mortalidad obtenida entre las ninfas de primer estadio de T. infestans que
fueron inoculadas con soluciones acuosas y las inoculadas con soluciones aceitosas,
encontrando una mayor mortalidad acumulada al cabo de los 15 dias en las ninfas
inoculadas con las soluciones aceitosas. Para V. lecanii se observé un aumento del 16.7%
en la eficacia de las soluciones aceitosas (53.3%) en comparacién con las soluciones
acuosas (36.67%), mientras que en el caso de H. thompsonii hubo un aumento de 13.33%
de efectividad, pasando de una eficacia de 30% en las soluciones acuosas a 43.3% en las
soluciones aceitosas; en B. bassiana se obtuvo el mayor aumento de la efectividad,
teniendo una eficacia del 33.33% para las soluciones acuosas y aumentando un 43.3% en
las soluciones aceitosas (76.67%), mientras que para los tiempo letal 25, se disminuyeron
2 dias para V. lecanii (10 a 8 dias), 4 dias para H. thompsonii (14 a 10 dias), y para B.
bassiana paso de un TL2s de 12 dias en las soluciones acuosas a 4 dias en las soluciones

aceitosas, al disminuir el TLsoaumenta la efectividad de nuestro hongo, dado que hay
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menor mortalidad en menor tiempo. Estos resultados coinciden con lo dicho por Cazorla
Perfetti y Morales Moreno en el 2016 quienes describieron que las ninfas cuarto estadio
del R. prolixus que eran expuestas a las soluciones aceitosas de B. bassiana disminuia su
TL50 comparado con lo obtenido para las soluciones acuosas. Estos resultados eran de
esperarse debido a que el aceite brinda proteccién a los hongos contra diversos factores
ambientales (como lo son la temperatura, radiacién ultravioleta, etc), pero ademas este
incrementa la adhesion a las cuticulas y a las membranas Inter segmentales lipofilicas, lo
cual ayuda a dispersarse con mayor efectividad en el hospedero (Moslim et al. 2004; Luz
y Batagin 2005).

Hay diversos factores que pueden causar la muerte de la ninfa en los bioensayos, dentro
de los cuales se encuentra el estrés por causa de un mal manejo de la ninfa (Peng et al.
2002), para verificar que la mortalidad fuera realmente causa por los hongos y no por
factores externos se colocaron las ninfas en una cdmara himeda con la finalidad de
observar la esporulacion, desarrollandose una capa blanquecina algodonosa que cubria
principalmente el lugar donde se colocé las soluciones, si bien la observacion
macroscopica no es suficiente para demostrar que la muerte se deba a los hongo, para
comprobar la mortalidad, se realizé un corte histoldgico de la parte abdominal de la ninfa,
en donde se demostrd la presencia de penetracion por parte de los distintos hongos
utilizados, esto fue posible observarse tanto en las ninfa que fueron inoculadas con
soluciones acuosas, como las inoculadas con las soluciones aceitosas, dado que se observo
la presencia de conidio en el hemocele, esto nos indica que ademas de haber presentado
una adhesién a la cuticula, también hubo un proceso de penetracion via tegumento, lo cual
es importante para verificar el proceso de infeccion por parte de los hongos segun lo

mencionado por Cazorla Perfetti y Morales Moreno (2011).

Si bien nuestros resultados sobre B. bassiana concuerdan con la literatura sobre su uso
como una de las mejores opciones como bioinsecticida, ya sea en tanto en su version
acuosa como en su version aceitosa, cabe mencionar se obtuvieron mejores resultados en
las ninfas inoculadas con las soluciones aceitosas. A pesar de la gran efectividad de B.

bassiana los resultados obtenidos en las soluciones acuosas y aceitosas de los hongos V.
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lecanii y H. thompsonii no mostraron una diferencia significativa, por lo que-se sugiere
estudiar mas a profundidad sobre V. lecanii y H. thompsonii, ademas que seria conveniente
el andlisis y obtencion de cepas de estos hongos provenientes de T. infestans, esto con la
finalidad de encontrar una cepa con mayor efectividad, dado que los hongos utilizados
para este estudios son comerciales y no asiladas de las chinches, el estudio de variante
como control bioldgico es importante, dado que existe una gran posibilidad de que los
insectos generen resistencia a B. bassiana, debido a que es uno de los hongos mas
estudiado y se utilizado; no obstante la resistencia presentada por su uso como insecticida,
suele ser menor a la resistencia que los triatobmino desarrollan a los insecticidas
usualmente utilizados (Dubovski et al. 2013; Al Khuoury et al. 2020).
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9. Conclusioén.

Con estos resultados se demuestra que los B. bassiana, V. lecanii y H. thompsonii hongos
tuvieron efectividad contra las ninfas de T. infestans. V. lecanii tuvo una mayor efectividad
en las soluciones acuosas en comparacion de B. bassiana y H. thompsonii, mientras que,
en las soluciones aceitosas, B. bassiana tuvo mayor efectividad al compararse con V.

lecanii y H. thompsonii.

A partir de nuestros resultados se puede comprobar la efectividad de B. bassiana para su
uso como biocontrol, ademéas de que nos confirma que V. lecanii y H. thompsonii tienen
un efecto favorable en la mortalidad de las ninfas de primer estadio de T. infestans, por lo

cual seria muy recomendable realizar estudios a fondo sobre estos hongos.
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10. Perspectiva.

En el trabajo se demostro que las especies B. bassiana, V. lecanii y H. thompsonii tienen una
efectividad contra las ninfas de primer estadio de T. infestans, tanto en soluciones acuosas
y soluciones aceitosas. Aunque los resultados muestran que B. bassiana tiene una mejor
efectividad que los V. lecanii y H. thompsonii, hay que tomar en cuenta que estos ultimos
no fueron aislados de manera nativa de los triatdbminos, mientras que la cepa de B.
bassiana era de uso comercial para el control de diversas plagas, y se pueden obtener
mejores resultados. seria conveniente realizar un muestreo de chinches para buscar
aislamientos de V. lecanii y H. thompsonii nativos de T. infestans, ademas se recomienda
conocer los compuestos bioactivos que producen los hongos que acttan en los diversos

pasos de infeccion en las ninfas.

Por altimo, los ensayos se realizaron con una aplicacion directa de las soluciones al
abdomen de las ninfas, sin embargo, para una aplicacién mas realista, seria recomendable
realizar experimentos en donde se asperja las soluciones sobre las ninfas, para asi asemejar

el método cotidiano con el cual se aplican las bioinsecticidas.
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