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APRESENTACAO

A Obra “Interagdo parasito-hospedeiro 27, traz ao leitor cinco capitulos de relevada
importancia na area de Imunologia, Parasitologia e Genética. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que vai do estudo de parasitas de interesse humano a
parasitas de interesses veterinario englobando os zoonéticos.

Os capitulos estdao distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada
e interdisciplinar a relagdo parasito-hospedeiro, as pesquisas englobam estudos de:
polimorfismos genéticos, fases do ciclo de vida do parasita, expressédo de citocinas,
respostas imunoldgicas, técnicas de biologia molecular ( extracdo de RNA, RT-PCR),
técnicas de parasitologia, técnicas de imunologia, técnicas microbiolégicas, transmisséo
zoonbtica, doengas negligenciadas, viruléncia, patogenicidade, bioinseticida, Infeccbes
oportunistas e resisténcia bacteriana.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes pertencentes as area de Parasitologia Médica e Veterinaria e suas interfaces
ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atenc¢éo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro “ Interagéo parasito-hospedeiro 2”, traz publicacdes atuais e a Atena Editora
traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia e confiavel para a
divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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SALTA-ARGENTINA

RESUMEN: En el area endémica de Triatoma
infestans, en la provincia de Salta-Argentina,
se ha detectado la presencia de poblaciones
resistentes a insecticidas piretroides y en
consecuencia han ampliado su rango de
distribucién en los ultimos afios. Esto obliga a
estudiar nuevas alternativas de control vectorial
de la enfermedad de Chagas, tales como el
biocontrol con hongos entomopatégenos. En
este contexto, se evalu6 la eficacia de una cepa
nativa de Beauveria bassiana proveniente de
la Region del Chaco Saltefio. La virulencia se
evalud sobre grupos de ninfas de quinto estadio
de T infestans susceptibles y resistentes a
insecticidas, expuestos a diferentes temperaturas
de incubacién: 19, 27 y 33 + 0,5 °C con valores
de humedad relativa (HR) de 35y 90 + 5 %. Las
ninfas se inocularon con el hongo por inmersion
en una suspension de conidios con una
concentracion de 1 x 108 conidios/ml y controles
con una solucion de Tween 80 (0,01%). Los
insectos tratados se colocaron en una camara
de prueba a temperatura y humedad relativa
controlada segun el tratamiento. Se registro
diariamente la mortalidad por un periodo de 28
dias post-infeccion. Se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos
(p<0,0001), no asi, entre los distintos grupos
de ninfas (p=0,6692). La mortalidad para los
tratamientos con una HR del 90 % fue del 100
y 88 % y el tiempo letal medio (TL50) vari6 entre
7,5y 11,5 dias; mientras que, para una HR del
35% la mortalidad fue <50 % con TL50 entre 26,5
y 28 dias, para ambos grupos (Tukey a=0,05).
Estos resultados preliminares indican que la
cepa regional expresa mejor su patogenicidad a
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una HR del 90%, independientemente de las temperaturas ensayadas y los grupos de ninfas,
lo que constituye un dato muy relevante para el uso de esta cepa como bioinsecticida de T.
infestans en futuros ensayos de campo.

PALABRAS CLAVES: Triatoma infestans, cepa nativa de Beauveria bassiana, resistencia a
piretroides, control bioldgico, enfermedad de Chagas.

EFFECT OF TEMPERATURE AND RELATIVE HUMIDITY ON THE
MORTALITY OF TRIATOMA INFESTANS SUSCEPTIBLE AND RESISTANT TO
PYRETHROIDS, EXPOSED TO A NATIVE STRAIN OF BEAUVERIA BASSIANA

FROM THE CHAQUENA REGION, SALTA-ARGENTINA

ABSTRACT: In the endemic area of Triatoma infestans, in the province of Salta-Argentina,
the presence of populations resistant to pyrethroid insecticides has been detected and
consequently their range of distribution has expanded in recent years. This makes it necessary
to study new alternatives for vector control of Chagas disease, such as biocontrol with
entomopathogenic fungi. In this context, the efficacy of a native strain of Beauveria bassiana
from the Chaco Saltefio region was evaluated. Virulence was evaluated on groups of fifth-
stage T. infestans nymphs susceptible and resistant to insecticides, exposed to different
incubation temperatures: 19, 27 and 33 + 0.5 °C with relative humidity (RH) values of 35 and
90 + 5 %. Nymphs were inoculated with the fungus by immersion in a conidia suspension
with a concentration of 1 x 108 conidia / ml and controls with a Tween 80 solution (0.01%).
The treated insects were placed in a test chamber at controlled temperature and relative
humidity according to the treatment. Mortality was recorded daily for a period of 28 days post-
infection. Significant differences were found between the different treatments (p<0.0001), but
not between the different groups of nymphs (p= 0.6692). Mortality for treatments with a HR
of 90% was 100 and 88% and the mean lethal time (TL50) ranged between 7.5 and 11.5
days; whereas, for an HR of 35%, mortality was < 50% with TL50 between 26.5 and 28 days,
for both groups (Tukey a = 0.05). These preliminary results indicate that the native strain
better expresses its pathogenicity at a RH of 90%, regardless of the temperatures tested and
the nymph groups, which constitutes a very important data for the use of this strainas a T.
infestans bioinsecticide in future field trials.

KEYWORDS: Triatoma infestans, native strain of Beauveria bassiana, pyrethroid resistance,
biological control, Chagas disease.

11 INTRODUCCION

Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) es el principal vector de la enfermedad
de Chagas en el Sur de América Latina y ha sido objeto de continuos programas de
control para reducir el riesgo de transmision de la enfermedad. Una de las estrategia de
control empleada ha sido la aplicacién, dentro de la vivienda, de insecticidas piretroides
(SCHOFIELD & DIAS, 1999). Sin embargo, se ha reconocido que esta estrategia tiene una
eficacia limitada, principalmente en la Region Chaquefia que comparten Argentina, Bolivia
y Paraguay (GUREVITZ et al., 2013). Ademas, en los ultimos afios se ha documentado
la aparicién de poblaciones de T. infestans resistentes a piretroides en amplias regiones
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de Bolivia y Argentina (CARDOZO et al., 2010; GERMANO et al., 2010; LARDEUX et al.,
2010). Estos aspectos han obligado a estudiar nuevas alternativas de control vectorial de
la enfermedad de Chagas. Existe abundante informacion sobre la interaccion T. infestans -
B. bassiana que han mostrado resultados prometedores (LUZ et al., 1998; JUAREZ et al.,
2000; LECUONA et al., 2001; PEDRINI et al., 2009; FORLANI et al., 2011; 2015; LOBO
et al.,, 2015; 2018; BALDIVIEZO et al., 2020), incluso desde una perspectiva coevolutiva
(MANNINO et al., 2018).

El proceso de patogénesis depende de muchos factores que se relacionan con la
interaccion hongo-hospedador, como la capacidad de germinacion, la tasa de crecimiento,
rendimiento y la produccién de esporas, entre otros factores (VARELA & MORALES, 1996;
SAFAVI et al., 2007; PEDRINI et al., 2018). Estas propiedades permiten seleccionar cepas
con caracteristicas 6ptimas para lograr resultados de control efectivos; sin embargo, el
hongo también necesita ser especifico del huésped, virulento y adaptado a un entorno
regional (DE LA ROSA et al.,, 2002). En este sentido, la exploracién de aislamientos
locales es crucial para establecer programas de control biolégico a largo plazo, efectivos y
sostenibles.

En el presente trabajo, estudiamos el comportamiento de la virulencia de una cepa
nativa de B. bassiana caracterizada por BALDIVIEZO et al. (2020), sobre ninfas de T.
infestans susceptibles y resistentes a piretroides en diferentes condiciones de temperatura
y humedad relativa; con el fin de evaluar su incorporacion a los programas actuales de

manejo de triatominos resistentes a piretroides en la provincia de Salta, Argentina.

2| METODOLOGIA

2.1 Aislamiento y cultivo de Beauveria bassiana

Se trabaj6 con la cepa nativa de B. bassiana denominada Bb-C001 (BALDIVIEZO
et al., 2020); aislada del cadaver de un T. infestans capturado en agosto de 2011 en la
“Mision Aborigen el Cafiaveral”, municipio de Santa Victoria Este, departamento Rivadavia,
provincia de Salta, Argentina (22°16’52.78”S; 62°42’5.60"W) (Fig. 1).
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Figura 1. Muestra el lugar de procedencia de los T. infestans resistentes a piretroides en la localidad
de Salvador Mazza y susceptibles a piretroides en la comunidad aborigen Sacha Pera, ambos lugares
pertenecientes al departamento San Martin y el lugar donde se encontrd la cepa nativa de B. bassiana,
Santa Victoria Este, departamento Rivadavia, Salta-Argentina. El area en rojo, es zona de resistencia a
piretroides detectada hasta el momento (PICOLLO et al., 2005; CARDOZO et al., 2010; GERMANO et

al).

La cepa se aisl6 del cadaver de un insecto infectado y se cultivd en Agar Papa
Dextrosa (APD), a partir de esta fuente de in6culo; por aislamiento monospérico, se
obtuvieron cultivos puros (Fig. 2).

La cepa se mantiene actualmente, en el cepario del Laboratorio de Investigacion
en Biocontroladores (LIBIOC-MSPS) a cargo del Ministerio de Salud Publica de Salta-
Argentina, como cultivo esporulado en Glicerol (10 %) a - 20 °C; con el objetivo de
preservarla en su estado original. Los ensayos de laboratorio, se llevaron a cabo en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Salta- Argentina
(FCN-UNSa).
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Figura 2. (A) Cultivo puro de la cepa Bb-C001 de B. bassiana en APD. (B) Vista al Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB), marca JEOL Modelo JSM 6480 del Laboratorio de Microscopia
Electrénica de Barrido (LASEM), INIQUI-CONICET, UNSa, donde se observan las estructuras del
hongo.

2.2 Preparacion de la suspension de conidios, concentracion y evaluaciéon de
la viabilidad

La suspensidon de conidios para la realizacion de los bioensayos fue obtenida de
la siguiente manera. A partir del cultivo puro del hongo, se sembraron placas con medio
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) suplementado con cuticula de vinchucas para incrementar
su patogenicidad (GARCIA et al, 2001). Para la preparacion del medio de cultivo se
recolectaron vinchucas muertas del insectario del Bioterio de la FCN-UNSa, se las coloc6
en hipoclorito de sodio al 0,5% por 10 min., se lavé con agua destilada, luego se macer6 en
una solucién amortiguadora fosfato pH 7,0, se adicioné 0,5 g del macerado a 100 ml del
medio de cultivo SDA y se esteriliz6 la mezcla en autoclave a 120°C a 1 atm. de presion
durante 20 min. Las placas se incubaron en estufa a 27 + 2 °C de 10-15 dias hasta observar
esporulacion. Los conidios se cosecharon raspando la superficie de la placa de Petri con
una espatula en una cabina de bioseguridad en condiciones asépticas y se colocaron en un
tubo Falcon con 15 ml de una solucion estéril de Tween 80 (0,01%).

La concentracion de conidios de la suspensiéon obtenida fue determinada por conteo
directo usando un hemocitobmetro o camara de Neubauer. La misma fue ajustada a una
concentracion de 1 x 108 conidios/ml con Tween 80 (0,01 %) para realizar los bioensayos.

Para evaluar la viabilidad (porcentaje de germinacion) se tomaron de la suspension
de conidios 5 alicuotas de 5y cada una y se incubaron en placas con SDA a 27 + 2 °C
durante 24 horas. Se agregd azul de lactofenol y se observé al microscopio utilizando un
objetivo de inmersidn (100x). Se calculd el porcentaje de germinacién como: N° de conidios
germinados / N° total de conidios x 100. Se considero6 conidio germinado, a aquel cuyo tubo
germinal tenia el doble del diametro del conidio.
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2.3 Cria de Triatoma infestans

Se trabaj6 con una progenie de ninfas de quinto estadio (V) de T infestans
susceptibles (S) provenientes de insectos capturados en “Misiébn Sachapera”, municipio
de Tartagal, departamento San Martin (22°30°’0”S; 63°50’0"W) y resistentes a piretroides
(R); capturados en la localidad de Salvador Mazza, departamento San Martin (22°3’0”S;
63°42’0"W), provincia de Salta, Argentina (Fig. 1). Las colonias de insectos fueron
mantenidas y criadas en condiciones controladas de temperatura (28 + 1 °C), humedad
relativa (50 -60 %) y fotoperiodo 12:12 horas (luz: oscuridad) en el insectario del Bioterio
de la FCN-UNSa. Para la cria se emplearon cubas de plastico con un fondo y una tapa
de malla plastica, en el fondo un soporte con una bandeja del mismo material para la
recoleccion de los huevos en el caso de los adultos.

Los insectos fueron alimentados con sangre de ratones anestesiados con Ketamina.
Todos los protocolos de cuidado animal y experimental de laboratorio se realizaron siguiendo
el Reglamento del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y
Estudios de Campo (CICUALEC) FCN-UNSa.

2.4 Bioensayos de infeccién

Para los bioensayos, las ninfas S y R de T. infestans fueron separadas de la cria
y colocadas en frascos de plasticos, se encontraban en perfecto estado nutricional y con
una semana de ayuno antes de iniciar los bioensayos. Los bioensayos consistieron en la
inoculacién del hongo por el método de inmersion, las ninfas fueron sumergidas de a una por
vez, durante 10 segundos, dentro de una suspensién de conidios de B. bassiana (Bb-C001)
con Tween 80 (0,01 %) a una concentracion de 1 x 108 conidios/ml y una viabilidad del 90
%. Para los controles se utilizé una solucién de Tween 80 (0,01 %). Una vez inoculados, los
insectos fueron colocados en envases plasticos, en grupos de 10, tapados con una gasa de
malla fina e incubados en una camara de prueba a una temperatura (T°) y humedad relativa
(HR) controlada segun el ensayo.
2.5 Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la mortalidad de los T.
infestans expuestos a la cepa nativa de B. bassiana

Para evaluar el efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre la mortalidad
de las ninfas de T. infestans tratadas con el hongo, el método utilizado fue modificado de
LECUONA et al. (2001). Se utilizé una estufa con control de temperatura como camara de
prueba. Las temperaturas de incubacién ensayadas fueron de 19, 27 y 33 + 0,5 °C para
valores de HR de 35y 90 + 5 %. Para obtener estos valores de HR, se utiliz6 silica gel
para reducir y mantener la humedad dentro de la camara al 35 % y gasas humedecidas
con agua estéril para una HR del 90 %, con recambio continuo. Tanto la humedad como
la temperatura, fueron monitoreadas con un Datalogger programable de Maxithermal
(precision: + 0,5 °C y +5%) que se coloco dentro de la camara de prueba.

Se realizaron tres réplicas de 10 ninfas por grupo (S y R) y tratamiento (seis
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combinaciones de T° y HR). Se registr6 la mortalidad diaria durante 28 dias después de
la infeccion fangica. Los insectos muertos, se separaron diariamente y se colocaron en

camara humeda a 27 °C para confirmar la muerte por micosis (Fig. 5).

Figura 5. Ninfas de T. infestans con signos de micosis.

2.6 Analisis estadistico

Los porcentajes de mortalidad calculados en cada tratamiento, fueron analizados
estadisticamente utilizando ANOVA y la prueba de comparaciones multiples Tukey (a=
0.05). Se calcul6 el Tiempo Letal Medio (TL50), que informa el tiempo (dias) en el que muere
el 50 % de los insectos infectados en las distintas condiciones ensayadas y se construyeron
curvas de supervivencia por el método de Kaplan-Meier. Se utilizé el software GraphPad
Prism version 8.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) para el analisis estadistico.

31 RESULTADO Y DISCUSION

Al comparar el efecto de las distintas T° y HR ensayadas sobre la mortalidad de
las ninfas de T. infestans, el ANOVA mostré diferencias significativas entre ellas (F=24,59;
p<0,0001), no asi, entre los distintos grupos (Ry S) (F=0,19; p=0,6692).

Los porcentajes de mortalidad calculados para cada combinacion de temperatura y
HR en los distintos grupos de ninfas, se muestran en la Tabla 1.
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Susceptibles Resistentes
T (°C) HR (%) TL50 Mtemp*
Mort (%) TL50 (dias) Mort (%) (dias)
35 40 In 50 (5,7) 26,5 45 (3,4) A
19
90 100 9 100 10 100 B
35 87 (8,8) 11,5 77 (3,3) 11 82 (4,7) B
27
920 100 8 100 9 100 B
35 50 (6,6) 28 50 (5,9) 28 50 (8,6) A
33
90 83 (8,8) 8 93 (3,3) 7,5 88 (4,7) B
Mgrupo ™ 76,7 (6,2) a 78,3 (5,7)a

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad y TL50 de las ninfas de T. infestans tratadas con la cepa Bb-C001 de
B. bassiana y mantenidas a diferentes temperaturas y niveles de humedad relativa.

T= Temperatura, HR= Humedad relativa, Mort= Porcentaje de mortalidad (+ SE) de ninfas susceptibles
y resistentes 28 dias después de la infeccion, TL50= Tiempo Letal para el 50 % de mortalidad, In= No
alcanzo el 50 % de mortalidad. * Mortalidad media (% + SE) de los dos grupos para cada temperatura
y humedad relativa ensayada. ** Mortalidad media (%+ SE) de cada grupo de ninfas en todas las
temperaturas y humedades relativas ensayadas. Medias seguidas de letras mayUsculas o minUsculas
distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a=0.05).

Los valores mas altos de mortalidad, entre 100 % y 88 %, se registraron para los
tratamientos con una HR del 90 %, para todas las temperaturas en ambos grupos de ninfas
y fueron estadisticamente diferentes de los tratamientos con una HR 35 %; que exhibieron
una mortalidad < 50 %, excepto el de temperatura de 27 °C que registrd un valor del 82 %
(Tukey a=0,05).

La figura 6 muestra las curvas de supervivencia para cada grupo y temperatura
en ambas condiciones de HR. Las ninfas S y R expuestas a una HR del 35 %, alcanzaron
una supervivencia maxima del 50 % a 19 y 33 °C; excepto a 27 °C que fue mayor. EI TL50
vario entre 26,5 y 28 dias. Para una HR 90 %, la supervivencia se registr6 por debajo del
20 % para todos los casos ensayados y los valores de TL50 oscilaron entre 7,5 y 11,5 dias
(Tabla 1; Fig. 6).
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Figura 6. Curvas de supervivencia de las ninfas de T. infestans inoculadas con el hongo y expuestas
a distintas temperaturas y humedades relativas (HR). (A) Ninfas resistentes a piretroides (R). (B)
ninfas susceptibles (S). No se observaron insectos muertos en los controles. Letras distintas indican
diferencias significativas en las curvas de supervivencia segun la prueba de Kaplan y Meier (a = 0,05).

Tanto para las ninfas S como R la funcion de supervivencia disminuyé mas
rapidamente a una HR del 90%, independientemente de las temperaturas evaluadas, lo
que indica; que la cepa nativa de B. bassiana (Bb-C001) es mas dependiente de la HR
que de la temperatura. Estos resultados difieren de los encontrados por LECUONA et
al. (2001), quienes mostraron que la infeccion de B. bassiana sobre T. infestans ocurrid
independientemente de la humedad relativa.

LUZ y FARGUES (1998), sefialaron que la humedad relativa es mas importante para
la esporulacion del hongo en cadaveres de insectos que para la penetracion e infeccion
del hongo. Nuestros resultados contradicen esta afirmacion, ya que en la interaccion T.
infestans — B. bassiana, la humedad relativa es el factor mas importante involucrado en la
expresion de patogenicidad independientemente de las temperaturas evaluadas.

Teniendo en cuenta que T. infestans es muy activo en la Region del Chaco Argentino
durante la temporada mas calida (entre 25 y 32 °C) y humeda (entre 62 % y 82%) (GORLA;
SCHOFIELD, 1985), el comportamiento observado de la cepa Bb-C001 de B. bassiana bajo
un rango de temperatura y humedad relativa similar, apoya la prueba de esta cepa como
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bioinsectida en el area endémica.

41 CONCLUSION

Estos resultados preliminares indican que la cepa Bb-C001 de B. bassiana, expresa
mejor su patogenicidad a una HR alta (90%), independientemente de las temperaturas
evaluadas en ambos grupos de ninfas (S y R), lo que constituye un dato muy importante
para el uso de esta cepa como un bioinsecticida de T. infestans en futuros ensayos de
campo.
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