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Abstract

Cotesia flavipegHymenoptera: Braconidae) is an important gregaritzuval
endoparasitoid oDiatraea saccharalis(Lepidoptera: Crambidae), a serious pest of
sugarcane in Mexico and USA. During ovipositione tharasitoid wasyC. flavipes
injects polidnavirus, venom, and parasitoid eg¢ss larvae of its Lepidopteron host, the
D. saccharalis.This research analyzed cellular and humoral imrauppression ob.
saccharalisparasitized byC. flavipesin terms of hemocyte composition, encapsulation
(using Sephadex A-25 beads) and nodulation (usSingpli) processes, and the activity
of phenoloxidase (PO). Moreover, the effects ofapaiism on the metabolic rates and
food consumption were studied, and the susceijiloit parasitized and nonparasitzed
larvae to differenBacillus thuringiensiq Bf) strains was assessed in terms of larval
mortality and pupation rates. The hemocyte typasgnanular cells, plasmatocitos, and
others by morphological characters were classifibd. both nonparasitized and
parasitized larvae, the major hemocyte types waeegtanulocytes and plasmatocytes
which consisted of 70-75% in the total hemocyte utatmon. There were strong
reductions of total hemocyte counts in parasititladae compared to those of the
control groupD. saccharalidarvae showed a strong suppression of their entatpsu
response to Sephadex A-25 beads and there wasd@ioedin the number of nodules in
parasitized larvae. In terms of humoral inmune caypasignificant reductions in PO
activity were detected in both hemocytes and plasnparasitized larvae compared to
unparasitized, indicating a significant decreasehumoral inmune response. The
parasitized larvae showed significant decreasetal hemolymph proteins after 8 days
of parasitization. Parasitism by tke flavipesaffects the growth and caused a decrease
in weight gain and food consumptionn saccharalidarvae, resulting in a lower final
weight for parasitized hosts. Approximate dige$itjpand the efficiency of conversion
of digested food of the parasitized hosts were kls@r in parasitized larvae. Th2
saccharalisparasitized by. flavipesexhibited higher susceptibility to HD-73, HD-551
and HD-133 strains. This research demonstrates th®atparasitism ofC. flavipes
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adversely affects both celular and humoral immyratd increases the susceptibility of

D. saccharaligo bacterial infections.

Key words: Sugarcane borer, polidnavirus, encapsuteéon, nodulation,

phenoloxidase, hemocytes
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Resumen

Cotesia flavipes(Himendptera: Braconidae), es un endoparasitoicgagio
importante deDiatraea saccharaligLepidéptera: Crambidae), una plaga severa de la
cafia de azucar presente en México y EE.UU. Dutarwgoposicion, el parasitoide.
flavipesinyecta en el lepidoptero hospedé&osaccharalisuna mezcla conformada por
polidnavirus, veneno y los huevecillos de su prageBsta investigacion tiene como
objetivo analizar la inmunosupresion celular y hwahen el estadio larval db.
saccharalisuna vez que son parasitadas @offlavipesen términos de la composicién
de la poblacibn de hemocitos y diversos procesosdefensa como lo es la
encapsulacion (utilizando perlas de Sephadex A-5yodulacion (induciendo una
infeccidon artificial conE. coli), y la actividad fenoloxidasa (PO). Por otra paste
analizaron los efectos del parasitismo sobre laastanetabdlicas y del consumo de
alimentos y también se evalud la susceptibilidadlate larvas deD. saccharalis
parasitadas y sin parasitar a diferentes c8gadlus thuringiensigBt) en términos de
mortalidad larvaria y las tasas de pupacién. Ssifidaron los tipos de hemocitos en
células granulares, plasmatocitos, y otros porcamacteres morfolégicos. Tanto en las
larvas sin parasitar como en las parasitadas,ipos de hemocitos mas importantes
fueron los granulocitos y plasmatocitos, constihgdgeestos alrededor del 70-75% de la
poblacién total de hemocitos. Al realizar un cortigtal de hemocitos se presentd una
fuerte reduccién del numero de los mismos en lasdaparasitadas en comparacion
con el grupo control. Las larvas Be saccharalismostraron una fuerte supresion de la
respuesta de encapsulacion de las esferas de g&phd&td y ademas, se observo una
reduccion en el numero de nédulos en los ejemplpagasitados. En cuanto a la
capacidad inmune humoral, se detectd una redusighificativa en la actividad PO
tanto en los hemocitos y el plasma provenientasléarvas parasitadas en comparacion

con las no parasitadas, lo que indica una dismdnusignificativa en la respuesta
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inmune humoral. Las larvas parasitadas mostrarandisminucion significativa de la
concentracién de proteinas en la hemolinfa totapdés de 8 dias de parasitacion. El
parasitismo de l&C. flavipes afecta el desarrollo en las larvas De saccharalis
causando una disminucion en la ganancia de pesagnsumo de alimento, lo que
resulta en una ganancia menor del peso final dejémaplares parasitados. Parametros
como la digestibilidad y la eficiencia de la corsién de los alimentos digeridos en los
ejemplares parasitados también fueron mas baj@ndolD. saccharalisfue parasitado
por C. flavipesmostré una mayor susceptibilidad a las cepas HBE®H51 y HD133
de Bacillus thuringensisEsta investigacion demuestra que el parasitiser®. dlavipes
afecta negativamente a la inmunidad celular y hamgraumenta la susceptibilidad de
D. saccharalisa las infecciones bacterianas.

Palabras clave: Barrenador de la cafia de azucar, pdnavirus, encapsulacion,

nodulacion, fenoloxidasa, hemocitos
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Introduccion

El sistema inmune de los insectos puede ser daddi en inmunidad humoral y
celular (Ratcliffeet al, 1985). La respuesta inmune celular se refiera se$puesta
llevada a cabo por los hemocitos como la fagoatdainodulacion y la encapsulacion.
La encapsulacion es la respuesta inmune mas impoitavada a cabo en contra de los
huevecillos de los parasitoides (Strand y Pech5ip®I cual es un proceso complejo
en el cual los hemocitos encierran los cuerposagef que no pueden ser digeridos
mediante el proceso de fagocitosis. En esta readcidunoldgica, los hemocitos
rodean los cuerpos extrafios mediante multiplessceglalares (Lavine y Strand, 2002)
originando la muerte o eliminacion del cuerpo dixdrgara de esta manera evitar la
nutricion del cuerpo extrafio mediante la liberacitin agentes quimicos citotéxicos.
(Schmidtet al, 2001). Algunas avispas de himendpteros de ladidggnBraconidae e
Ichneumonidae, reconocidas como endoparasitoideapletan el desarrollo de los
huevecillos y las larvas en el hemocele de otredtts (Mackauer y Sequeria, 1993).
Para que la parasitacion sea exitosa, la descead#mda avispa endoparasitoide debe
superar las respuestas inmunes del huésped doaliddd de evitar su muerte (Ibrahim
y Kim, 2006; Strandet al, 2006; Webb y Strand, 2005; Li y Webb, 1994). &sta
respuestas alteran el estadio larval del huéspedadinalidad de permitir el desarrollo
y la nutricion del parasitoide (Lee y Kim, 2004)ar® inducir la inmunosupresion y
permitir el desarrollo se requieren varios factopesasiticos, los cuales pueden ser
clasificados como factores maternos o embrionafidseopold et al, 2000). Los
factores maternos como por ejemplo las proteinbsv@deio (Webb y Luckhart, 1994),
el veneno (Richards y Parkinson, 2000), y los paldrus (Strand y Pech, 1995a) son
entregados por la avispa hembra adulta durantevdgosicion, mientras que los

factores embrionarios incluyen a los teratocitosaylarva del parasitoide mismo
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(Dahlman y Vinson, 1993; Jones y Coudron, 1993lKateal, 1982). Los polidnavirus
son un grupo unico de virus de ADN de doble cadesgmentada, los cuales se
presentan en asociacidbn muta con algunas avispanbépteras (Krelet al, 1982),
para ello los virus en su forma proviral estangraeos en el genoma de la avispa y se
replica solamente en la region del céliz. DuraateMoposicion, los virus son liberados
dentro del hemocele del hospedero en donde éstesaxpus genes sin llevar a cabo su
replicacion (Fleming y Summers, 1991). El genomlgpdédnavirus reveld que tiene a
varias familias de genes como los geld ELP, y los relacionados a las proteinas
parecidas a la lectina, a las proteinas especifiegsarasitismo, y la proteina tirosina
fosfatasa (Kimet al, 2006; Choiet al, 2005). Cotesia flavipes(Himendptera:
Braconidae) es un endoparasitoide gregario queipatzarrenador de la caiziatraea
saccharalis(Lepiddptera: Crambidae), e induce la inmunostu@nedel hospedero y el
bloqueo del desarrollo (Mahmowd al, 2011). Este estudio se enfoco en la supresion
de la respuesta inmune celular y humoralDersaccharalisdespués del proceso de

parasitacion realizado p@. flavipes.
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Antecedentes
Diatraea saccharalisy los polidnavirus deCotesia flavipes

El barrenador de la cafia de azUdaratraea saccharalis(F.) es una plaga
importante de la cafia de azucar en el continenézieano (Posegt al, 2006; Reagan,
2001). Ocasionalmente este insecto causa dafiosraams en el cultivo del arroz vy el
sorgo (Castreet al, 2004). En afos recienteB, saccharalisha llegado a ser un
organismo barrenador que se encuentra como pringigga en el cultivo de maiz en
algunas areas en la region central y media de stedBs Unidos, especialmente en el
estado de Luisiana (Huamegal, 2006; Castret al, 2004) y Texas (Portet al, 2005).

Un estudio de tres afios (2004—2006) en LuisiandrongsieD. saccharalisrepresentd

el 73% de la poblacion total de barrenador del reaizas areas productoras de maiz
mas importantes del estado (Huaal, 2006). Grandes extensiones infestadas con el
barrenador de la cafia de azlUcar también fueromtaglos en el campo en las regiones
del sury centro de Texas durante el 2005 (Pettal, 2005).

Cotesia favipe®s un endoparasitoide gregario y koinobionte da$ el cual ha
sido muy usado en los programas de control biotodiel barrenador de la cafia de
azucarmD. saccharaligBotelho y Macedo, 2002L. flavipesparasita al estadio larval de
D. saccharalis e induce una inmunosupresion en el hospederpatasitacion exitosa
por la avispa endoparasita se lleva a cabo disraimdy el sistema inmune con la
finalidad de proteger su progenie y arrestar ehleo del hospedero con la finalidad
de canalizar todos los nutrientes del hospedemoytarlos al desarrollo del parasitoide
(Strand y Pech, 1995; Beckage y Kanost, 1993). Wdguavispas himenopteras poseen
algunos factores inmunosupresores, provenientés tinla parte materna como de la
parte embrionaria (Theopokt al, 2001). Se ha demostrado que los factores maternos

incluyen a las proteinas de ovario, el venenos\hidnavirus (PDV), mientras que los
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factores embrionarios son los teratocitos, un @ppecifico de células derivada de la
membrana serosa embrionaria (Webb y Luckhart, 1@&himan y Vinson, 1993;
Jones y Coudron, 1993; Kredt al, 1982). Diferentes especies de himendpteros poseen
diferentes combinaciones de estos factores inmymnesores. Los teratocitos se han
encontrado en seis familias de insectos del ordemehbptera: Braconidae,
Ichneumonidae, Platygastridae, Scelionidae, Tricdiognatidae, y Aphelinidae (Basio

y Kim, 2005). Por otro lado, los PDV sélo se hamarado en dos familias, los
Braconidae e Ichneumonidae, y se clasifican en obms Yy ichnovirus,
respectivamente (Wels al, 2000).

Los PDVs son virus unicos de ADN circular de doblelena y segmentado
(Webbet al, 2000). Los PDVs persisten como provirus integsaelo el genoma de las
avispas asociadas y se replican en los ovarioagiéhdmbras, donde los viriones se
acumulan en concentraciones elevadas (Wyler y eamzZ2003; Shelby y Webb, 1999)
(ver fig. 1). Los hospederos de las avispas quatleonsigo los polidnavirus son los
estadios larvarios de los lepidépteros. Cuandoawuispa hembra ovoposita sobre su
hospedero, esta inyecta uno o mas huevecillosigneis que infectan al hospedero
afectando el sistema inmune celular del insectbr(fit et al, 2001, Stoltz, 1993). Los
polidnavirus no se replican en el lepidéptero hdspe solo llevan a cabo la expresién
viral de sus genes, los cuales atacan el sistemani@ del hospedero con la finalidad de
evitar la muerte o la inactivacién de los huevesiltlel parasitoide y ademas originan
otras alteraciones fisiolégicas que finalmente aada muerte del hospedero (Webb y
Strand, 2005; Beckage y Gelman, 2004; Turnbull yolye002; Asgaret al, 1996).
Asi, el mutualismo que existe entre los polidnaviydas avispas parasitoides, consiste
en llevar a cabo la transmision viral con la fidal de asegurar la sobrevivencia del

parasitoide, y la sobrevivencia del parasitoideedépra de igual manera de la infecciéon
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viral sobre el lepidoptero hospedero (Wekb al. 2006). Reciprocamente, los
polidnavirus son patdégenos de los hospederos daviapas. El objetivo principal de
estos virus parece ser el sistema inmune del hdéBoe lo tanto, vale la pena dar mas

detalles aqui sobre el sistema inmunolégico dankectos.

Parasitoid and Polydnavirus life cycle
wasp
Parasitization @ cell

Polydnavirus, %0‘
venom, &

A / ovarian proteins

4 replicative cell

wasp virus_introduc?d with wasp
eggs into host insect
cell
parsie s
Parasite egg / cells
hatches, larvae - / c—> )
develop, eclose 3 ARy A ¥ mfectedLep.
and spin cocoon cell (\°3
/ Virus infects lepidopteran
cells, protects developing
Endoparasite Development parasite but does not replicate

Fig.1. Ciclo vital del parasitoide y su polidnavirus (WWedt al. 1999)

Este diagrama indica el ciclo vital del parasitoyddel polidnavirus. EI PDV se
replica y se ensambla soélo en las células del cd#didos oviductos de las avispas
hembras. Los PDVs se inyectan en conjunto con lesvétillos, el veneno y las
proteinas del ovario en el momento de la ovopasisabre las larvas huésped.

Los PDVs inhabilitan las respuestas de defensdacelthumoral dirigidas contra
los huevecillos. Después de la eclosion, las ladesla avispa endoparasitica se
desarrollan en el hemocele del lepidopteros huggpadtes de emerger las larvas tejen

un capullo y se convierten en crisalidas o puphslffy y Web, 1999).
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La asociacion mutua entre el polidnavirus y laspas parasiticas pertenecientes a
las familias Braconidae e Ichneumonidae representza de las relaciones mas
singulares de este tipo entre los eucariontes yilos (Krell et al, 1982). Desde su
descubrimiento, los polidnavirus representan ua #éreresante para los entomologos,
debido a la capacidad para inducir la inmunosu@nesiel hospedero. La siguiente
informacion se esta centrando en cémo se estantleva cabo un control del sistema

inmune celular y qué tipo de respuesta inmune fievaabo los hemocitos.

Eventos moleculares que controlan la respuesta inme celular

La inmunidad los insectos es clasificada en dosgeaias, la respuesta inmune
celular y la humoral (Ratcliffet al, 1985). Esta clasificacion es un tanto arbitraré,
que algunos factores humorales afectan las fungicetilares y las células pueden
contribuir en la activacion de algunos factores brates. La defensa celular se refiere a
la respuesta inmune mediada por los hemocitos darfagocitosis, la nodulacion y la
encapsulacién (Schmidét al, 2001; Strand y Pech, 1995a). La respuesta inmune
celular consiste en el reconocimiento, la mediagidais respuestas efectoras inmunes.
En esta seccién se daran mas detalles acerca aesgdimician estos pasos.
1. Reconocimiento

Para activar la respuesta inmune, los hemocitosepo deben reconocer si la
superficie del blanco es propia o no propia. Ennwsniferos, la discriminacion de
reconocer lo propio de lo extrafio se puede logrsga por las moléculas de
reconocimiento presentes en la sangre o por laepeces de algunos receptores de
reconocimiento en la superficie de las células egadh y Underhill, 1999). Un patrén
semejante se puede encontrar en los insectos ededalyunas moléculas de

reconocimiento se pueden encontrar circulando éenaolinfa como las lectinas (\at
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al., 2005; Yu y Kanost, 2000; Yet al, 1999), las hemolinas, los proteinas que se unen
a lipopolisacaridos (LPS) (Yet al, 2001), las proteinas de reconocimiento a la
peptidoglicana (Ma y Kanost, 2000), y las proteitiasster (TEP1) (Christophidet

al., 2002). Estas moléculas son identificadas en sanigectos y son reconocidas como
receptores de reconocimiento patron (PRRs) (Schetidt, 2001; Buletet al, 1999).
Estas proteinas son capaces de reconocer a losongianismos probablemente para
actuar como un enlace entre los hemocitos o laslaséldel cuerpo graso y los
microorganismos. Por ejemplo el silenciamiento algroteina TEP1 en el mosquito
Anopheles gambiaesduce la actividad fagocitica ya que esta mo#ésel une a las
bacterias Gram negativas y actian como un receéptoeconocimiento (Levashire

al., 2001). Los hemocitos también tienen sus promosptores de membrana como los
genes relacionados con Toll y el gend encontrados en el genoma Deosophila
(Imler y Hoffmann, 2000) y las integrinas, las @sapueden jugar como inductores de
sefial no seguros. Las integrinas son un heterodifoenado por dos unidadesandp
(Ruoslahti y Pierschbacher, 1987) y son un cono@deptor celular de reconocimiento
presente en los insectos (Imler y Hoffmann, 20@@Qnque en estado de reposo las
integrinas se encuentran en la superficie de lowbios, su activacion se produce sélo
cuando estan expuestos a la superficie externangaStrand, 2003). Posiblemente en
el reconocimiento de las vias de transduccion falsdas integrinas causan un cambio
de un estado normal a un estado de pegajoso lo faadita la adherencia. Las
integrinas pueden reconocer la secuencia de uridpépspecifico en la superficie
celular que contiene una secuencia especifica deoanidos, RGD (Arg-Gly-Asp)
(Ruoslahti, 1996). Pech y Strand (1995) reportagole las esferas de sepharosa
cubiertas con RGD pueden ser facilmente encapsulgaa los hemocitos de

Pseudoplusia includeng&demas, las secuencias RGD solubles inhiben tastcélulas
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granulares y la dispersion de los plasmatocitok gapacidad de estas células para
encapsular las perlas recubiertas con la secu®ia Esto sugiere que el cambio de
hemocitos al estadio adhesivo implica la preserd®a moléculas de adhesion
(integrinas) que contienen secuencias de reconestmRGD. Varios estudios (Lavine
y Strand, 2003; Giancotti y Ruoslahti, 1999) reportjue los niveles de ARNm de las
integrinas se incrementan cuando los hemocitososgeten a la formacion de la
capsula. Esto sugiere que las integrinas son umdéculas importantes dentro de la
activacion de la inmunidad humoral y especialmentéa encapsulacion.
2. Mediacion

La mediacién de la inmunidad celular es controjaalala sintesis de eicosanoides
(Miller et al. 1994; Stanleyet al, 1991), aminas biogénicas (Wiesratral, 1996;
Dunphy y Downer, 1994), citocinas (Lavine y Stra@@02), y HO, (Sun y Faye,
1995). Los eicosanoides son metabolitos oxigenades ciertos acidos grasos
poliinsaturados, los cuales se pueden clasificatren categorias, incluyendo a las
prostaglandinas, diversos productos de la lipoxagan y los &cidos
epoxieicosatrienoicos (Stanley-Samuelson, 1994)roElde los eicosanoides en la
mediacion de la respuesta inmune celular ha sigortado en diversos reportes. Por
ejemplo, en la nodulacion, los ecoisenoides meldidarmacion de microagregados de
hemocitos (Miller y Stanley, 2001; Millezt al, 1994). Otro ejemplo se presenta en
larvas deGalleria melonella en donde los eicoisenoides median la dispersida y
propagacion de células que se sabe son importantis otras dos respuestas inmunes
de tipo celular, como lo es la fagocitosis y laagsulacion (Mandatet al, 1997). Las
aminas biogénicas también estan involucradas emetfiacion de la respuesta inmune
celular de los hemocitos de los insectos. Por dgnWiesneret al. (1996) sugieren

qgue una de las aminas biégenas puede actuar comfactor estimulador de la
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fagocitosis de los plasmatocitos @alleria mellonella La octopamina se reportd que
también modula la nodulacién en las larvasGadleria mellonella(Dunphy y Downer,
1994). El peroxido de hidrogeno originado por dléssoxidativo también induce la
expresion de genes del sistema inmune (Sun y E898).
3. Respuesta Inmune en los Insectos

En respuesta a la infeccion por patdgenos, losctosepueden expresar un
mecanismo de defensa muy eficaz del tipo inmuneghaar y humoral (Ratcliffet al,
1985). Hay tres reacciones inmunitarias celularglshdiésped en los hemocitos, la
nodulacién, la fagocitosis y la encapsulacion, pgasodos Ultimas respuestas han sido
consideradas como los principales mecanismos dirsghacia los endoparasitoides

(Strandet al, 2006; Webb y Strand, 2005; Li y Webb, 1994).

. Nodulacion

Los ndOdulos son agregados de hemocitos que rodeaatrapan a los
microorganismos (Ratcliffe y Gagen, 1976). Estares respuesta especialmente eficaz
para eliminar un gran numero de microorganismas eek. Inicialmente después del
reconocimiento las células granulares atrapan a dognismos invasores Yy
posteriormente se presenta a una agregacion degitastos sobre el agente extrafio la
cual es favorecida probablemente por la acciénlglenas citoquinas liberadas por las
células granulares (Lavine y Strand, 2002).

Fagocitosis

La fagocitosis es una respuesta de defensa ampliamenservado en el que la
unién del blanco a su receptor induce a la céhrfaune para formar un fagosoma. Esto
se traduce en inmersion del blanco a través de ecamsmo de polimerizacion
dependiente de actina mediante la maduracion delséana en un fagolisosoma en

donde ocurre una serie de eventos de fision y d&irfiu de endosomas y lisosomas
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(Stuart y Ezekowitz, 2005). Los hemocitos fagocitama diversidad de blancos,
incluyendo bacterias, levaduras cuerpos apoptéédasluso particulas abiéticas como
esferas sintéticas y particulas de tinta india ifk@y Strand, 2002; Lanet al, 2001).
El principal tipo de hemocitos reportados como &timos varia entre los insectos. Por
ejemplo, enDrosophilg las células fagociticas mas importantes son dsntocitos
(Elrod-Ericksonet al, 2000) pero en algunos insectos lepidopteros démincludens
las células granulares son las principales célialgsciticas (Stranet al, 2006). En
Plutella xylostella sin embargo, muestran que tanto las células giesily de
plasmatocitos son fagociticas (Ibrahim y Kim, 2006)
iii. Encapsulacion

En especies comdvanduca sextala distribucion de los granulocitos y
plasmatocitos en las capsulas aparecen al azahiiry Kime, 2006) mientras que en
otros esta muy bien organizada con los granulgciiesdo las primeras células que se
unen al blanco y los plasmatocitos se unen despli€gtimo caso se ilustra bien &n
includensdonde la encapsulacién de la mayoria de los blafm@eos comienza
cuando pocos granulocitos se unen con el blanech(l Strand, 2000, 1996). Esto es
seguido por la unién de un gran numero de plasrntasogue se adhieren fuertemente al
objetivo y entre si para formar una envoltura mafia. Ni los granulocitos, ni los
plasmatocitos forman capsulas, sino que los plamitas encapsulan al agente blanco
después de que se da la unién de los granulo&itagje indica que los granulocitos
producen factores que activan y reclutan a lossnmddiocitos. Estos factores incluyen
los péptidos de dispersion de los plasmatocitosP)P&si como otras moléculas
desconocidas. La formacién de la capsula despudisaacuando una monocapa de
granulocitos se adjunta y la apoptosis sobre ldegperla capsula deja una capa como

una matriz extracelular (Liat al, 1998; Pech y Strand, 1996). En efecto, en |deé&xi
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de la capsula se asume que probablemente las esésticas de la membrana basal
intacta crea una superficie propia a la que norsmn umas plasmatocitos. Lavine y
Strand (2001) detallan esto en sus estudios, eecaitt que mientras la encapsulacion
de la mayoria de los blancos requiere la cooparaanire las células granulares y los
plasmatocitos, algunos blancos pueden ser encapsufor los plasmatocitos solo si
son opsonizadas mediante los receptores solubled ptasma. ErDrosophila las
capsulas se componen principalmente de lamelogitiisos tipos de células como los
plasmatocitos, participando en el reconocimientd Henco, sin embargo el
reclutamiento o la agregacion de los lamelocitossta clara. Las capsulas formadas
por hemocitos de insectos a menudo generan metadmz@Wertheimet al, 2005;
Schmidtet al, 2001; Strand y Pech, 1995). Como se discutiGigmeente, las células
oenocitoides de los Lepidoptéros y las célulastatride Drosophila son fuente de
componentes de la cascada de la fenoloxidasa awhguesma por si mismo contiene
estos factores, lo cual no hace claro el origeladeelanina que se forma alrededor de
las capsulas. Sin embargo, la caracterizacion dmdaada de la fenoloxidasa len
sextaindica que las compuestos pro-fenoloxidasa fornmaoamplejo con las proteasas
activadores de las profenoloxidasas (PAPs), laeasas homodlogas de serina (SPHs),
y las moléculas de reconocimiento parecidas anasumolectinas que se unen a las
bacterias y a los nematodos (¥ual, 2003). Este hallazgo sugiere un mecanismo de
como el depésito de la melanina puede limitarse superficie de un patégeno o a la
capsula. También es bien sabido que la melanirecw@ula en torno a una serie de
blancos extrafios en los mosquitos para formar le ga denominan capsulas
melandticas (Michekt al, 2005, 2006). Ningun hemocito se une directamantes

blancos antes de la encapsulacibn meldnica aungsiehémocitos son fuentes
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potenciales de los componentes de las cascadass&3anias para la formacion de
melanina.
Bacillusthuringiensis

Bacillus thuringiensigBt) es una bacteria comun que ocurre naturalmentesen
suelos de todo el mundo. Varias de sus cepas pudeaetar y matar insectos. Debido a
esta propiedadBt ha sido usado para el control de plagas, sienda ectualidad el
anico "insecticida microbiano” de uso generalizadm actividad insecticida dBt fue
descubierto por primera vez en 1911, pero no estiisf@monible comercialmente sino
hasta la década de 1950. En los ultimos afios, iiddan gran interés ety se han
desarrollado varios productos nuevos a partir derégran parte debido a la seguridad

asociada a estos insecticidahttd://www.ext.colostate.edu/pubs/insect/05556.html

website, 2008).
Propiedades

A diferencia de los tipicos agentes toxicos queaatal sistema nerviosBf actla
mediante la produccion de proteinas (delta-endoépxa cristal toxicos) que reaccionan
con las células de la mucosa intestinal de lostnsesusceptibles. Estas proteinag8te
paralizan el sistema digestivo y el insecto infdotdeja de alimentarse en cuestién de
horas. Los insectos afectados fRiren general mueren de inanicién, lo cual puede
tomar varios dias. Ocasionalmente, la bacteriaamtrda hemolinfa de los insectos y se
reproduce dentro de los insectos. Sin embarga@ emaloria de los insectos la reaccion
de los cristales proteicos es letal. Incluso lastdseas muertas que contienen las
proteinas pueden actuar como insecticidas eficd@xepa mas comun d&t (var.
kurstak) puede matar Unicamente gusanos defoliadores rerzatores. En la dltima
década, las cepas & han sido desarrollados para el control de cigipas de larvas

de mosquitos (vaisraelensiso Bti). Estos son ampliamente utilizados contra lagar
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de mosquitos y simulidos. Mas recientemente alggeaas han sido encontradas con
actividad en contra de algunos escarabajos, corascaerabajo de la papa del Colorado
y escarabajo del olmo (cepa San Diego o tearebrioni3. Entre las diversas cepas de
Bt, la actividad insecticida es especifica. Es déa#rcepas dBt usadas para controlar
larvas de mosquito no afectan a las larvas de kgsidbpteros. El desarrollo de
productos dd3t es actualmente un area activa y existe una gnaedea de productos,
aunque la eficacia de las diversas formulacionesed@u ser diferente

(http://www.ext.colostate.edu/pubs/insect/05556.mlbsite, 2008).

Desventajas

Bt es susceptible a la degradacion por la luz sola. nhayoria de las
formulaciones persisten en el follaje menos de saraana después de la aplicacion.
Algunas de las cepas mas desarrolladas para elocal® escarabajo defoliador se
vuelven ineficaces en alrededor de 2 horas. Lodctalites estan experimentando con
diversas técnicas para aumentar su persistencia. ddtrategia consiste en insertar
genes de las proteinas mas toxicasBten otras especies de bacterias que pueden
sobrevivir mejor en las superficies de las plargtscadas por los defoliadores (por
ejemplo la formulacién M-Trak dBt subsp. San Diego). La actividad tan especifica de
los insecticidasBt podria limitar su uso en los cultivos donde labpmatica se
presenta con varias plagas a la vez, incluidosiriesctos no susceptibles (&fidos,
langostas, etc.) Estrictamente como un insectiodd, Bt afecta solamente a los
insectos defoliadores para que pueda ser eficéz,cpbertura de aplicaciéon debe ser
cuidadosa. Esto limita ain mas su utilidad cordsaplagas que son susceptibleBta
pero que rara vez tienen la oportunidad de ingeenl el campo. Los aditivos (gomas o
humectantes) a menudo son Utiles en una aplicaldd@t mejorando el rendimiento y

su eficiencia, lo que permite cubrir mejor y rasisl lavado. Ya queBt no mata

25



rapidamente, los usuarios pueden asumir incorrestieruno o dos dias después del
tratamiento que no es efectivo. Sin embargo, est@®@$r mas que un problema de
percepcion.

Los productos a base &tienden a tener una vida Util mas corta que otrescticidas.
Los fabricantes generalmente indican una menoaafcdespués de dos a tres afios de
almacenamiento. Las formulaciones liquidas sonpeéscederas que las formulaciones
en polvo. La vida util es mayor cuando las condie® de almacenamiento son bajo

atmosferas frescas, secas y protegidas de la luz.

(http://www.ext.colostate.edu/pubs/insect/05556. hbsite, 2008).
Ventajas

La actividad especifica d8t en general se considera muy beneficiosa. A
diferencia de la mayoria de los insecticidétsyo tiene un amplio espectro de actividad,
por lo que no matan a insectos benéficos, comernesigos naturales (parasitoides y
depredadores), ni a los insectos polinizadores damabejas. Por |o tantBf puede ser
empleado de manera conjunta con otras estrategjiesndrol biolégico. Por ejemplo, en
el estado de ColoradBt se estd empleando para controlar el barrenadanaiel en el
campo. Quizas la mayor ventajaBiiees que no es toxico para las personas, mascotas y
otros animales. Este margen de seguridad se reacdanidilizar en la agricultura o en
otros lugares sensibles, donde el uso de plagsiqdade causar efectos adversos (

http://www.ext.colostate.edu/pubs/insect/05556. wrabsite, 2008).
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Hipotesis

El parasitismo deCotesia flavipesinduce inmunosupresion erDiatraea
saccharalisel cual podria tener efecto sobre el consumo sfi@encia de utilizacion
de alimentos y en la susceptibilidad del insectspbdero a la infeccion originada por

bacterias.

Objetivo General
Estudiar el efecto del parasitismo figotesia flavipesobre la respuesta inmune celular
y humoral, el consumo y la eficiencia de utilizacide alimentos y la susceptibilidad

deDiatraea saccharaliiacia diferentes cepas Bacillus thuringiensis

Objetivos Especificos
1. Estudiar el efecto del parasitismo@eflavipessobre la inmunidad humoral
y celular deD. saccharalis.
2. Estudiar el efecto del parasitismo @& flavipessobre el consumo de
alimentos y la eficiencia de utilizacion Be saccharalis.
3. Estudiar el efecto del parasitismo Qe flavipessobre la susceptibilidad de

D. saccharalisa diferentes cepas @&acillus thuringiensis.
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Capitulo 1: El parasitismo de Cotesia flavipes
altera la poblacion de hemocitos y la inmunidad
humoral del barrenador de la cafa de azucar,

Diatraea saccharalis.
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Resumen

El parasitismo de larvas dBiatraea saccharalispor la avisa Braconidae
Cotesia flavipeso la inyeccion del polidnavirus d€. flavipes (CfPDV) causa
numerosas alteraciones en la fisiologia del huéspetuyendo la interrupcion del
desarrollo, la disminucion de la inmunidad del atséhuésped, y cambios bioquimicos
en las proteinas, carbohidratos, el glucogeno Vipidos. Este estudio se centr en los
cambios de la inmunidad celular durante la par@sitadeD. saccharalisen términos
de la composicion de hemocitos y las funcioneslads. También se analizaron los
efectos de la parasitacion p@r. flavipesen la inmunidad humoral sobre ejemplares
parasitados d®. saccharalisen relaciéon a la actividad fenoloxidasa. En lagds no
parasitadas d®. saccharalis las células granulares representan el principal de
hemocitos (35%), sin embargo los plasmatocitos E&migstuvieron presentes en
alrededor del 30% de los conteos totales. Despeiés plarasitacion pdt. flavipes las
proporciones relativas de estos dos hemocitos eaorbligeramente, lo cual se reflejé
en el recuento de hemocitos totales, mostrandaadecion significativa del nimero
de estas células en las larvas parasitadas. La&aslgrarasitadas mostraron una
disminucidn significativa de la concentracion daltde las proteinas de la hemolinfa 8
dias después de la parasitacion. De igual formdraros una disminucién significativa
en la capacidad inmune humoral como lo demostr@ethuccion de la actividad
fenoloxidasa. Esta investigacion demuestra queashsitismo deC. flavipesafecta
negativamente a la poblacion total de hemocitosektion al nimero y la funcion, lo
cual contribuye a generar un proceso de inmunosifpreTambién el plasma mostro
tener una menor actividad fenoloxidasa que los lcéo®y de igual forma las larvas
parasitadas mostraron menor actividad fenoloxidasdas larvas de control.

Palabras Clave: Parasitismo,Cotesia flavipes, Diatraea saccharalis, Fenoloxidasa,

hemocitos
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1.

Introduccion

El desarrollo exitoso de endoparasitoides requikrela supresion del sistema
inmune humoral de manera irreversible. El paraggtanvasor tiene que asegurarse de
gue no sera destruido por los procesos del sistamane del huésped y ademas de que
el sistema inmunolégico comprometido del hospedeoposea la capacidad para
combatir una infeccion secundaria. Es muy impoetapte la reaccion inmune no llegue
al punto de la muerte del huésped, con lo que srddlo del parasitoide durante la
parasitacion no se finalice. Los animales multieeas se defienden contra los
organismos infecciosos mediante dos sistemas abr®ciomo inmunidad innata y la
adquirida. El sistema inmune innato esta consatyidncipalmente por linea germinal
codificada por los factores del reconocimiento ymaerte de invasores extrafios,
mientras que el sistema inmune adquirido produceepteres mediante un
reordenamiento de genes somaticos que reconodgeramg especificos y que permiten
a los organismos desarrollar una memoria inmuncédffrearon, 1997). Los insectos
carecen de un sistema inmune adquirido, pero tiemsm respuesta innata bien
desarrollada. Las defensas iniciales incluyen ksebas fisicas de la envoltura o el
intestino, las respuestas de la coagulacion deraolinfa, y la produccién de diversas
moléculas citotdxicas en el sitio de la lesion. keasidades extrafias que pasan estas
barreras y entrar al hemocele deben enfrentarsésanmléculas citotoxicas, asi como
una serie de diferentes hemocitos. El sistema inhdgito de insectos se subdivide en
las respuestas de defensa humoral y celular. Léngbs humorales incluyen la
produccion de péptidos antimicrobianos (cecropima®quinas, defensinas, lisozima,
hemolinas, lectinas, las proteasas, e inhibidoeels ghroteasa) (Hoffmanet al, 1996)
y la formacion de radicales libres citotoxicos (lemlerger, 2001; Meistet al, 2000;

Nappi et al, 1995), intermediarios reactivos de oxigeno yogino (Nappi y Vass,
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2001; Bogdaret al, 2000) y las cascadas de los complejos enzimatjgesegulan la
coagulacion y la melanizacion de la hemolinfa @itlieet al, 1997; Muta y lwanaga,
1996). Por el contrario, la defensa celular sesrefa las respuestas inmunes mediadas
por los hemocitos como la fagocitosis, nodulaciéengapsulaciéon. El primer desafio
con la que se encuentra un endoparasitoide erdaurvinadura es la respuesta inmune
de su huésped: los huevos de endoparasitoidesi@zaiccen la cavidad del aparato
circulatorio (hemocele) de los insectos y debened&entarse a una reaccion de
encapsulacién potencial mediado por hemocitos dspédero. En esta reaccion de
defensa, los objetos extrafios bidticos o abiétemasiado grandes como para ser
fagocitados son reconocidos por primera vez pogtasulocitos del huésped los cuales
se degranulan y reclutan a los plasmatocitos. logpggacion de estas células y la
adherencia a la superficie exterior, origina quéosee un sello dentro de una cépsula
celular (Ibrahim y Kim, 2006; Lavine y Beckage, 6%9La agregacion de los
plasmatocitos es con mayor frecuencia seguida daelanizacién, un proceso que
implica el depdsito de pigmentos de melanina ded&olas células de la capsulas
apoyada por la enzima fenoloxidasa (PO) (LavinegkRage, 1996). La melanizacién se
cree que contribuye a la muerte de los organisma@sores asi encapsulados (Lavine y
Strand, 2002). Los endoparasitoides han desarooliaa variedad de estrategias para
eludir la reaccion inmune de sus hospedadoresuaddst En algunas especies, los
huevos se cubren con secreciones que impiden & ue, o el reconocimiento por
parte de los hemocitos. Por ejemplo, los huevosCdaliochiles nigricepsestan
cubiertos con una capa corionica de material fibrqee impide la union de los
plasmatocitos en el huéspelliothis virescengDavies y Vinson, 1986). Del mismo
modo, los huevos d€enturia canescensstan recubiertos con particulas semejantes a

virus que comparten los determinantes antigénionsuoa proteina del hospedero y por
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lo tanto confieren proteccidén pasiva contra el paamiento al ocultar al parasitoide
de los hemocitos (Rotheram, 1973). Por otro ladipynas avispas parasitoides de la
familia Braconidae e Ichneumadnidae inyectan vendsm proteinas de ovario y los
polidnavirus (PDVs) dentro del lepidéptero hospeddurante la ovoposicion (Stoltz,
1993). Estos factores han demostrado mediar dveisaraciones de la fisiologia del
hospedero (Beckage y Kanost, 1993), uno de loeswed la inmunosupresién (Lavine
y Beckage, 1995; Strand y Pech, 1995a,b) que romoltege a los huevecillos de los
parasitoides de la encapsulacion, sino tambiénigmreMa respuesta del hospedero a
otros blancos bidticos o abibticos, los cuales jaodser encapsulados o nodulados
(Strand y Noda, 1991; Davies y Vinson, 1988; Dawetesl, 1987; Guzo y Stoltz, 1987,
Tanaka, 1987; Stoltz y Guzo, 1986; Vinson, 1974).

Cotesia flavipesntroduce el veneno, las proteinas del ovario,tévatocitos (los
cuales son derivados de la membrana del parasidoicdate la emergencia de la larva
del huevo) y los polidnavirus durante la ovoposicitbs cuales son los principales
factores que modifican la fisiologia del hospedero términos de los procesos
inmunoldgicos y de desarrollo (Mahmouet al, 2011; Ngi-Song, 1995). La
parasitacion de las larvas dPiatraea saccharaligpor la avispa Braconida@otesia
flavipes causa una supresion cronica de la respuesta inmeahgar del insecto
(encapsulacion y la nodulacién) y prolonga el phitarval, el cual es resultado de la
falla de la metamorfosis de las pupas (Mahmeudl, 2011). Se ha observado que las
larvas parasitadas son susceptibles a las infezioportunistas (septicemia bacteriana)
(Mahmoudet al, 2011) lo que sugiere que las defensas antibaoteide estos insectos
son también comprometidas. Es del todo conociddagudiferentes tipos de hemocitos
estan involucrados en la respuesta inmune cel®ar. ejemplo, la encapsulacion

originada por los hemocitos es un proceso compligjode participan las células
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granulares y los plasmatocitos de manera secugfhewine y Strand, 2002). Cuando
las células granulares pueden reconocer un ageinégi@, estas liberan un conjunto de
moléculas reconocidas como citosinas con la findlide atraer a los plasmatocitos,
responsables de formar varias capas alrededoatfiEigno o del agente extrafio (Strand
et al, 2006; Pech y Strand, 2000, 1996). Un tipo desmts en este proceso ha sido
identificado enPseudoplusia includena cual es reconocida como PSP1 (péptido de
dispersiéon de plasmatocitos), el cual juega urenola modulacién del comportamiento
de los plasmatocitos. Asi mismo, la fagocitosisodehemocitos puede ser realizada por
determinados tipos de células (Stranal, 2006).

El objetivo de esta investigacion fue analizar denuinosupresion dB. saccharalis
después de la parasitacion realizada@oflavipesen términos de la composicién de
hemocitos, mediante la medicién de los cambios g®blacion de hemocitos totales en
larvas parasitadas tomando como referencia unaagohl de larvas sin parasitar.
También mostramos como la parasitacion realizadaQpdflavipestiene influencia
sobre las proteinas totales de la hemolinfa y tauimidad humoral en términos de la
actividad fenoloxidasa de la hemolinfalesaccharalis.

2. Materiales y Métodos

2.1. Insectos

Las avispas usadas en este estudio fueron origimédnimportadas de Africa
C. flavipesfue reproducida sobre su hospedero habiduasaccharalis.Ellos fueron
mantenidos en nuestro laboratorio desde el afio. 209 parasitoides adultos fueron
alimentados sobre una solucién de miel de abejasylarvas hospedero fueron
mantenidas sobre una dieta artificial, y los adulfoeron alimentados sobre una
solucién de sacarosa al 10% como lo describe Matrebwal. (2011). Los insectos

fueron mantenidos en una atmosfera de 28°C y umpéoiodo de 16:8 horas luz:
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oscuridad. El parasitismo p@. flavipesfue realizado manualmente al exponer larvas
del 3" al 6° instar deD. saccharalisa una avispa hembra de un dia de emergidas
después de la copula. Los parasitoides ovopositamarvez sobre la larva del insecto
lepidoptero, y posteriormente estas fueron traitiEfera dieta fresca proporcionada en
una caja Petri.
2.2. Conteo de Hemocitos

Larvas del cuarto estadid. saccharalisse dividieron en dos grupos. El primer
grupo se utilizé como control (no parasitados)l segundo grupo fue parasitado @r
flavipes.La hemolinfa se recogié después del dia 1, 3, @lgspués de la ovoposicion
del parasitoide. Las larvas no parasitadas de sanemiedad fueron utilizadas como
control. Para el recuento de hemocitos, las laseasnfriaron en hielo durante 5 min y
posteriormente fueron esterilizadas en etanoD%b. Posterior a ello las larvas fueron
disectadas en una caja de Petri removiendo un @dadgl patas falsas de la region
abdominal, empleando unas tijeras estériles. Si@wbn 10 ul de hemolinfa en tubos
eppendorf de 200 pl conteniendo 50 pl de buffeicaagulante (98 mM NaOH, 186
mM NaCl, 17 mM NaEDTA y 41 mM acido citrico, pH 4.5) para evitardgregacion
de hemocitos después de la colecta. La hemolindgddi se mantuvo en hielo y los
hemocitos fueron contados inmediatamente en un tiginwetro (camara de Neubauer,
Paul Marenfield GmbRICo®, Germany) usando un microscopio de contrasteagesf
(Olympus BX41, Japan). Los tipos de hemocitos fueatasificados en células
granulares, plasmatocitos y en base a otras cesditt@s morfoldgicas (Ibrahim y Kim,
2006; Gardiner y Strand, 1999). Las células graeslsson células redondas con
granulos en su citoplasma, mientras que los plasitas asumieron una forma de huso

durante su estado difuso y en la forma no difusatramn una extensién citoplasmica
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bilateral (ver fig. 2). Se observaron también otrigos de hemocitos, pero
colectivamente fueron denominados como "otros"séa estudio.
2.3. Reaccién de Melanizacién

Con el fin de evaluar la capacidad de la hemoltofal para mostrar una
reaccion de melanizacion, la hemolinfa se recogitadmisma manera como se explicé
anteriormente mediante el uso de las larvas padasity no parasitadas de la misma
edad. La hemolinfa sin diluir fue depositada en plea de Petri estéril durante 30
minutos a temperatura ambiente. Un cambio en laracibn de la hemolinfa, desde el
verde esmeralda a marrdn-negro se registr6 comanization normal, mientras que el
mantenimiento del color verde original fue consadier como el reflejo de una
inhibicion de la melanizacion (Doucet y Cusson, 6)9%Il oscurecimiento de la
hemolinfa (indicio de melanizacién) fue evaluadsualmente después de 1,2, 4,6y 7

dias post- parasitacion.

2.4. Ensayo de la actividad Fenoloxidasa (PO)

Las larvas dd®. saccharalisse dividieron en dos grupos al momento de recoger
la hemolinfa: el primero de ellos estuvo conformado larvas del dia 1, 2, 4, 6y 7
post-parasitacion y larvas no parasitadas de lmmenedad, las cuales fueron utilizadas
como control. La actividad fenoloxidasa (PO) seedminé con el sustrato, L-3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), segun lo descrito pkim et al. (2001). Las larvas
fueron esterilizadas en etanol al 70% y se mamoiidurante cinco minutos en hielo
con la finalidad de anestesiarlas antes de cortpatas falsas de la region abdominal
para recolectar la hemolinfa. La actividad fenallasia se midié tanto en los hemocitos
como en el plasma del insecto. Los hemocitos yl&npa fueron separados por
centrifugacion a 8.000 rpm durante 10min a 4 ° & hemocitos fueron resuspendidos

en 20ul de buffer salino de fosfatos 50 mM (PBS, pH 73¢. mezclaron 2l del
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plasma con 1l de PBS. Para medir la actividad fenoloxidasaafsadieron I de
laminarina (100 mg) a cada mezcla de reaccion ynwago a temperatura ambiente.
Después de diez minutos, se afadieron @0@e sustrato a una concentracién de 10
mM de L-3 ,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (SigmaERJU.) en PBS. La absorbancia
se midié a 490 nm cada 5 minutos durante una hora.

2.5 Medicién de la concentracion de proteina total

Larvas del cuarto estadio @& saccharalisse dividieron en dos grupos: las
larvas parasitadas y las no parasitadas. La hefaalelas larvas fue recolectada 1,5y
8 dias después de la parasitacién en tubos eppatel@r5 ml y se mantuvo en hielo.
El material obtenido fue centrifugado a 8000 rpmadte 10 min a 4 °C con la finalidad
de eliminar hemocitos y los teratocitos del paced#. Los sobrenadantes se utilizaron
para medir la concentracién de proteina de acuardta metodologia descrita por
Bradford (1976), empleando la albumina de sueranmosomo estandar.

2.6. Andlisis Estadistico

Todos los datos fueron analizados empleando elvamtSPSS version 11.0.0
(SPSS Inc., 2001). Las diferencias entre las mefiliason analizadas mediante la
prueba de t para muestras independientes.

3. Resultados
3.1. Clasificacion y morfologia los Hemocitos

Para investigar el efecto del parasitismo en landuitos de las larvas de.
saccharalis los hemocitos fueron clasificados en base a tasrios descritos por
Strand y Noda (1991) y Brehelin y Zachary (1986ncG tipos de hemocitos fueron
identificados mediante microscopia de contrastéade. En la Figura 2 se presentan

imagenes de los 5 principales tipos de hemocitserides debajo:
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Fig. 2. Microfotografias de contraste de los hemocitodatieas de D. saccharalis Pr,
Prohemocitos; Gr, hemocitos granulares; Sp, esfespcPl, plasmatocitos y Oe,
oenocitoides. Scale bar: 6 um.

Hemocitos Granulares(Gr) son células de 12-20 um de diametro, de rfomfa
ovoide o esférica, con un citoplasma granular, gissmden en menor proporcion
al contacto con la superficie del vidrio en compéana con el plasmatocitos.
Plasmatocitos (Pl)son células de forma irregular, generalmente deinmoi
tamafio que los hemocitos granulares, poseen undologia ovoide o
fibroblastica y se extienden rapidamente en cémtaon el vidrio. Las células
presentan un nucleo claro en el centro de la ¢éhlilaual se puede ver cuando
esta completamente extendido.

Oenocitoides(0Oe) son células esféricas, de 1040 de diametro, las cuales
presentan un nucleo central relativamente pequESte tipo de células son
semejantes a los hemocitos granulares despuésdigcpse una lesion.
Esferocitos(sp) son células de 12—-20n de diametro, las cuales contienen gran
cantidad de inclusiones citoplasmicas diferenties gue presentan los hemocitos
granulares. Estas células son raramente obseread@ashemolinfa. Los nucleos
de los esferocitos se localizan en la parte cemntrabn ricos en cuerpos de

cromatina.
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5. Prohemocitos (Pr)células de 8-1@m de didmetro, raramente observadas en la

hemolinfa y son de fase obscura. Esta ocasion rfuemcontrados algunos
hemocitos de gran tamafio en la hemolinfa los cumdasecieron 6 dias después
de la parasitacion.
Los hemocitos granulares y los plasmatocitos ptasam una gran adherencia y
fueron los hemocitos principales responsables dadola capsula durante las
reacciones de inmunidad celular que se describsnaaiglante. No se observaron
diferencias en general en relacion a la morfolggia ultraestructura de estos
tipos de hemocitos en las larvas parasitadas yarasjpadas en larvas del quinto
instar deD. saccharalis

3.2. Efecto del parasitismo sobre el conteo totdlTHC) y el conteo diferencial de

hemocitos

Los experimentos se realizaron con el fin de evadligfecto del parasitismo
por C. flavipes en la abundancia de hemocitos en hemolibBfa saccharalis

Morfol6égicamente, los hemocitos d& saccharalisse pueden clasificar en células

granulares, plasmatocitos, y otros tipos celuld@esno se puede observar en la Figura

3, el conteo total de hemocitos fue de entre 2xl0.9xIC células/ml de hemolinfa

hasta un dia después del tratamiento tanto erataasl no parasitadas y parasitadas.

Entre 3 y 9 dias después del tratamiento, el réoueelular total se elevd a 6xI§

5x10° cels/ml en el control y las larvas parasitadasesismmente. Mediante el uso de

la prueba t de student, se determin6 que el recuetdl de hemocitos cambié durante
el periodo de parasitismo y que hubo una diferesigiificativa en el recuento de total
de hemocitos después de 3 y 6 dias después deopmseion del parasitoide (t =

2.3457, gl=34; P=0.02yt=2.0827; gl=P6:0.0473), respectivamente (Fig. 3).

No se encontraron diferencias significativas despdé 1 y 9 dias después de la
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ovoposicion del parasitoide (t=1.7594; gl B6=0.0976yt=1.1851; gl=27;P

= 0.2463), respectivamente (Fig. 3).

7 r a
THC mNP =P
g ° 2
B 5 a a T
2
s 47 b
2 b
g 3 a ! T
3 ,
g a
< l | T
0 1 1 1 )
lday 3 days 6 days 9 days
Dias post-parasitacién

Fig.3. Conteo Total de hemaocitos (THC) en la hemolinfdddesaccharalisen el
dia 1, 3, 6 y 9 después de la parasitacionpdtavipes Letras diferentes arriba
de las barras de error indican diferencia sigrifieaa=0.05 (t-test). EI numero
total de insectos usados por dia fueron: dia 1(Qrpeta NP y 8 para P), dia 3
(n=8 para NP y 10 para P), dia 6 (n=10 para NP p&até P), y al dia 9(n=8 para
NPy 5 para P).

En cuanto a los conteos diferenciales de hemo(bkC) en las larvas db.
saccharalis sin parasitar, el tipo de hemocitos mas frecudoeron las células
granulares, presentandose en un 32-39% de la pablactal de hemocitos. Los
plasmatocitos fueron el segundo tipo mas frecuelgehemocitos, representando
aproximadamente el 35% del numero total de hemmcitos hemocitos granulares y
plasmatocitos componen mas del 70% de la poblatidel de hemocitos y la
proporcion de hemocitos granulares fue similar dddos plasmatocitos (35%). Hubo
una reduccion significativa de la poblacion plasoébs en las larvas parasitadas

después de 6 dias de la ovipostura del parasifbwl@.4452; gl = 26; P = 0.0216), sin

embargo, no se encontraron diferencias signifiaatientre las larvas parasitadas y no
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parasitadas después de 1 y 9 dias de parasitism0.{261; gl =16; P = 0.4783 y t =

1.8317; gl = 12; P = 0.0919), respectivamente (#jg.
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Fig.4. Conteo de Plasmatocitos (PI) en la hemolinfaatieab deD. saccharalis
de 1, 6 y 9 dias después de la parasitacidd. dvipes.Letras diferentes arriba
de las barras de error indican diferencia sigrifiean=0.05 (t-test). EI numero
total de insectos usados por dia fueron: dia 1(Qrpeta NP y 8 para P), dia 3
(n=8 para NP y 10 para P), dia 6 (n=10 para NP p&lté P), y al dia 9(n=8 para
NPy 5 para P).

La reduccion de la poblacion de células granularetas larvas parasitadas fue
significativa so6lo después del sexto dia de lagia@on (t = 2.2010; gl = 26; P =
0.0368), y no hubo diferencias significativas em@nero total de células granulares
después de 1 y 9 dias de parasitismo (t= 0.2264;1¢; P = 0.8237 y t = 0.6079; gl =
11; P = 0.5556), respectivamente, en tanto lassaparasitadas y no parasitadas (Fig.

5).
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Fig.5. Conteo de Granulocitos (Gr) en la hemolinfa dedardeD. saccharalis
de 1, 6 y 9 dias después de la parasitacid. davipes Letras diferentes arriba
de las barras de error indican diferencia sigrtifiean=0.05 (t-test). EI numero
total de insectos usados por dia fueron: dia 1Qrpeta NP y 8 para P), dia 3
(n=8 para NP y 10 para P), dia 6 (n=10 para NP pdra P), y al dia 9(n=8
para NPy 5 para P).

No hubo diferencias evidentes en la morfologiatyaabtructura de hemocitos
de las larvas parasitadas y no parasitados. El adampiento de propagaciéon de los
plasmatocitos en las larvas no parasitadas tanfib&similar a las no parasitadas. Los
otros tipos de hemocitos no difirid significativame después de primer y sexto dia
post-parasitacion (t = 0.3132; gl = 16; 0.7582=y2.9788; gl = 26; P = 0.3367), sin
embargo, los otros tipos de células decrecieromfgigtivamente después del noveno
dia en las larvas parasitadas (t= 2.6970; gl #140.0208) (Fig. 6).

Estos resultados muestran que el parasitismoCpdtavipesdio lugar a una
reduccion significativa de las células inmunocoraptts deD. saccharalisatacando
tanto a las células granulares y a los plasmatd@ae no hay diferencias morfologicas

entre los hematocitos provenientes de cada grupo.
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Fig.6. Conteo de otros tipos de hemocitos en hemolinfaladeas deD.
saccharalisde 1, 6 y 9 dias después de la parasitaciog.dftavipes Letras
diferentes arriba de las barras de error indicéereticia significativan=0.05 (t-
test). El numero total de insectos usados porwtieoh: dia 1 (n=10 para NP y 8
para P), dia 3 (n=8 para NP y 10 para P), dia @Qrpara NP y 16 para P), y al
dia 9(n=8 para NP y 5 para P).

3.3. Efecto del parasitismo sobre la melanizaciénedla hemolinfa y la actividad
fenoloxidasa

La hemolinfa extraida de cada larva fue expuesiiraly se analiz6 la evidencia
de la melanizacién después de 30 min. Tal comodiea en la figura 7, la hemolinfa
de las larvas control se fue oscureciendo progueste con el tiempo una vez
expuesta al aire. Por el contrario, la hemolinfdaddarvas parasitadas se melanizé mas
lentamente y en menor medida que las larvas doi@no embargo la hemolinfa de
proveniente de las larvas parasitadas y no padasitnelaniz6 en los 5 diferentes
tiempos de monitoreo (Fig. 7). La melanizacion teamtse observé en el 100% de las
muestras recogidas de los insectos parasitadagpgrasitados después del dia 1y 2 de
la ovoposicion, pero solo el 80, 60 y 30% de estastraron evidencia de melanizacion

alos 4, 6 y 7 dias despues de la parasitacigmectggsamente (Fig. 7).
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Fig. 7. Porcentaje de muestras de hemolinfas que presantalanizacion 1, 2,
4, 6 y 7 dias después de la parasitacion Qorflavipes; n=3 para larvas
parasitadas y no parasitadas.

Con el fin de determinar si la inhibicién de la emetacion descrita aqui fue el
resultado de una forma inactiva del sistema fendés®a, la actividad fenoloxidasa se
midid6 en la hemolinfa de las larvas no parasitagagarasitadas. Los resultados
presentados en la figura 8 indican que la activielamatica en las larvas parasitadas
fue significativamente menor que en las larvas robrdl sexto dia después de la
parasitacion (t = 2.4785; gl = 824; P = 0.0382)que esta fue significativamente
diferente después del primer dia post-parasitatiér0.6272; gl = 4; P = 0.5646) (Fig.

8).
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Fig.8. Actividad fenoloxidasa presente en la hemolinfaltde larvas parasitadas
(P) (N=5) y no parasitadas (NP) (N=5) bdesaccharalisLetras diferentes arriba
de las barras de error indican diferencia sigrtifrean=0.05 (t-test).

3.4. Efecto de la parasitacion sobre la actividadeholoxidasa en diferentes

fracciones de la hemolinfa d®. saccharalis

A fin de caracterizar la localizacién de la actaddenoloxidasa en la hemolinfa,

esta actividad fue evaluada tanto en el plasmapamlos hemocitos. Aunque ambos

muestran niveles significativos de la actividadoleridasa, el plasma posee un nivel

mayor de la actividad, como lo indican los resutade la Figura 9.
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Fig.9. Actividad fenoloxidasa presente en el plasma dea$aparasitadas (P)
(N=4) y no parasitadas (NP) (N=4) DesaccharalisLetras diferentes arriba de
las barras de error indican diferencia significativ0.05 (t-test).
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La actividad fenoloxidasa del plasma disminuyo iicativamente después de 6
y 7 dias post-parasitacion (t = 2.8883; gl = 4; P.6446 y t = 2.8818; gl = 4; P =
0.0449), respectivamente (Fig. 9). Sin embargo, seo encontraron diferencias
significativas en las larvas parasitadas y no |tades después del primer y segundo (t
= 0.7238; gl = 6; P = 0.4965; t = 0.9535; gl = 6:P.3772 y t= 1.6048; gl = 6; P =
0.1597), respectivamente (Fig. 8). Como se muestia Fig. 10, alrededor del dia 6 y
7 de parasitacion, la actividad fenoloxidasa des lbemocitos decrecid
significativamente en las larvas parasitadas (9421; gl = 4; P = 0.0078 y t = 2.9982;
gl = 4; P =0.0400). Por otra parte, no hubo difel@n significativas en la actividad
fenoloxidasa de los hemocitos de larvas parasitadasparasitadas después de los dias
1, 2 y 4 post-parasitacion (t = 0.0389; gl = 4; P.§708; t = 0.0272; gl = 6; P = 0.9792

y t= 0.5473; gl= 6; P = 0.6046) (Fig. 10).
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Fig.10. Actividad fenoloxidasa presente en los hemocitokadvas parasitadas
(P) (N=4) y no parasitadas (NP) (N=4)DesaccharalisLetras diferentes arriba
de las barras de error indican diferencia sigrtifiean=0.05 (t-test).

45



La actividad fenoloxidasa se encuentra presenteodss las fracciones de la
hemolinfa, es decir tanto en los hemocitos come&lgplasma, pero la mayoria de la
actividad fenoloxidasa detectada en la hemolinfdagelarvas deD. saccharalisse
asocié con el plasma (véanse las figuras 9 y H).hallazgo mas interesante, sin
embargo, fue que la actividad fenoloxidasa en asmh y los hemocitos se redujo
significativamente en las larvas de parasitadas\dmase compard con larvas no
parasitadas.

3.5. Andlisis de Proteinas

Las larvas del parasitoide. flavipesalteraron la composicién bioquimica de la
hemolinfa y del tejido graso d@. saccharalisdurante el desarrollo del parasitoide
inmaduro como se desprende de los resultados padssnen la Figura 11. Los
cambios fueron mas evidentes en la hemolinfa quesetejidos de almacenamiento del
hospedero (Salvador y Consoli, 2008). La dispoidil de la concentracion de
proteinas disminuye constantemente conforme el rggsog del desarrollo de los
parasitoides inmaduros. Los cambios en el contethédaroteinas en la hemolinfa de las
larvas parasitadas se aprecia desde el primer epuds de la parasitacion. La
concentraciéon total de proteinas en el plasma aki@\wal dia 1, 5 y 8 después de la
parasitacion. A los 8 dias después de la para@sitacuando las larvas no parasitadas
estaban a punto de pupar, la larva parasitadasermeeen una concentracion
significativamente menor de proteinas en la herfeolirfft = 10.0419; gl = 14; P =
0.0001). No se encontr6 ninguna diferencia sigaiifi@ en la concentracion de
proteinas en las larvas parasitadas y sin parasitspués de los dias 1 y 5 post-

parasitacion (t= 0.8669; gl = 12; P = 0.4030 y&6734; gl = 13; P = 0.5125)
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Fig.11. Efecto de la parasitacion de C. flavipes sobrecdacentracion de

proteinas totales del plasma de larvas parasit@®)agN=10) y no parasitadas

(NP) (N=9) de D saccharalis. Letras diferentesbarrile las barras de error

indican diferencia significativa=0.05 (t-test).
4. Discusiones
4.1. Disminucién de la poblacion de hemocitos toed en larvas parasitadas d®.
saccharalis

Los hemocitos son elementos funcionales que irgeevi en el reconocimiento
y la encapsulacion de objetos extrafios dentro idednsa inmune del huésped. La
mayoria de los parasitoides suprimen las reaccimmegnes del huésped interfiriendo
con la funcién de los hemocitos (Asgatial, 1996; Webb y Luckhart, 1994; Strand y
Noda, 1991). Nuestro estudio mostré que el pasasitideD. saccharalisllevado a
cabo porC. flavipesafectan claramente la carga de hemocitos (tantorgko total o
diferencial de hemaocitos) (Fig. 2). El parasitisdeC. flavipesredujo el nimero total
de la poblacién de hemocitos Be saccharalis.La reduccién fue mas evidente en el
namero de las células granulares y plasmatocitos.offa parte, este estudio sugiere
que estos dos tipos de hemocitos son los mas iamest enD. saccharalisy

desempefan el papel mas importante en las reascioneunitarias celulares. En
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general, nuestros datos son similares a los réesltaeportados en otros sistemas
parasitoide/ huésped, tales como en eCdtesia plutellae/ Plutella xylosteli@brahim

y Kim, 2006) Hyposoter fugitives/Malacosoma disstriggtoltz y Guzo, 1986),
Tranosema rostrale/Choristoneura fumiferatlaoucet y Cusson, 1996§;ampoletis
sonorensis/Heliothis virescer{®avieset al, 1987), Cardiochiles nigriceps/Heliothis
virescens(Vinson, 1971) yMicroplitis demolitor/Pseudoplusia includer($trand y
Pech, 1995a; Strand y Noda, 1991), en el cual msgesmo incrementa o reduce el
namero de hemocitos del hospedero por la accidlmslpolidnavirus. También se ha
demostrado que los cambios en los hemocitos pustenducidos por la inyeccion del
fluido del caliz, o de los PDV solos o en presarug| veneno (Stettlat al, 1998), lo
gue indica que estos factores maternos activosgouieterferir con la reaccién inmune
llevada a cabo por los hemocitos. El proceso delsgiismo de varios endoparasitoides
origina una reduccion significativa en la poblacde los hemocitos, presumiblemente
debido a que se induce directamente una inmunesiopr (Stettleet al, 1998). La
reduccion de hemocitos en el parasitismdCdéesia kariyaifue causado por la muerte
celular de los hemocitos circulantes, asi como fmor histolisis del o6rgano
hematopoyético (Teramoto y Tanaka, 2004). El hedboque la plasmatocitos se
producen a partir de las células granulares pasidiv mitética y diferenciacion en
algunas especies de lepidépteros (Nakabbeh, 2003) sugiere que la reduccion de las
poblaciones de los hemocitos en las larvas padasitdeD. saccharalises un efecto
citotoxico sobre las células granulares circulagtpsr el bloqueo de la produccién de
plasmatocitos del 6rgano hematopoyéticddesaccharalis Esto Ultimo puede resultar
en una disminucién retardada de la poblacion denméocitos hasta la muerte natural
de la plasmatocitos circulantes. De hecho, la mpiftade células granulares disminuyd

mas rapido que el de plasmatocitos. En el panasitisle la avispa Braconidae,
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Microplitis demolitor se ha demostrado que el polidnavirus presenteseniesecto
induce una apoptosis efectiva contra las célulaaujares deP. includens(Strand y
Pech, 1995a). La reduccion significativa de lasuladl granulares y plasmatocitos
después de la parasitacion sugiere que estos duschies juegan un papel importante
en la respuesta celular inmune con€a flavipes Ademas, Strancet al. (2006)
demostraron que el factor inhibitorio proviene pelidnavirus de parasitoide debido a
gue la infeccion llevada a cabo por el bracovirad/d demolitorinhibe la fagocitosis
de los hemocitos dB. includens Se ha demostrado que una proteina polidnavital de
tipo mucina (Glc1.8) es un factor inhibidor en kgdcitosis. Sin embargo, el gen
polidnaviral correspondiente no se ha encontradelegenoma del bracovirus d&
flavipes (Choi et al, 2005). Los enfoques recientes del genoma debbiras deC.
plutellaesugieren que algunos genes virales estan implicaldes sefializacion celular,
como en el caso de la proteina tirosin fosfatalsealfim y Kim, 2006) y el geitkB
(Kim et al, 2006), lo que perturbaria la activacion de larpetizacion de la actina para
formar el fagosoma, al igual que otros agentesgeaids (Baldwin y Barbieri, 2005;
Walzeret al, 2005; Ghosh y Chakraborty, 2002). Ademas, lageracion del nimero
de hemaocitos totales en el hospedero a los 9 disisuds de la parasitacion sugiere la
existencia de otro factor que mantiene el nUmerdetaocitos en un nivel bajo. Es
posible que las sustancias secretadas por la anhes teratocitos provocan efectos
sobre la hematopoyesis.
4.2. Efecto del parasitismo d€. flavipes sobre la activada Fenoloxidasa

En la inmunidad de los insectos, la fenoloxidagmgauun papel importante en
los procesos durante la encapsulacion melanicdagtitosis. La fenoloxidasa es una
enzima que protege a los artropodos, tanto exteon@o internamente. La proteina

cataliza el endurecimiento o esclerotizacion deksgueleto del insecto recién formado
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o cuando se esta dando una reparacion posterita Eesion. Ademas esta enzima juega
un papel en la respuesta inmune a nivel interndor@dos organismos invasores en el
torrente de la hemolinfa (Terwilliger, 1999; Sod#tly Cerenius, 1998; Ashida y Brey,
1995). La actividad fenoloxidasa ha sido descnitareichos artropodos, incluidos los
crustaceos, insectos y quelicerados (Sugumaran Haidypan, 1996; Ashida y
Yamazaki, 1990). Esta enzima circula en la hemalieh una forma inactiva,
profenoloxidasa, en los crustaceos y los insecwmobkitos. La conversion de la
proenzima a la forma activa es un sistema amplitanestudiado de los controles y
equilibrios enzimaticos conocido como la cascadaltxidasa que regula la liberacién
y activacién de fenoloxidasa en el momento y lua@decuado (Soderhall y Cerenius,
1998; Sugumaran y Kanost, 1993; Ashida y YamazaRB0). Las fenoloxidasas
catalizan la hidroxilacibn de monofenoles de oiferbles (tirosinasa o actividad
monofenolasa) y la oxidacién de orto-difenoles ta-quinonas (catecolasa o actividad
difenolasa). Las enzimas que pueden catalizar icreex se refieren a veces como
tirosinasas (EC 1.14.18.1), mientras que los gavali a cabo solo la reaccion de este
altimo se puede definir como catecoloxidasas (CH.B.1). En los artrépodos, los
altamente reactivos o-quinonas participan en aleenizamiento, o esclerosando las
proteinas en el exoesqueleto blando y flexible @ésple la muda (Sugamaran, 1998).
Las o-quinonas también estan en la via de la @ndesmelanina, un compuesto con
propiedades antibidticas, antifungicas, y antiesaly por lo tanto las fenoloxidasas son
componentes importantes de la respuesta inmuntienanvertebrados.

Nuestros resultados muestran que la parasitacionCpdlavipes reduce la
respuesta de defensa de la melanizacion en el pldenasD. saccharalis Cuando se
compard la actividad de fenoloxidasa en los hemscit el plasma de larvad.

saccharalisparasitadas y no parasitados, se hicieron dosw@usenes importantes. En
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primer lugar, en todos los casos, la actividad lfendasa (PO) estuvo presente en cada
una de las fracciones de la hemolinfa. En seguagar] hubo una menor actividad en
las fracciones de las larvas de parasitos en cawipar con los de los insectos no
parasitados. En cuanto a la distribucion de lavigetil fenoloxidasa en la hemolinfa de
D. saccharalisse asemeja al de otros lepidépteros, tales ddomobyx mori donde la
enzima esta presente tanto en los hemocitos y plagha (Huxham y lackie, 1988).
Ademas, erB. morilos oenocitoides sintetizan, almacenan y libesarrnzima. Se ha
demostrado que determinadas subpoblaciones hemaiaitietizan la profenoloxidasa,
la cual es liberada en el plasma a través de tanaple células (Ashida y Brey, 1998).
La activacion de estas formas inactivas de la emaepresentan en el plasma debido a
la accién de una cascada de proteasas de serp@, gonsecuencia la fenoloxidasa
activa tiene una tendencia a adherirse a las sdpsrfexteriores, incluyendo la
superficie de los hemocitos (Ling Yu, 2005, Mavraetl al, 2005). Glatz y Schmidt
(2004) demostraron los efectos putativos del PDVleemmunidad humoral, y los
coloc6é en tres amplias categorias: (i) el que redacactividad de los compuestos
antimicrobianos, (ii) la que inhibe las reacciorascascada dentro del sistema inmune,
y (iii) la que favorece la expresion genes tipoeGiha. EI PDV deCampoletis
sonorensies el agente causal, que reduce los niveles pli@smdenoloxidasa (Glatz y
Schmidt, 2004).
4.3. Analisis de Proteinas

El parasitismo de la asociacid@otesia flavipes-Diatraea saccharalisduce
cambios en la hemolinfa y en los metabolitos de tiglos grasos, similar a la
registrada por un gran numero de parasitoidessyctmsecuencias de los cambios
observados en el metabolismo y la absorcion deient#s del hospedero se han

discutido en diferentes asociaciones hospeder@sipaide (Vinsonet al, 2001;.
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Thompson, 1993; Strand, 1986; Beckage, 1985). hashs en los metabolitos suelen
ser sincronizados con el desarrollo de parasitpiden la regulacion de otros procesos
fisiol6gicos, los cuales seran necesarios pareesestel desarrollo de parasitoides
inmaduros (Vinsoret al, 2001) y son especialmente comunes en los padesto
gregarios (Vinsonet al, 2001; Nakamatsu y Tanaka, 2004). Durante est&laap
aumento de la masa de los parasitoides, el hospgulexde experimentar un estrés
nutricional severo, ya que los nutrientes se daspéga mantener el crecimiento del
parasitoide. Por otra parte, es precisamente en rastnento cuando los parasitos
rapidamente aumentan de masa, originando que @letdes poco a poco deje de
alimentarse; y finalmente 24 horas antes de prasssnta emergencia de las avispas,
tanto el consumo de alimentos como el crecimieelohdspedero se ve interrumpido
(Beckage y Templeton, 1987; Beckage y Riddiford,82)9 Se produce una
desaceleracion (o incluso un cierre casi total)aenmintesis de proteinas del huésped
como consecuencia de la reorientacion del metabolide hospedero. De hecho, la
cantidad total de aminoécidos libres disponiblas pa sintesis de proteinas de Novo.
Parece significativamente menor en las larvas pladas en comparacion con las larvas
no parasitadas, lo que sugiere una causa parauaaién observada en la sintesis de
proteinas (Thompsaoest al, 1990).

La hipoproteinuria inducida eD. parasitadaspor C. flavipes puede estar
relacionada con la movilizacién de proteinas poe parasitoide como se observa en
otras especies solitarias y gregarias (Vinson, 198Mhaka, 1986; Thompson, 1986;
Dahlman y Greene, 1981). A pesar de la movilizaciénas proteinas del huésped, los
parasitoides que inducen hipoproteinuria tambiéedpan producir un parasitismo
especifico en la sintesis de las proteinas dersvedda polidnavirus asociados, de los

teratocitos o desarrollo de la larva del parasgqi@onsoliet al, 2005; Kaesliret al,
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2005; Shelby y Webb, 1997). Las hipoproteinuriacobada en huéspedes parasitados
por C. flavipespodria ser un efecto del consumo directo de lasdaen desarrollo
(Vinson y Barbosa, 1987) o la regulacion a la lol@jdas actividades del hospedero en la
sintesis de proteinas, lo que limita la asignaeidergética para sostener el anabolismo
proteico como una forma para redirigir los nutrgsnal desarrollo del parasitoide en
desarrollo (Dahimaet al, 2003).Sin embargo, el hipoproteinuria también podriaresta
relacionada con la inhibicion de las proteinas @fipas del hospedero, especialmente
aquellas involucrados en la defensa inmune (prédeidasas, lipoforinas) y el
desarrollo del hospedero (esterasas de la hornuweail, juvenil proteinas de unién a
hormonas, proteinas de reserva)¢dt_al. 2003; Beckage y Kanost, 1993; Zhastaal,
1992; Ross y Dunn, 1989). Aunque la concentrac@prdteina total en la hemolinfa
de las larvas parasitadas se redujo en comparaoimel control de larvas, dos de las
proteinas del huésped fueron reguladas en el panagi El tamafio y el patrén de
electroforesis de la proteina de 125 kDa de la fiafaode D. saccharalisno se ha
encontrado en otras especies de lepidopteros, dohaque dificil hacer un analisis
comparativo (Salvador y Consoli, 2007). Sin embatggroteina de 48 kDa tuvo un
patron electroforético muy cercano a la proteinafdetor inhibidor de agregaciéon y a
la proteina parecida a la serpina descrita Ma@nduca sexta,las cuales estan
involucradas en la regulacion de la respuesta iendahinsecto (Beckagst al, 1993).
Las proteinas especificas del parasitismo son marta variable (<10 y> 150 kDa) y
puede presentarse durante la etapa temprano @ tdwtbnte el desarrollo del
parasitoide (Beckage, 1993). La PSPs que ocurrta dase tardia del parasitismo,
parecidas a las proteinas de 138 a 43 kDa liberadasl sistemaCotesia flavipes-
Diatraea saccharaligrobablemente no estan involucradas con la iniividel sistema

inmune, a menos queC. flavipesrequiera diferentes estrategias para la inhibicion
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temprana y tardia del sistema inmune. Usualmesseprioteinas que se presentan en la
fase tardia como las identificadas en el hospeg@rasitado po€. flavipespueden ser
Gtiles en la nutricion del parasitoide (Kadono-Ckedl al, 1998). Sin embargo, el rol
exacto de las proteinas especificasdeflavipesy el significado fisiolégico de la
regulacion de las proteinas de las dos proteinashalpedero requeriran de mas
investigacién a futuro con la finalidad de realigaridentificacion y su caracterizacion.
Junto con los estudios sobre la utilizacién deienttes y el desarrollo del parasitoide
inmaduro, estos estudios adicionales a los and&@igstitativos de los metabolitos del
hospedero durante el desarrollo del parasitoide sguaan hecho hasta el momento,
ayudarian a entender las bases moleculares dgukacion del hospedero realizada por

C. flavipes.

5. Conclusiones

Esta investigacion demuestra que el parasitismo Cdeflavipes afecta
negativamente a la poblacién total de hemocitototan numero y funcién, lo cual
contribuye a que se presente una inmunosupresiéhsistema de defensa del insecto.
Por otro lado se encontré que la actividad fendlasa (PO) fue menor tanto en el
plasma como en los hemocitos de las larvas padasiten comparacion con las larvas

control.
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Capitulo 2: Efecto del parasitismo deCotesia
flavipes sobre la respuesta de encapsulacion y

nodulacion deDiatraea saccharalis.
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Resumen

Cotesia flavipesCameron(Himenéptera: Braconidae), es un endoparasitoide
gregario importante de larvas dPiatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera:
Crambidae), una plaga severa de la cafa de aztidas eampos de México y Estados
Unidos. Esta investigacién tuvo como objetivo aralia inmunosupresion celular de la
D. saccharalis parasitadas porC. flavipes en términos de la encapsulacion,
melanizacion y la formacién de noédulos de hemocEbsnsayo de encapsulacion se
llevé a cabo al dia y a los 6 dias después dedpamicion parasitoide. Después de las
3, 12 y 24 horas después de la inyeccion de esfesporcentajes de encapsulacion
fueron significativamente mayores en comparacion ts larvas no parasitadas
comparadas con las larvas parasitadas a las 24 kdBadias posteriores a la micro
inyeccion. Curiosamente, hubo una reduccién sigatifta en el nUmero de esferas
encapsuladas a las 24 horas post-inyeccién en caoifpa con las larvas del dia 6. Los
porcentajes de esferas melanizadas y el de numeronddlulos disminuyeron

significativamente en las larvas parasitadas emeoacion con el control.

Palabras Clave: Cotesa flavipes, Diatraea saccharalis, Polidnavirus,

Encapsulacion, NodulacionBacillus thuringiensis
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1. Introduccion

El barrenador de la cafdiatraea saccharalis(Fabricius) (Lepidéptera:
Crambidae), es la plaga principal de la cafia deaaizén las Américas (Posey al,
2006; Reagan, 2001.). En ocasiones, este insentnda causa pérdidas econémicas en
el cultivo de arroz y sorgo (Castret al, 2004). Cotesia flavipes(Cameron)
(Himenodptera: Braconidae) es un parasitoide kot gregario de larvas muy usado
en los programas de control biologico del barrenadie® la cafia de azucdD.
saccharalis(Botelho y Macedo, 2002)Cotesia flavipesparasita aD. saccharalise
induce la inmunosupresion. Los insectos utilizanrkespuestas de defensa humoral y
celular contra la invasion de patdgenos y parasitasrespuesta humoral de defensa
incluyen la produccién de péptidos antimicrobiafib8wenberger, 2001), moléculas
intermediarias reactivas de oxigeno o de nitrégéBogdan et al, 2000) y la
fenoloxidasa (PO) activando el sistema que relgutmagulacion o la melanizacién de
la hemolinfa (Kanoset al, 2004; Gillespieet al, 1997). La respuesta celular de defensa
se refiere a las respuestas inmunes de los hemmacitoo la fagocitosis, la nodulaciéon y
la encapsulacion (Lavine y Strand, 2002). Los pattdég pequefios como las bacterias y
los hongos son en general destruidos por las refgsuele defensa humoral o son
fagocitadas por hemocitos, mientras que los pasjsitales como parasitoides y
nematodos son encapsulados por hemocitos (Schahidt, 2001). La parasitacion
exitosa de las avispas endoparasitas requiere alenomunosupresion del huésped, con
la finalidad de protegerlo y detener el desarrain la finalidad de desviar los
nutrientes de hospedero para apoyar el desarrellasdavispas endoparasitas (Strand y
Pech, 1995; Beckage y Kanost, 1993). Algunas asisiimenopteros poseen factores
inmunosupresores, provenientes tanto la madre, aeh@mbrion (Theopolet al,

2000). Se ha demostrado que los factores materoesinfucen proteccién que
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permiten el desarrollo de las avispas incluyersgtateinas de ovario, el veneno, y los
polidnavirus (Amayeet al, 2005;. Moralest al, 2005; Bae y Kim, 2004; Glatt al,
2004;. Richards y Parkinson, 2000; Asgatial, 1997), mientras que los factores
embrionarias son los teratocitos, un tipo espexcifie célula derivada de la membrana
serosa embrionaria (Basio y Kim, 2005; Webb y Lackh1994; Dahlman y Vinson,
1993). Los polidnavirus solo se han encontrado es familias de insectos, los
Braconidae e Ichneumoénidae, y estos son clasificago bracovirus e ichnovirus,
respectivamente (Webebt al, 2000). Los polidnavirus (PDV) es un virus Unide
forma circular, de ADN de doble cadena segmentéézbb y Strand, 2005). Los PDV
persisten como provirus integrados de forma estahleel genoma de las avispas
asociadas y se replican en los ovarios de las lfemntionde los viriones se acumulan en
altas concentraciones (Wyler y Lanzrein, 2003). bhospederos de las avispas que
poseen los PDV son principalmente los estadiosaliesvde insectos lepidépteros.
Cuando una avispa hembra ovoposita en su huéspestta uno o mas huevecillos y
los viriones que infectan a las células inmunitade los tejidos del insecto huésped
(Schmidtet al, 2001). Los PDV no se replican en los hospeddedsas avispas, pero la
expresion de los genes virales impide que el sastemune del huésped destruya los
huevecillos de la avispa y cause otras alteracidisasdogicas que pueden llegar a
causar la muerte del hospedero (Webb y Strand, ;2B86kage y Gelman, 2004,
Turnbull y Webb, 2002; Asgaet al, 1996). Por lo tanto, el mutualismo que existeeent
los PDV vy las avispas, como la transmision virapatele de la supervivencia del
parasitoide, y la supervivencia del parasitoideeddp de la infeccion viral del
hospedero (Webbt al, 2006). En este capitulo se analiza la inmun&sigun celular
de D. saccharalis parasitadas polC. flavipes en términos de las respuestas de

encapsulaciéon, melanizacion y la nodulacion.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Cria de insectos
Las larvas de barrenador de la cafia fueron criexlasy medio artificial

y fueron clasificadas en base al periodo de ddawadnstar mediante el examinacion
del ancho de la capsula cefélica antes de expanalims parasitoides. La dieta artificial
del barrenador de la cafia (producto N ° f9775Bsé&hg, Inc, EE.UU.) fue preparada
siguiendo las instrucciones del fabricante. Enmesy los componentes solidos (200 g/
dieta basura) se mezclaron a alta velocidad enicudora en combinacion con una
solucion de agar-agar al 2%. La dieta fue ventiggdamente en vasos de plastico de 1
0z 0 en cajas de Petri y se dejo enfriar a temyeraambiente hasta solidificar (al
menos una hora). La dieta fue almacenada a 4 °@a as fue utilizada. Antes de la
adicioén de las larvas los vasos o placas con daéetaperficie de la dieta se estrié con la
ayuda de una aguja.

D. saccharalisy C. flavipesfueron mantenidas en una camara bioclimatica a 28
°C bajo un fotoperiodo de 16:8 luz-obscuridad. Rggaerar la colonia de adulto, las
pupas deD. saccharalisfueron colectadas diariamente y se colocaron dedé&
contenedores de cristal o de plastico cubiertowta bolsa de plastico de polietileno
como sustrato para la puesta de huevecillos. Upa pldstica de 1 onza con un algodon
saturado con sacarosa al 10% fue utilizada alandos adultos emergidos, los cuales
sobreviven aproximadamente de 5 a 7 dias. Los aaludtvopositan masas de
huevecillos de color amarillo sobre la bolsa desttéd. Las masas de huevecillos se
recolectaron y se dejaron madurar en una caja tie &ende el color de los huevos
pasé de amarillo a naranja, hasta finalmente obss#via caracteristica de la cabeza
negra (un gran punto negro) al quinto dia. Los bo#les maduros (de color naranja)

fueron trasladados a una caja de Petri con diesadr Las larvas neonatas eclosionaron

59



posteriormente a las 24- 48 horas y migraron aiperdicie de la dieta. Las larvas se
transfirieron a placas con dieta fresca cuandmégesario, con la finalidad de evitar el
hacinamiento larval y permitir el desarrollo hastgar (25-30 dias). Las pupas fueron
colectadas de las placas y se coloca en los calisr®epara la crianza de los adultos.
2.2. Hospedero y parasitacion

Larvas del tercer o sexto instar @& saccharalisfueron utilizadas para
mantener la colonia dgé. flavipesPara realizar la parasitacion cada larva fue exfau
de forma individual a una avisa hembra de 1-3 déasdad, con la finalidad de asegurar
qgue las hembras del parasitoide se aparearon yrageoea parasitacion exitosa.
Después de realizar la parasitacion mediante uipostura de la parasitoide hembra,
las larvas dé. saccharalisfueron trasladadas a placas de Petri con dietaanuss
larvas parasitadas fueron transferidas a dietadreada 4-5 dias hasta que las avispas
emergieron y se formaron capullos de pupas jun larva huésped. Las larvas del
parasitoide emergieron del barrenador de la cafiaaziear, no sobreviviendo
finalmente al pasar al periodo de la pupacion. ¢asullos de las avispas parasitoide
fueron colectadas y trasladadas a un tubo de faled0 ml conteniendo una torunda
de algodon humedo en la parte inferior, y 4 lirffeess de miel en la pared interna para
la alimentacion de los parasitoides adultos. Lbsguse mantuvieron en una incubadora
a las mismas condiciones ambientales antes menlg@isn®espués de la emergencia,
los adultos se mezclaron en una proporcion de cimaohos y cinco hembras, los
parasitoides se les permitieron aparearse durahteotas y luego las hembras fueron
utilizadas para la parasitacion de las larvas delebador de la cafia. Después de 3-4
dias, los parasitoides adultos fueron trasladadas auevo tubo de centrifuga con
alimento fresco. Todas las soluciones, la crigialgrel material plastico utilizados en

este estudio fueron esterilizados.
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2.2. Ensayo de encapsulacion

Las larvas se dividieron en tres grupos de tratatmieal momento de la
inyeccion de las esferas: las larvas parasitadds &#tes, las larvas parasitadas 6 dias
antes, y las larvas no parasitadas (control). lsaded quinto estadio fueron parasitadas
mediante la exposicidbn a una avispa hembra hastendgrse la ovoposicién del
parasitoide. En este ensayo se utilizaron esfeeaSaphadex A-25 esterilizadas en
etanol al 95%. Las esferas se tifieron en una solute rojo Congo al 0,1% con la
finalidad de ayudar en la recuperacion despuésadaykeccion (Lavine y Beckage,
1996). Una vez tefiidas, las esferas se secaron lhagxposicion de radiacion
ultravioleta dentro de una campana de seguridadiltify finalmente se resuspendieron
en bufer salino de fosfato 100 mM a pH 7,0 (PBs larvas fueron anestesiadas
colocandolas en hielo por espacio de 5 minutogeRoamente las esferas se inyectaron
en el hemocele a través de la linea dorsal utdi@gaima microjeringa Hamilton 7000.
Entre diez y quince esferas fueron inyectadasgwa) en un volumen total dgl3?BS
por cada inyecciéon. Cada grupo de larvas fueroectislas 3, 12 y 24 horas mas tarde,
para evaluar la encapsulacion y verificar la preisede parasitoides en el hemocele de
las larvas que habian sido parasitadas seis dfas da la inyeccion de esferas. Las
esferas se examinan bajo un microscopio estereigscépn una magnificacion de 50X
y se asigno una de las siguientes categorias enabasrespuesta de encapsulacion: (1)
esferas con una capsula transparente (Fig. 1Z27&sferas con células adheridas, pero
sin una capsula transparente (Fig. 12, B), (3)rasfenelanizadas (Fig. 12, C), y (4)
esferas encapsuladas sin células adheridas (Fid?)12a encapsulacion fue definida
en conjunto como la variacion entre un revestinmieodmpleto formado por una

delgada capa celular (encapsulacion débil), hastaravestimiento del 50-100%
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formado por una capa multicelular (encapsulaci@nt&). Suponemos que la medicion
de la avidez de la respuesta de los hemocitosguoefiejarse en el grosor de la cdpsula,
el cual fue medido utilizando un microscopio digéno-Lite (AN-413T, Taiwan). Si
las esferas mostraron alguna evidencia visibleadaplaricion de melanina sobre la
superficie o dentro de las capas de la cépsulacalssula fue registrada como

melanizada.

Fig.12. Microfotografia de esferas de Sephadex A-25 desfdaéla recuperacion a partir de
larvas de D. saccharalis mostrando diferentes niveles de encapsulacién: €&jeras
encapsuladas; (B) esferas con diferentes célularidas; (C) esferas melanizadas; (D)
esferas sin células adheridas. Scale bapn®0
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2.3.Purificacion e inyeccion de polidnavirus

El PDV fue purificado por filtracion a partir de anos disecados adultG.
flavipessegun la metodologia descrita por Beckegigal. (1994). Hembras adultas de 2
a 3 dias de edad fueron utilizados para obtendg@do del caliz. Las hembras se
colocaron en una solucion de etanol al 95% y desfue¥on colocadas en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml, el cual contenia PBS tdd a pH 7,0 (bufer de salino de
fosfatos) en hielo. El sistema reproductor de lspas hembra fue disectado con la
ayuda de un microscopio estereoscopico Olympus @t&mi-2000 y posteriormente
los ovarios se colocaron en un tubo de microceigmifque contiene una cantidad
definida de PBS en hielo. Una vez disectados 10@spde ovarios, estos fueron
homogeneizados usando una aguja de calibre 23.glaaslulas de veneno fueron
cuidadosamente excluidas de la preparacion dutamtiseccion. EL homogenizado de
la suspension de PDV se centrifugd 3 minutos a ¢500°C y después fue purificado
por filtracién usando un cartucho de 0,45 micrase(fdmenex, EE.UU.). El filtrado se
centrifugd durante 15 minutos a 15000g a 4 °C.dHepse resuspendié en PBS. Para
los experimentos del bioensayo, larvas no parastadel quinto estadio d©.
saccharalisfueron esterilizadas superficialmente con etahdD%o y se les inyecto 5uL
del PDV purificado (el equivalente a un ovario @eflavipe$. Se inyectaron 5uL de
PBS en las larvas control a través de la lineaatlarslizando una microjeringa
Hamilton estéril con aguja de calibre 30. Veinticadoras después de la inyeccian
vivodel PDV, a cada larva se les inyectaron 10 -1&rasfde Sephadex A-25, las cuales
fueron disectadas, con la finalidad de registraareteso de encapsulacion siguiendo el

mismo procedimiento descrito anteriormente.
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2.4. Ensayo de Nodulacion

Para determinar la formacion de los nédulos de kéos) larvas deD.
saccharalis del quinto estadio parasitadas y no parasitadasorfiu esterilizadas
superficialmente con etanol al 70% y mantenidaielo. Tanto a las larvas parasitadas
y las no parasitadas se les inyectaron 5uL de uspession de bacterias inactivadas
por calor (1x10 células deE. colilarva) utilizando una jeringa Hamilton estéril de
calibre 30 jeringa. Las larvas fueron mantenid28%C en una incubadora. El nimero
de ndodulos se contabilizo 24 h después de la inyectas larvas fueron disecadas
mediante la cavidad hemocélica. A continuacioreggstro la aparicion de nédulos con
melanina, el oscurecimiento del intestino, el sistagyraso y de los tabulos de Malpighi
bajo un microscopio estereoscoépico a 50 aumentmsnbtidulos con melanina presente
en la parte ventral del abdomen y el térax se contambién externamente a través de
la observacion de la cuticula transparente antés diseccion.
2.5. Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados utilizando dlsoe SPSS11.0.0 (SPSS Inc.,
2001). Los datos del grosor de la capsula, la nedeidn y la encapsulacién se
analizaron mediante un ANOVA simple; las diferescmtre los pares de tratamiento
se analizaron mediante la prueba de Rango Mulliel®uncan (DMR-test). El ensayo
de la nodulacion fue analizado por la prueba LSBadi Squared difference)
discriminado con error de tipo = 0.05. Medias @fges a un nivel de 0.05% se

consideraron significativamente diferentes.
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3. Resultados

3.1. Efecto de la parasitacion d€. flavipes sobre la capacidad de la inmunidad
celular.

En este estudio se analiz6 la capacidad del sistemane celular del hospedero
parasitado a través del proceso de encapsulacide fprmacién de nédulos de
hemocitos. La encapsulacién se anaiiz@ivo en larvas parasitadas y no parasitadas de
D. saccharalisen base a la observacion de capsulas blancasndecies formadas
alrededor de las esferas inyectadas y tambiénapprelsencia de esferas con depdésitos
de melanina, como se mostré en la figura 12. Camdoavanzo el tiempo de la
parasitacion, el porcentaje de esferas encapsusaoasnto y también el porcentaje de
capsulas con melanina también aumenté de formaugkadomo se observa en las
figuras 13y 14.

La respuesta de encapsulacion durante el primextp gia post-parasitacion
hacia las esferas de Sephadex A-25 siempre seorsipmjificativamente (P <0.05) en
relacién con larvas no parasitadas. Esto se puderadr independientemente de si las
esferas se mantuvieron en las larvas por espa@p & o 24 h, como se muestra en las
Figuras 13 A, B y C, respectivamente. No se obseivguna diferencia significativa en
el proceso de encapsulacion entre las larvasitstas 1 0 6 dias después alas 3 h
después de la inyeccién, sin embargo, el porcedwjesferas encapsuladas a los 12 y
24 h después de la inyeccion aumenté significaterdgeen las larvas al sexto dia post-
parasitacion en comparaciéon con las larvas de aidalpost-parasitadas (Figs. 13 A, B,
C). El porcentaje de esferas mostraron pocas séhdheridas a los 3 y 24 h después de
la inyeccidén incrementandose significativamentdasnlarvas parasitadas un dia 1y 6

en comparaciéon con larvas no parasitadas, sin gmpbao se encontraron diferencias
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significativas a las 12 h después de la inyeccidtodos los tratamientos (Figs. 13 A,

B, C)
100 - A 100 -
mEncapsulated beads m Encapsulated beads B
80 | a0 | N=7
N=7
N=3
60 N=7 N=4 60 I
GQ (l/i:l 0
40 - T 40 -
20 - 20 -
0 ! | | 0 | | |
1d ppo 6dppo  Unparasitized 1d ppo 6dppo  Unparesitized
100 m Encapsulated beads NT13 C
80 +
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%
40
20
0 1

1d ppo 6d ppo Unparasitized

Fig. 13. Efecto de la parasitacion sobre la respuesta dapsuol@cion de larvas db.
saccharalisa esperas de Sephadex A-25. 10-15 esferas fuemninyiectadas a cada larva, y
10 esferas fueron recuperadas para evaluar la ®rleajpn. La grafica de barras representa los
porcentajes promedio (de n larvas) * error estarmars= ovoposicién post-parasitacion (A).
Las esferas fueron recuperadas (por disecciorgsliauivas después de 3 horas. (B) Las esferas
fueron recuperadas 12 horas después. (C) Las effier@n recuperadas después de 24 h.
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Fig. 14. Efecto de la parasitacion sobre el grosor de lgswda (A) y la
melanizacion (B) de las esferas cubiertas de Seph&d25 después de un
periodo de incubaciéon (3, 12, o 24 h) en la heneodel larvas del quinto del
quinto instar deD. saccharalis (A) La grafica de barras representa el espesor
promedio + error estandar de las capsulas alreddeldas n esferas d las N
larvas. (B) La grafica de barras muestra el pogjergromedio (£ error estandar)
de las esferas (de n larvas) que presentaron rnatadmn asociada.

Los espesores de las cépsulas fueron variablegun@d de ellos eran mas
gruesas que el diametro de las esferas de Seph@dewsamente, el grosor de la

capsula no vario significativamente en el periodéndubacionn vivo (P> 0.05), ni los
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grupos de tratamiento (P 0.05) (Fig. 14 A). Hubo algunas esferas asociados
melanizacion menos 3 horas después de las inyescem las larvas de los parasitos y
el control (P> 0.05) (Fig. 13 B). Sin embargo, el porcentaje skeras que muestran
melanizacion a las 12 y 24 horas después de lagcdipnes se redujo
significativamente (P <0.05) durante los dias 1 ¢i& ppo en comparacion con las
larvas parasitadas (Fig. 14 B). También el porgerda esferas melanizadas aumenté
significativamente durante el dia 6 ppo en companacon las larvas de un dia de ppo.
a las 24 h después de la inyeccion.

Las larvas que fueron inyectadas con PDV purifisgdar filtracién 24 h antes
qgue las esferas mostraron una reduccion signii@atn la respuesta de encapsulaciéon

en relacion con las larvas control inyectadas sofobufer PBS (P <0.05) (Fig. 15).

100 m Encapsulated beads
E Beads with adherent cells
80 | OBeads with no adherent cells
60 +
40
20 +
0 1
Unparasitized lwasp eq.

Fig. 15. Efecto del PDV purificado por filtracion sobre laspuesta de
encapsulacion hacia esferas de Sephadex.A-25 s ldel quinto instar db.
saccharalis Las larvas recibieron el equivalente (eq.) adfiufiltrado del caliz
de una avispa. Veinticuatro horas después, cada lacibieron de 10-15 esferas,
las cuales fueron recuperadas después de 24 hcdbatcion. La grafica de
barras representa el porcentaje promedio (de adagverror estandar.
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Las larvas parasitadas p@. flavipes mostraron una menor formacién de
nddulos en comparacion con las larvas no parasiti€lg. 16). ErD. saccharalis las
larvas no parasitadas formaron un promedio de 2316dulos durante la respuesta a la
infeccién bacteriana, mientras que las larvas flades presentaron un promedio de

111.5 n6dulos (Fig. 16).
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Fig. 16 Efecto de la parasitacidh flavipessobre la formacién de nédulos Bn
saccharalisen respuesta a la infeccion con la bacteria nogpaioa E. coli
(5x1¢ bacterias/larva).Cada medicién se realiz6 empleat@ réplicas. Las
claves NP y P representas a las larvas no parasitad parasitadas,
respectivamente. Las barras de error representdashdacion estandar. Letras
diferentes debajo de las barras de error nos indécdiferencia significativa con
un a=0.05 (prueba LSD).

4. Discusiones

La parasitacion de las larvas de lepidépteros meslicel empleo de
endoparasitoides generalmente se asocia con lasstiprde la inmunidad celular y
humoral del insecto hospedero (Glatzal, 2004). La parasitacion p@otesia spp
induce una inmunosupresion del hospedero en vagpscies de insectos (Schmidt,
2007; Amayaet al, 2005;. Schmidt, 2005, Bae y Kim, 2004). Este dist®evalud los
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efectos de la parasitacion @Ge flavipesen relacién a la respuesta inmune celulabde
saccharalisen términos de dos reacciones asociadas a egtests. la encapsulacion y
la formacion de nodulos de hemocitos. La encapgulags la principal reaccién celular
del huésped frente a los insectos endoparasitoaterp se ilustra en los insectos
hospederos no permisivos en los que los hemociies y se dispersan a través del
parasitoide en desarrollo para formar una cubidetaarias capas de células (Strand y
Pech, 1995b). En la encapsulacion hemocitica, téagocélulas granulares y los
plasmatocitos son requeridos para la formaciérmagpsula (Pech y Strand, 1996). Las
células granulares son los primeros hemocitos einsaural blanco externo, y
posteriormente se unen los plasmatocitos a la paipaaria constituida de células
granulares. Finalmente, otra capa de células gaeeriforman la capa mas externa y en
ese momento la capsula deja de crecer en tamafice{@4h 2004;. Pech y Strand,
1996). En nuestros resultados hubo una fuerte catu@n el porcentaje de esferas
encapsuladas y el nimero de nédulos formados darles parasitadas en comparacion
con las larvas no parasitadas. Curiosamente, Iggeld@eros muestran una recuperacion
de la capacidad de encapsulamiento hemocitica d2ag 24 horas después de la
inyeccion de esferas a los 6 dias ppo en comparaco las del dia 1 ppo, como se
deduce del analisis de las Figuras 13 A, B, y G bmcanismos responsables de la
supresion de la encapsulaciéon ha sido estudiadanechos sistema parasitoide/
hospedero (lbrahim y Kim, 2006; Het al 2003; Lavine y Beckage, 1996; Pech y
Strand, 1996). Se ha demostrado que los PDVs medidgas alteraciones de la
fisiologia del hospedero (Beckage, 1993), uno dedoales es la inmunosupresion
(Lavine y Beckage, 1995; Strand y Pech, 1995ageb}jual no sélo protege a los
huevecillos del parasitoide del proceso de encapi&ul , sino que también impide una

respuesta del huésped a otros blancos bidticosidtials que normalmente los
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encapsulan o nodulan (Strand y Noda, 1991; Daviédngon, 1988; Davie®t al,
1987;. Guzo y Stoltz, 1987; Tanaka, 1987; Stoltdyzo, 1986; Vinson, 1974). En
Cotesia kariyaijos huevecillos pueden ser protegidos de la réaabe encapsulacion a
través de una proteina de inmuno-evasiva del ovarilificada en el genoma de la
avispa (Tanakat al, 2002). El veneno de la glandula es otro fagtorunosupresor, el
cual actia de manera individual €@otesia melanosceléStoltz et al, 1988) o de
manera sinérgica e@otesia glomeratugKitano, 1986), aunque su efecto puede ser
prescindible enCampoletis sonorensiprobablemente debido a la estructura de los
genes compartidos con los PDVs (Webb y Summer€))189r otra parte, varios genes
del polidnavirus se sugieren estan implicado esufaresion de la encapsulacion, tras el
primer informe de Edsoet al (1981). Ibrahim y Kim, (2006) clasifica estos gen
candidatos en dos grupos en funcion de la esteaiegibitorias para manipular la
adhesividad de los hemocitos durante el procesendapsulacion. Uno de ellos es
interrumpir el reordenamiento del citoesqueletommadrcomo respuesta a la infeccion
ocasionada por los patdgenos, como lo sugierereMg®/1.1 deC. sonorensigLi y
Webb, 1994) y el gen CrV1 deotesia rubeculgAsgariet al, 1996). El otro es el de
impedir la interaccién funcional entre el recepterlos hemocitos y el ligando externo
deprimiendo la expresion inducible de una selecdérintegrinas del tipo Ay B o
mediante la formacién de una barrera fisica, pdee@ la Glcl.8 del bracovirus
Microplitis demolitor (Beck y Strand, 2005; Lavine y Strand, 2003). Hrestro
experimento se encontrd que la supresion de laiestgp de encapsulacion de las esferas
Sephadex fue inducida por la inyeccibn de PDVs a&amvabk no parasitadab.
saccharalis(Fig. 5), lo que sugiere que el efecto es medjmioel virus. Lavine y
Beckage (1996) encontraron que los cambios morifmd8ge inmunosupresores de los

hemocitos fueron imitados por la inyeccion de pwMrus de C. congregata
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purificados por filtracion en larvas parasitadadvdesexta indicando la mediacion viral
de estos cambios. La expresion temporal de alggeogs los PDVs (Harwood y
Beckage, 1994; Harwooet al 1994) se correlaciona con el patron observad@asn
anomalias morfolégicas y la inmunosupresién dehkrsocitos, 1o que sugiere que la
inmunosupresion es el resultado de la transcripgidrmduccion de los genes de los
PDVs (Lavine Beckage, 1996).

En presencia de los efectos de pre-acondicionamigatlos polidnavirus, asi
como de otros factores normalmente presentes drofedadores parasitado, como las
proteinas de ovario, el veneno, y teratocitos,ldagas de 1 dia ppo mostraron una
respuesta clara encapsulaciéon reducida hacia fesagsn relacion con las larvas del
dia 6 ppo [Figs. 13 (A, B, C)]. Las larvas de 1 diéappo mostraron un bajo nimero de
hemocitos con morfologia normal (datos no publisydyg estas larvas ademas son a
veces capaces de encapsular un pequefio numerdedis ey cuando esto ocurrié las
capsulas fueron el mismo grosor que las capsuleseptadas en larvas parasitadas
posterior al dia 6 y en las larvas no parasitattaso se muestra en la Figura 14 A. Por
lo tanto, las larvas recién parasitadas probabl@ameantienen una pequefia poblacién
de hemocitos funcionales.

Nuestros resultados indican que hubo una recuperaasi total de la respuesta
del hospedero hacia las esferas de Sephadex A-25 &rvas del dia 6 ppo, ya que los
parasitoides en desarrollo no fueron encapsulddodne y Beckage (1996) indicod que
a las 24 horas después de la parasitacion, laaslateM. sextaparasitadas po€.
congregata mostraron una fuerte supresion de la respuesemcipsulacion hacia las
esferas de Sephadex A-25; y a los 8 dias ppo tadreia de encapsulacién de las
esferas inyectadas ya no se distingue diferenganal en comparacion a lo que

observado en las larvas no parasitadas. Ross y [1880) también observd una
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recuperacion de la capacidadMesextarespuesta haclaseudomonas aeruginogeE.

coli alos 10 dias ppo. Sin embargo, el nivel de reagp@n nunca alcanzo niveles de
control elevados. Por lo tanto, la respuesta innde®s hospederos puede permanecer
parcialmente deteriorada a pesar de la recuperaeg@igunas capacidades, como por
ejemplo en la encapsulacion de las esferas. El mtonmsggnificativo en el nimero de
esferas que mostraron algunas células adherentéss darvas parasitadas puede ser
ilustrado en los resultados obtenidos por Lavirgegkage (1996). Ellos encontraron
gue el parasitismo de. congregataprovocé alteraciones morfolégicas radicales en lo
hemocitos déMlanduca sextajue se correlacionaron con la reduccion en lacidpa
para encapsular las esferas. Estas alteracion@yencel agrupamiento, la pérdida de
adherencia, y la vesiculacion, que probablemente Iss manifestaciones de la
incapacidad de los hemocitos para responder a ligetos que normalmente son
encapsulados.

La reduccion del nivel de melanizacién defensiwdadhemolinfa en el huésped
parasitado se ha visto acompafado por una activigddcida de la actividad
fenoloxidasa (Lavine y Beckage, 1995). El porcentsignificativamente menor de
esferas que muestran melanizacion en las larvasurdedia ppo (Fig. 14 B),
probablemente fue una consecuencia de baja camtedadferas encapsuladas, ya que la
melanizacion no se produjo en ausencia de la eunleaién, o que sugiere que la
melanizacion de cuerpos extrafios requiere hemaaitheidos. Se ha mencionado que
el PDV deC. sonorensiguega un papel importante en el bloqueo de medaitin del
plasma y en el comportamiento de propagaciongladmocitos del hospedero (Shelby
et al, 2000; Luckhart y Webb, 1996).

5. Conclusion
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En resumen, este estudio muestra queasiiamo deC. flavipessuprime
las reacciones inmunes celulares durante el prodesencapsulacion y nodulacién.
Aunque los hospederos muestran una recuperacida eapacidad de encapsulacion
hemocitica en el transcurso de parasitismo durehtdia 6 ppo, esta nunca llega

recuperarse a los niveles de las larvas control.
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Capitulo 3: Desarrollo de la avispa Braconidae
Cotesia flavipes en dos cambridos estrechamente
relacionados, Diatraea saccharalis y Eoreuma

loftini: evidencia de la inmunosupresion del

hospedero.
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Resumen

Cotesia flavipeses un importante endoparasitoide larval gregagovdrias
larvas del barrenadoras del tallo de importanc@n@mica como el barrenador de la
cafia de azUcaRiatraea saccharalisEoreuma loftini,una plaga de la cafia de azucar y
el arroz en Texas fue estudiada para comparar especto aD. saccharalisel
desarrollo deC. flavipes Se evaludn vivo el efecto de la parasitacion gor flavipesen
la respuesta de encapsulaciéon mediante el usdetagsge Sephadex A-25, tanto@n
saccharaliscomo erE. loftini. Los resultados indicaron que el parasitoide sardell6
con éxito en las larvas d& saccharalis Curiosamente, las larvas Be loftini fueron
parasitados con facilidad por el parasito@ldlavipes pero ninguna larvas de la avispa
pudieron desarrollarse en el hospedero. Los hués&del parasitoide se concentraron
por la accién de los hemocitos del hospedero gjrfiente no lograron sobrevivir ni el
hospedero ni el parasitoide. El destino de dedarrdé las larvas dee. loftini
parasitadas en relacion al proceso de encapsulemfaa variable. Finalmente la
mayoria de las larvas se quedaron como larvas udetogestadio, mientras que unos
pocos se desarrollaron con normalidad a la fageuda. En el experimenta vivo se
observd una reduccion significativa en el porcentdg granos encapsulados en las
larvas de parasitos en ambas maquinas. Sin embargmrcentaje de esferas que
muestran melanizacién disminuy6 significativamesrtelas larvas de parasitos Bn
saccharalisy no difieren significativamente en parasitado®\parasitados larvas &e
loftini. Nuestros resultados mostraron duesaccharalises un huésped adecuado para
C. flavipesmientras quée. loftini no lo fue. En este estudio pudimos apreciar qe do
lepiddpteros barrenadores del tallo taxonGmicamesteanos, con un comportamiento
y ecolégicamente muy semejantes difieren en suctdguh para encapsular una especie
parasitoide.
Palabras Clave: Diatraea saccharalis, barrenador mexicano del arroz,

Encapsulacion, parasitismo, Polidnavirus, hospederpermisivo y no permisivo.
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1. Introduccion

La posibilidad de un endoparasitoide para desarsdldepende de la idoneidad
fisiol6gica del huésped y de la capacidad del eadmitoide para desmontar la
respuesta inmune del hospedero contra las espiesiasoras (Godfray, 1994). La
encapsulacién de huevecillos y larvas del parastpor parte de los hemocitos de un
hospedero no permisivo es el principal mecanisnhdarede defensa utilizado por las
larvas del lepidoptero cuando son invadidos poroparhsitoides (Lackie, 1988;
Rowley y Ratcliffe, 1981). La encapsulacion implelaeconocimiento por parte de los
hemocitos, una posterior contratacion de mas hdosogila adhesion de los mismos
sobre la superficie del invasor, lo cual a la lamegulta en la formacién de una capsula
multicelular que mata a los parasitoides (Ibrahikim, 2006; Caiet al, 2004; Pech y
Strand, 1996). Por otro lado, muchos endoparassgoidyectan varios factores en el
huésped durante la ovoposicién, incluyendo el venéas proteinas del ovario, los
teratocitos (que son liberadas de la serosa deetabrana del huevo en la trama), las
particulas similares a virus y los polidnavirusghacer que el estado fisiologico de los
huéspedes sea el adecuado para el desarrollo @elitpale (Pruissjerst al, 2009;
Pennacchio y Strand, 2006). Estos factores suprimeespuesta inmune celular y el
crecimiento de hospedero, asegurando de esta mgnerao crezca demasiado para
qgue la progenie del parasitoide pueda consumirégin los nutrientes necesario para
su desarrollo (Pennacchio y Strand, 2006; SuzUkinaka, 2006).

Asi, los hospederos parasitados dejan disponilddest los requerimientos
necesarios, suprimiendo los factores inmunes ystie manera ayudando a que los
parasitoides se desarrollan y emergen con éxitentnais que los hospederos alargan su
estadio como larvas. Sin embargo, en especies dpetieros no permisivos, los

parasitoides son encapsulados por hemocitos ynfer@e no sobreviven ni el
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hospedero ni el parasitoide (Rodriguez- Pé&tzal 2005;. Beckageet al, 2003;.
Beckage y Tan, 2002; Lovalkt al, 2002)..

Los lepidépteros barrenadores del tallo de la fanfyralidae, Noctuidae y
Crambidae son plagas de diversos cultivos en muelggenes del mundo (Smidt al.,
1993). Los hospederos de lepidépteros estudiadob Zigtraea saccharalis(F.) y
Eoreuma loftini(Dyar) son comunmente de plagas de los cultivasebador de la cafia
y el barrenador del arroz a la mexicana, respeuntvde. En América del Norte, el
barrenador de la cafa y el barrenador del arroz dsm plagas de importancia
econdmica de la cafia de azlcar, arroz, sorgo y endias Estados Unidos de América
y México (Showler y Castro, 2010; Reay-Jomé¢sal, 2008;. 2007a, b; 2005; 2003).
Estas dos especies estdn estrechamente relaciotzaaesdmica y ecoldgicamente,
comparten muchas de las mismas plantas hospedamtesbles y silvestres, y
también presentan similitudes en el comportamidetalimentacién (Reay-Jonesal,
2007).

Las larvas de la avispas endoparasitoides pertartesi al complejo del Viejo
Mundo de Cotesia flavipesse utilizan como agentes de control biolégico de
barrenadores del tallo que atacan a una gran waariéd cultivos en el Nuevo Mundo,
comoDiatraea saccharalis, D. grandiosella, Ostrinia nialis y Chilo spp.(Alleyne y
Wiedenmann, 2001a, b, Ngi-Song, 1995;. Ngi-Satgal 1995). Cotesia flavipes
Cameron fue elegido como el agente de control giotdcandidato para controlar el
barrenador de la cafia debido a su histérico éxitmpmmrtancia en el control de los
barrenadores del tallo en Asia y Africa (Overtailial, 1994a, b). Debido a que dos o
mas especies de barrenadores del tallo a menud@oaimultdneamente en el campo
es importante determinar el rango de hospeder@s tlavipesantes de su lanzamiento,

especialmente para los hospederos que son cemesds un punto de vista ecolégico y
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de comportamiento similar. En el presente estudioparasitoideC. flavipes se
establece y mantiene en las larvas del barrenadta cafia. A continuacion, probamos
el destino de dos especies estrechamente relaemniadvas d®. saccharalisy E.
loftini parasitadas pdE. flavipes Ademas, se analiaa vivo el efecto de la parasitacion
por C. flavipesen la respuesta de encapsulacion de ambas esparsesstudios sobre
la respuesta inmune presentada por los hosped#essde la liberacion de un agente de
control biolégico ayudardn a comprender cémo w@tilidos enemigos naturales
potenciales, lo que facilitard la implementacion ekos enemigos naturales para

emplearse en el control biologico.

2. Material y Métodos
2.1. Cria de Insectos

Larvas deD. saccharalisy E. loftini fueron mantenidas en una dieta artificial
bajo una temperatura de 28° C y un fotoperiodo & ID8. Se empleé una dieta
artificial especifica para barrenadores del tafioducto N °© F9775B, Bioserv, Inc.,
EE.UU.) siguiendo el método utilizado por Rodrigirezet al (2005). Brevemente,
el contenido de la dieta (200 g de dieta/litrojrszclé con una solucién de agar-agar al
2% en una licuadora a una velocidad alta. La dietavertida rapidamente en vasos de
plastico o cajas de Petri y se dejo solidificaemperatura ambiente durante al menos
una hora. La dieta fue almacenada a 4 °C hastegeaerida para la alimentacion de las
larvas. Antes de la infestacion de la dieta conldags, la superficie de la dieta fue
estriada o escoriada con la ayuda de una aguja.

Para generar las colonia de palomillas adultaB.dgaccharalisy E. loftini, las
pupas fueron colectadas diariamente y se coload@ntro de recipientes de vidrio o de

plastico. Una copa plastica pequefia se llend cducisa de sacarosa al 10% y
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posteriormente se coloc6 una torunda de algodéniadinalidad de llevar a cabo la
alimentacion de las polillas adultas emergidas.daaedes de los recipientes de plastico
o cristal que contenian la colonia de adultos fuengbiertas con una bolsa de plastico
como sustrato para la puesta de huevecillo®.deaccharalis mientras que para los
adultos dekE. loftini se colocaron bloques de tirillas de papel de isipreunidas, las
cuales fueron sujetadas en la pared interior delec@dor como lo describe Legaspi
al. (1997), ya que los adultos por lo general pomsnhiuevecillos entre las capas de
tejido de las hojas secas, cerca de la base dlntaplLas masas de huevecillos se
recogieron diariamente y se incubaron en placaede & cuyo interior se coloc6 un
pequefio bloque de dieta meridica. Una vez que &sasnde huevecillos se tornaron
oscuras fueron trasladadas a una caja de Petdietafresca. Los huevos eclosionaron
a los 1-2 dias después y las larvas neonatasigedin directamente a la superficie de
la dieta para iniciar su alimentacion. Las larvasmatas se transfirieron a placas de
Petri con dieta fresca colocando alrededor de adaneonatas por placa, evitando con
ello el hacinamiento larvario y favoreciendo finalme el obtener pupas sanas. Las
pupas fueron colectadas y se colocaron en contezgedte cristal para facilitar la
formacion de la colonia de adulto los cuales llewaa cabo la obtencién de una nueva
generacion, a través de la ovipostura de la nuegepie.
2.2. Colonia deC. flavipes y Parasitacion del hospedero

Larvas del tercer o sexto instar @& saccharalisfueron utilizadas para
mantener la colonia de. flavipes Para realizar la parasitacién cada larva fueiesta
de forma individual a una avisa hembra de 1-3 déasdad, con la finalidad de asegurar
gue las hembras del parasitoide se aparearan yragenpa parasitacion exitosa.
Después de realizar la parasitacion mediante lpostira del parasitoide hembra, las

larvas deD. saccharalisfueron trasladadas a placas de Petri con dietaanlas larvas
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parasitadas fueron transferidas a dieta fresca dafladias hasta que las avispas
emergieron y se formaron capullos de pupas jurélarva hospedero. Las larvas del
parasitoide emergieron del barrenador de la cafezdear, y las larvas del hospedero
no sobrevivieron finalmente al pasar al periodolal@upacion. Los capullos de las
avispas parasitoide fueron colectados y trasladadeos tubo de falcén de 50 ml
conteniendo una torunda de algodén humeda ente ipéerior, y 4 lineas finas de miel
en la pared interna para facilitar la alimentaaérios parasitoides adultos. Los tubos se
mantuvieron en una incubadora bajo las mismas cmmdis ambientales antes
mencionadas. Después de la emergencia, los adgltpsrasitoide se mezclaron en una
proporcion de cinco machos y cinco hembras, corfidalidad de permitir el
apareamiento durante 24 horas y luego las hemhrasorf utilizadas para la
parasitacion de las larvas del barrenador. Despgeié&s4 dias, los parasitoides adultos
fueron trasladados a un nuevo tubo de centrifuga alimento fresco. Todas las
soluciones, la cristaleria y el material plastictilizados en este estudio fueron
esterilizados.
2.3. Parasitacion de larvas d&oreuma loftini

Larvas deE. loftini fueron parasitadas de la misma manera se menciond
anteriormente parB. saccharalis Se produjo una ovoposicidén exitosa@leflavipes
pero los huevo€. flavipesse concentraron siempre en larvagdoftini. Se verifico si
la incapacidad de desarrollo @e flavipesse debi6é a una reaccion de encapsulacion. A
un lote de 60 hembras @ flavipesse le permitié poner huevos una vez en la larva de
quinto estadio dé&. loftini. Treinta larvas fueron disectadas, después deocd&ts de
la parasitacion y las otras treinta larvas fuerseaadas ocho dias después de la
parasitacion para comprobar la encapsulacion. Enestperimento, el destino de las

150 y 140 larvas no parasitadas y parasitadas asp@ente fue monitoreado
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diariamente durante 30 dias para observar losmsagale los trastornos del desarrollo.
Los huevos fueron considerados encapsulados cuengdoodujeron descendencia en el
hospedero parasitado. En este caso, el hospedexsitpdo se encontré todavia en la
etapa larvaria después de 30 dias, cuando lasvabisres se dieron por concluidas. La
mortalidad de los ejemplares parasitados se régetr los hospederos por causas
desconocidas antes de los 30 dias.
2.4. Ensayo de Encapsulacion

Para medirin vivo las respuestas de la encapsulacién de ambas espsei
utilizaron esferas de Sephadex A-25 siguiendo elod®é utilizado por Lavine y
Beckage, (1996). Para ello, las esferas fueronrilesadas en alcohol al 95%, y
posteriormente fueron tefiidas con una soluciérofieaongo al 0,1% con la finalidad
de ayudar en la recuperacion después de la inyeccas esferas tefiidas se secaron
bajo luz ultravioleta en una campana de cultivdld® laminar, y finalmente fueron
resuspendidas en un bufer salino de fosfatos (PBE®) mM de buffer de fosfatos a pH
7.0). Para el ensayo, tanto las larvas de quintaspgadas, como las no parasitadas
fueron esterilizadas superficialmente en etanol7@% vy posteriormente fueron
anestesiadas en el hielo durante cinco minutoss atgela inyeccion de esferas. Se
inyectaron entre 10 y 15 esferas a través de é¢a Iflorsal del hemocele utilizando una
microjeringa Hamilton 7000. Las esferas se examir@o un microscopio
estereoscopico a 50 aumentos y se registré la sulegpn. Se considerd que las
esferas estaban encapsuladas si mostraron una@eidie depositos de melanina en la
capsula de hemocitos o entre las capas de la edpsuorocitos.
2.5. Ensayo de la fenoloxidasa

Las larvas de quinto estadio Be saccharalisy E. loftini se dividieron en dos

grupos al momento de recolectar la hemolinfa, Bh@r grupo estuvo constituido por
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las larvas parasitadas y el segundo por las largagarasitadas (control). Las larvas
fueron esterilizadas en etanol al 70% y se mamtowidurante cinco minutos en hielo
con la finalidad de anestesiar las larvas antesod@r las patas proleg de la parte
abdominal y realizar la recoleccion de la hemolinfa actividad de la hemolinfa
fenoloxidasa se midié segun el método descritoBaw y Kim, 2004. La mezcla de
reaccion para medir la actividad fenoloxidasa aiitside 5ul de hemolinfa y 2 ul de
laminarina (50 mg/ul), la cual se incubd a tempeeatambiente. Después de diez
minutos, a la mezcla de reaccion se le afiadi6 90@esustrato (10 mM de L-3,4
dihidroxifenilalanina (DOPA) (Sigma, EE.UU.) en PBS absorbancia se midi6é a 490
nm cada 5 minutos durante una hora.
2.6. Andlisis estadistico

Todos los datos se expresaron como la media * esthndar (SE). Estos datos
representaron el nimero de esferas encapsuladadepositos de melanina para cada
especie. Los datos de la actividad fenoloxidashtiempo de desarrollo se analizaron
mediante la prueba de la t de Student, con laifiadlde comparar los efectos entre los
grupos parasitados y no parasitados. La mortalidacE. loftini se expresé en
porcentaje. Los andlisis estadisticos se realizatdizando el Excel de Microsoft

Office (version 2007).

3. Resultados

3.1. Destino de las larvas parasitadas d& saccharalisy E. loftini por C. flavipes
CuandaoD. saccharalisfue parasitada pdC. flavipes los huevos del parasitoide

comenzaron su desarrollo después de la parasitquada eclosionar después de 3-4

dias de la oviposicion del parasitoide. Todas dagak deD. saccharalisdel tercer y

sexto estadio permanecieron en el mismo instamipendo el desarrollado de los
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parasitoides emergido con éxito después de 10 pids$- parasitacion bajo las

condiciones ambientales mencionadas anteriorméntag 1).

Tabla 1. Destino de las larvas @& saccharalisy E. loftini parasitadas pdt. flavipes

No (%) No. (%)No. de (%)No. Pupas
Hospedero Estado d ' parasitoides larvas Pupas Normales
e larvas 1
producidas muertas muertas (%)
. No
D. saccharalis  parasitado 145 - 8 (5.5) 4(27)  133(91.7)
Parasitado 150 150 (100) 150 (100) - -
No
E. loftini parasitado 150 - 10 (5.8) 5(1.6) 135 (92.5)
Parasitado 140 0 115 (82.1) 5(3.5) 20 (14.2)

Por otro lado, las larvas del tercer instaEd®oftini fueron parasitadas pQx.
flavipes, ;1 embargo, los parasitoides de las larvas hospeder esta especie no
emergieron, independientemente del estadio al miodsn la parasitacion (datos no
mostrados). La Tabla 1 muestra que la mayoriasibdspederos de. loftini murieron
durante la fase larval y aunque algunos alcanZasastadios de prepupa y pupa, ni el
hospedero ni el parasitoide sobrevivieron. La digec de los hospederos muertos
revel6 que los huevecillos dé. flavipesfueron encapsulados y destruidos por los
hemocitos dé. loftini y ninguna larva del parasitoide se observé en midcele de las
larvas de hospedero incluso después de ocho dida deoposicion. Los huevos
encapsulados dé. flavipespresentaron una apariencia mas transparente C@sho®
estaban agrupados. Observaciones personales imglieaalgunas de las larvas de los
huevecillos encapsulados He loftini eran mucho mas grandes en comparacion con las
larvas no parasitadas de la misma edad cronoldgica.

3.2. Duracién del desarrollo larvario enk. loftini parasitada
Se encontr6 una diferencia en el nimero de diagqun las larvas se

desarrollaron desde el quinto instar a la fase wmpen las larvas parasitadas y las
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larvas no parasitadas &eloftini. EI numero de dias promedio transcurrido en el gsie |
larvas parasitadas del quinto estadio pasarorfaséade pupa fue de 22.6 £+ 1.5 dias (n
= 20 larvas). En contraste en las larvas no padsst la duracion de este periodo
(quinto estadio de pupa) fue significativamente one2.8 £ 0.1 dias (n = 135) (t =
15.7, gl = 153, p <0.0001). Este retraso en algataafase de pupa, se debe
posiblemente a los efectos inhibitorios del paisaad sobre el desarrollo del
hospedero. Sin embargo, nuestras observacionesdeamlas larvas parasitadasede
loftini no sobreviven a después del proceso de la paniasita
3.3. Efecto del parasitismo sobre la encapsulacion

La encapsulacion llevada a cabo por los hemocéateterminé con base en la
observacion de una capsula blanca de hemocitosaftanalrededor de las esferas
inyectadas, como se myestra en la Figura 17. lfasassfueron clasificadas en base a la
respuesta de encapsulacion hemocitica que cordiediferentes niveles: (1) Esferas
con encapsulacion débil; (2) Esferas con encapsuldigerte; (3) Esferas melanizadas;
y (4) esferas sin encapsular. La encapsulaciorefiei@ en conjunto variable de una
cobertura parcial conformada por hemocitos, pudieset esta una encapsulacion débil

(Fig. 17 A), o una capsula con una cobertura del@ conformada por una capa

multicelular (encapsulamiento fuerte, Figs. 17 8)y

Fig. 17.Microfotografia de las esferas de Sephadex A-2puies de su recuperacion a partir de
larvas deD. saccharalisy E. loftini mostrando un sistema de escalas para la encagsulég)
Esferas con encapsulacion débil; (B y C) Esferas encapsulacion fuerte; (D) Esferas
melanizadas; y (E) esferas sin encapsular. Scal®&®am.

85



El porcentaje de esferas encapsuladas y la readeiémelanizacion se presentan
en la Figuras 18 y 19 respectivamente. Se obsewneaegte porcentaje se redujo
significativamente veinticuatro horas después deinlgeccion de las esferas de
Sephadex A-25 en larvas del quinto estadiddesaccharalis(t = 4.84, gl = 25, = P
<0.0001), presentandose un 63% de esferas encdpsida las larvas parasitadas en

relacion un 90% de las esferas encapsuladas eadasten las larvas no parasitadas.
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Fig. 18. Respuestan vivo de la Encapsulacion de esferas de Sephadex A-25
inyectadas en larvas parasitadas (P) y no parasi{&tp) deD. saccharaligA) y

E. loftini (B). Cada larva recibi6é de 10-15 esferas, y solamehtgelellas fueron
recuperadas para la evaluar el proceso de encejgsulaos experimentos fueron
repetidos 8 y 13 veces paE loftini y D. saccharalis respectivamente. Las
barras de la grafica representan el porcentaje gutmmt ES. Letras diferentes
arriba de las barras de error indican la existedi@adiferencia significativa
(Prueba de la T de Student, P < 0.05).
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Fig. 19. Reaccién de melanizacion de las esferas encapsuladalarvas
parasitadas y no parasitadasidesaccharaligA) y E. loftini (B). Las barras de la
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gréfica representan el porcentaje promedio + ESesdferas mostrado una
melanizacion asociada. Letras diferentes debajlagidarras de error indica una
diferencia significativa (Prueba T de Student, ®G5).

Por otra parte, las larvas parasitadas Ble saccharalis mostraron una
disminucién significativa (t = 3.05, gl = 25, = P.8053) en el porcentaje de esferas
melanizadas en relacion con el control (Fig. 19&). el caso dée. loftini no hubo
diferencias significativas en el porcentaje de rasfenelanizada encontradas entre los
ejemplares parasitados y no parasitados (Fig. 1@ B)1.43, gl = 14, P = 0.17), asi
también en relacion al porcentaje de esferas depsntadas se observd una reduccion
significativa (t = 6.96, gl = 14, = P <0.0001) ems llarvas parasitadas (25%) en
comparacion con larvas no parasitadas (82%) (BB).1Estos resultados sugieren que
el parasitismo d€. flavipes inhibi6 la capacidad de encapsulacién de hens¢titoto
enD. saccharaliscomo erE loftini.

3.4. Efecto del Parasitismo sobre la actividad Fetaxidasa

El efecto del parasitismo de. flavipessobre la actividad fenoloxidasa de la
hemolinfa total en larvas parasitadas y no padastaleD. saccharalisy E. loftini se
determiné in vitro. Como se muestra en la figura @8spués de seis dias de la
parasitacion, las larvas parasitadas e saccharalis presentaron una actividad
significativamente menor que en las no parasitafimsembargo, hubo poca diferencia
en la actividad fenoloxidasa en los ejemplaresgu@a@os y no parasitados Heloftini.
Estos resultados indican que la reduccion de lamwdcion presentada en la hemolinfa
de las larvas parasitadas podria haber sido dehida falta de activaciéon de

fenoloxidasa o debido a la ausencia de un susiptipiado en la hemolinfa.
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Fig. 20.Efecto de la parasitacion p@r. flavipessobre la actividad fenoloxidasa
deD. saccharali(A) y E. loftini (B). Larvas del 4 instar fueron parasitadas por
C. flavipes.La hemolinfa fue colectada a los 6 dias post-p@eén, y la
absorbancia fue medida a 490 nm cada 5 min duw@dora. Cada medicion se
realizé por triplicado. NP y P representa larvasparasitadas y parasitadas,
respectivamente. Letras diferentes arriba de lasadale error nos indica la
existencia de una diferencia significativa. (Pru€lzie Student, P < 0.05).

4. Discusién

El parasitismo de las larvas de los lepidopteroQmbesia sppgeneralmente se
asocia con la supresién de la inmunidad celularusndral del insecto hospedero
(Schmidt, 2007; Amayaet al 2005; Bae y Kim, 2004). La superfamilia
Ichneumonoidea, en donde se localiza la familiac@nadae se ha estudiado
extensamente en esta area (Strand y Pech, 199%a}. [iarasitoides han desarrollado
una increible variedad de mecanismos para manigalarespuesta inmune y el
desarrollo de sus hospederos. Los polidnavirus @D#® veneno, las proteinas del
ovario y los teratocitos son los factores reguladauniversales utilizados una gran
diversidad de endoparasitoides para crear un enfaxorable para el desarrollo de su
progenie (Schmidt, 2007).

Los factores inmunosupresores empleados por I@sipaides probablemente

ayuden a determinar su rango de hospedero. Ratiente Cuiet al. (2000) mostraron
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que el rango de hospederos del parasitoide ichnedmdampoletis sonorensis
(Cameron) esta determinada por el establecimiemtia éghfeccién con el polidnavirus
en el hospedero permisivo, y no por la presenciaroieinas de ovario, ya que en todos
los estudios realizados (en hospederos permisivoso ypermisivos) inhiben la
encapsulacién en las primeras etapas de encapsul@@ii et al, 2000). Del mismo
modo, la capacidad d& congregatgara desarrollarse dentro de las diferentes especie
de insectos esfingidos parece estar relacionaddacsimtesis de proteinas especificas
del parasitismo (Harwoocdet al, 1998). Estas proteinas son probablemente los
productos génicos de los polidnavirus, ya que tdmie sintetizan cuando las larvas
son inyectadas con virus purificado (Harwood y Begk 1994).

En D. saccharalisel cual es el hospedero permisivo @etesia flavipeslos
factores inmunosupresores iniciales derivados damlagitoide parecen funcionar
eficientemente. La progenie del parasitoide evidiéspuesta inmune del huésped. Los
estudios de los diferentes sistemas de hospedamasifpide han demostrado que
después de cuatro a seis horas de la parasitdaiGnayoria de los hemocitos del
insecto permisivo llegan a ser infectados por éidpavirus, y los productos de los
genes virales empiezan a expresarse €Cal 2000; Lavine y Beckage, 1996; Luckhart
y Webb, 1996), tras lo cual el papel inmunosupreskargo plazo de los polidnavirus
comienza. Los mecanismos responsables de la stiprdsi la encapsulacion se han
estudiado en muchos sistemas parasitoide-hospéitbeatim y Kim, 2006; Huet al,
2003; Lavine y Beckage, 1996; Pech y Strand, 1996a,

Los estudios mas recientes realizados por LaviBegkage (1995, 1996) y
Amaya et al (2005) demostraron que una de las principalesemuencias de la
infeccién con el bracovirus deotesia congregatéCcBYV) en los hemocitos dé. sexta

parasitadas pd€. congregataes la induccién de la apoptosis de los hemociasto

89



los plasmatocitos, como los granulocitos parecesevafectados. La encapsulacion no
puede ser llevada a cabo por estas células apasold que permite que el parasitoide
se desarrolle, al evadir de esta respuesta inmune.

La melanizacién de la hemolinfa de las larvas feesamente inhibida en el
hospedero permisiv®. saccharalis mientras que no se vio afectadaEenloftini, el
hospedero no permisivo. La reduccion del nivel déamizacion de la hemolinfa en el
huésped parasitado se ha visto acompafiado por ctdidad reducida de la
fenoloxidasa (Lavine y Beckage, 1995). Se ha memcio que el PDV d€. sonorensis
juega un papel importante en el bloqueo de la nelaidn del plasma del hospedero y
en el comportamiento de la propagacion de los hgasoShelbyet al, 2000;. Luckhart
y Webb, 1996). Los polidnavirus inducen una dismién de la melanizacion de la
hemolinfa tanto originado por los bracovirus conoo ighnovirus (Beckaget al, 1990,
1987; Stoltz y Cook, 1983). Los resultados mostsaatpui muestran que se lleva a cabo
una inhibicién de la melanizacién en el hospederonsivo, mientras que el hospedero
no permisivo no se ve afectado. La inhibicion denklanizacion puede no beneficiar
directamente a los huevos o larvas del parasitomeencapsulados, sino mas bien
indirectamente, apoyando de esta manera el ddesadel parasitoides mediante la
inhibicion de la respuesta inmune humoral y mejasada persistencia del virus.

Como se mencion6 anteriormente, uno de los pritespanciones fisioldgicas
de los parasitoides asociados a braco e ichnogsusuprimir la respuesta inmune del
huésped, ya sea alterando el comportamiento dehssde hemocitos y la adhesividad
(Beck y Strand, 2005, 2003, Lavine y Strand, 2088gari et al, 1997, 1996) o
mediante la induccién de la apoptosis de las c®luafectando la movilizacion de las
células de tal manera que no se dé una respuestivafde encapsulacion (Amaga

al, 2005; Teramoto y Tanaka, 2004; Pech y Strand, ;2D80ine y Beckage, 1996,
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1995, Strand y Pech, 1995b). Rodriguez-Pétedl, (2005) sugiere que después de la
parasitacion deM. sextapor C. flavipes los bracovirus fueron incapaces de inducir
alteraciones en los hemocitos que se requieren gatar la encapsulacion de esta
especie, y que la potencia viral probable se reducdl. sexta el hospedero no
permisivo de este parasitoide. En base a ellojeses® que los bracovirus d@otesia
flavipesno se unen a los receptores virales en la supgedeclos hemocitos dd. sexta

0 no pueden entrar a través de los poros nucleareknucleo (Stoltz, 1993; de Burén y
Beckage, 1992). Como se mencion6 anteriormente, fairtor responsable de este
fendmeno podria ser el fracaso de la expresiorosiggénes de los PDVs en un alto
nivel en los hemocitos infectados Klle sextaa pesar de que el virus entre con éxito en
el citoplasma y nucleo de las células.

Muchos de los ejemplares de la progenie del pardsison encapsulados En
loftini durante la fase de huevecillo y larva, blogueathel@sta manera el desarrollo de
los parasitoides (Tabla 2). Varios estudios hantrads que distintos factores estan
relacionados con el bloqueo del desarrollo de lasagitoides como los es la
encapsulacién del parasitoide o la falla en la gamaia del insecto (Beckags al,
2003; Beckage y Tan, 2002; Lovakt al, 2002; Harwoockt al, 1998). En el presente
estudio se pudo apreciar que ninguna larva dekpaide pudo emerger de las larvas de
E. loftini, y ademas se pudo evidenciar que los huevecilms encapsulados
rapidamente después de la parasitacion. DushayckaBe (1993) demostraron que la
dosis minima del CcBV necesaria para interrumpilesarrollo del hospedero era un
menor mil veces que la necesaria para suprimiistdraa inmune mismo hospedero y

prevenir la encapsulacion del parasitoide.
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5. Conclusiones
En resumen, nuestros resultados mostraron Quesaccharalis es

verdaderamente un hospedero mas adecuaddCpdiavipespermitiendo el desarrollo
del parasitoide y la emergencia con éxito, mieng@sE. loftini fue un hospedero no
apto para el parasitoide, ya que los huevecillok p#rasitoide siempre fueron
encapsulados y no sobrevivieron. Este estudio dngli dos lepiddpteros barrenadores
del tallo de la cafia de azucar, los cuales sonnéamixa y ecolégicamente muy
similares difieren en su capacidad para encapsularespecie parasitoide. Mediante la
comprension de la respuesta de encapsulacién psdeerocapaz de hacer mejores
predicciones acerca de la gama de huéspedes despraie parasitoide antes de su

lanzamiento como un agente de control bioldgico.
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Capitulo 4: Efecto del parasitismo deCotesia
flavipes sobre el crecimiento y la eficiencia

metabodlica deDiatraea saccharalis
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Resumen

El parasitismo de larvaBiatraea saccharalispor el endoparasitoid€otesia
flavipesgenera en una reduccién en la cantidad de alimmoriseumido por las larvas
del hospedero. Después de parasitacion de lassldevajuinto estadio, las larvas mas
fuertemente parasitadas crecieron mas en comparaoi® aquellos que contenian un
menor niumero de parasitoides debido a un aumernpesiteen seco de los parasitoides.
Las diferencias en la masa hospedero parecen slegpués de la ovoposicion. Un
aumento dependiente de la dosis del peso en setohaspedero parece
nutricionalmente beneficioso para los parasitoides desarrollo. La eficiencia de
conversion de alimento ingerido y digerido a masaparal y la digestibilidad
aproximada de la dieta ingerida por el insecto édsp se redujo significativamente en
los hospedadores parasitados. El efecto del parasitsobre la capacidad de las larvas
de D. saccharalisde utilizar los alimentos ingeridos se redujo f@neente por el
parasitismo. Las larvas parasitadas no lograneartinya mayor parte de la comida en
biomasa corporal como lo presentaron las larvaparasitadas. El desarrollo de los
parasitoides en presencia de varios competidoresrqe hasta un 50% menos que los
gue se desarrollaron en larvas con un numero nomparasitoides, aunque el peso de
los hembras adultas de los parasitoides no variaoon el tamafio del numero de
parasitoides. La relacion de namero de parasitoaesrgidos y los no emergidos
disminuyé a medida que el numero de parasitoidesniayor, con pocos 0 ningun
parasitoides emergidos cuando el hospedero cuanidovh fue parasitada fuertemente
con mas de 100 parasitoides.

Palabras Clave: Parasitismo, Eficiencia metabdlicaparasitoide gregario,Diatraea

saccharalis, Cotesia flavipes
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1. Introduccién

Las larvas de los endoparasitoides alteran el rarento y el desarrollo de su
hospedero con la finalidad de satisfacer sus rag@ss nutricionales. Los hospederos
parasitados por especies koinobiontes siguen aekeiey desarrollandose incluso
después de la parasitacion (Gauld, 1988). Sin egobagn muchas especies, el
crecimiento de los ejemplares parasitados se inAidamoet al, 1997; Tanakat al,
1992; Beckage y Riddiford, 1983). Como resultads,larvas parasitoides presentan el
riesgo de tener menos recursos nutrimentales didpsrpara apoyar su crecimiento y
desarrollo. Se cree que los parasitoides regulfisitdogia del hospedero para obtener
en un nivel maximo los nutrientes necesarios pac#itar el desarrollo de su progenie.
De igual manera se ha reportado que los parasstai@ementan los procesos de
digestibilidad aproximada (AD) para obtener mamaiitos, a pesar de que disminuye
el consumo de alimentos (FC), la eficiencia de egsign del alimento digerido (ECD)
en biomasa del ejemplar parasitado y la tasa agnento (Alleyne y Beckage, 1997;
Thompson, 1993; Bentz y Barbosa, 1990; ThompsaR2d)0 La interaccion nutricional
entre el hospedero y el endoparasitoide relaciomatael crecimiento y desarrollo
deben ser analizados en la mayoria de las espaueparasitoides (Thompson, 1993,
1983). Las diferencias en las estrategias entrpdaasitoides solitarios y gregarios son
que el endoparasitoides gregario compite pordosrsos disponibles con los demas,
asi como también con el huésped, sin embargo,ngpei@ncia del parasitoide solitario

es solo con el insecto hospedero.

El parasitismo de la avispa Braconid@etesia flavipesaltera la fisiologia del
barrenador de la cafBjatraea saccharalis/ produce cambios bioquimicos a nivel de
las proteinas, carbohidratos y lipidos de la hemely la grasa corporal (Salvador y

Consoli, 2007). También la inmunidad celular y humhalel insecto hospedero es
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suprimida y las larvas parasitadas muestran ure ssceptibilidad aBacillus
thuringiensisfMahmoudet al, 2011). Sin embargo, relativamente pocos estisidsgan
centrado en los efectos de tamafio del numero desipmdes relacionandolo con el
crecimiento y el metabolismo de los insectos hospmey] particularmente en aquellas
especies koinobiontes las cuales contintan cregigndesarrollandose después de la
parasitacion. Los datos presentados en este dotmrsendescriben los efectos del
tamafio del nUmero de parasitoidegiddesia flavipesobre el crecimiento, el consumo
de alimentos y la eficiencia metabdlica despuédadparasitacion de las larvas de

Diatraea saccharalis

2. Material y Métodos

2.1. Cria de insectos

El establecimiento de las crias se siguid tomamdmétodologia descrita en el

capitulo 2.

2.2. Estudio del crecimiento y del tamafio de la magle parasitoides

Para examinar los efectos del parasitismo en elnsiento del insecto hospedero,
se pesaron tanto las larvas parasitadas como lparasitadas cada 24 h en una balanza
analitica (Denver Instruments. Mod. PI-314, resdloee 0.0001g). Los ejemplares
parasitados fueron monitoreados hasta una vez rpaelse la emergencia de
parasitoides, mientras que los individuos no pedss fueron monitoreados hasta una
vez iniciada la etapa de pupacion.

El nimero surgido de parasitoides @eflavipesse fue registrando hasta una vez
finalizada la emergencia de larvas para pupar. ¢asiones, si los parasitoides son
alterados antes de la formacion del capullo, Iasataven afectadas y se interrumpe el

proceso de pupacion, por lo tanto las avispas gparpn como las que interrumpieron
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este proceso, fueron contabilizadas y se registdate. Posteriormente, el hospedero
fue disectado para determinar el nUmero de paidsgaue no pudieron emerger del
hemocele del insecto. La suma de los parasitoidesgedos como los no emergidos
fue representado como el nimero total de parasgadergidos (Godfray, 1994).

2.3. Determinacion del peso seco

Los individuos parasitados fueron pesados cadaoc?dshempleando una balanza
analitica, justo hasta el momento en observarseathacion del peso del insecto, lo
gue generalmente ocurre un dia antes de la eméngdmdas avispas. Para obtener el
peso seco de los hospederos, los parasitoidesnfdesecados del hemocele. Las larvas
fueron disectadas en una placa de Petri pre-pe$adaial poseia en la parte superior
un disco de papel filtro (Whatman # 1) para disnnita pérdida de hemolinfa. Las
larvas del parasitoide de cada huésped se colocaotme el papel filtro y
posteriormente se transfieren a las cajas de pretpesadas. Para obtener el peso seco,
cada insecto hospedero y sus respectivos parastealsecaron hasta peso constante en
un horno de tiro forzado a 50 °C y finalmente edg&ie registrado. Los hospederos
fueron secados durante 10 dias hasta que el pesargevo estabilizado dentro del
rango de + 0.01 g, mientras que los parasitoidesaron durante aproximadamente 5
dias hasta que su peso se estabilizo dentro dg e+ 0.001 g
2.4. Medicién del consumo de alimentos y la eficieia de su utilizacién.

La técnica gravimétrica de Waldauer (1968) sezdtipara determinar la cantidad de
alimento consumido, las heces producidas y la gamade biomasa. Larvas no
parasitadas del cuarto o quinto estadio fuerondasseada 24 h hasta que justo antes de
pasar al estadio de pupa, mientras que los indigidearasitados los pesos fueron
registrados hasta una vez que los parasitoidegyearan. Las larvas fueron alimentadas

con dieta fresca la cual fue proveida diariamemtec@pas plasticas de 1 onza. El
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alimento no ingerido al final del periodo de 24dwfue secado en un horno de tiro
forzado bajo las condiciones descritas anteriorelehbs parasitoides sin emerger
fueron disectados de los hospederos y finalmemte@ifucontabilizados con la finalidad
de determinar el tamafio de la nidada de los paidsitSe realizaron disecciones en
placas de Petri las cuales contenian un disco g filro Whatman No 1 previamente
pesado, luego las larvas del parasitoide fueramacisisamente secadas en el papel filtro
y trasladadas en una placa Petri para registrgzesdb seco final. Las larvas del
hospedero se secaron en una estufa de tiro foraa&® °C) hasta obtener un peso
constante (aproximadamente al décimo dia una vezbpeso fue estabilizado dentro
del margen de + 0.005 g). Un grupo de controlagieals en el dia 1 del cuarto estadio
fue pesado y secado en el horno de tiro forzadaiesigo el protocolo descrito
previamente, con la finalidad de estimar el paiejennicial de peso seco de las larvas
experimentales. Las heces de las larvas parasitsglagecolectaron y se pesaron
diariamente. Después las heces de cada larva fseoadas en el horno de tiro forzado
hasta obtener un peso constante. Al final del éxerto, la totalidad de heces se
combinaron y se pesaron de manera conjunta duebptgiodo experimental (alrededor
de 9 dias) hasta que el peso de la masa totas detes se mantuvo estabilizado dentro
del margen de + 0.005 g.
Con los registros anteriores, se calcularon lasiesiges indices:
(1) El indice de consumo (IG, representa el rango relativo del alimento fresco
ingerido en relacion al peso promedio del insectwawte un periodo de
alimentacion (Waldauer, 1968) el cual fue calculagkando la siguiente

ecuacion:
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Donde F representa el peso freso de la dieta oadayuBA el promedio aritmético
del peso corporal durante periodo experimental BAmatBstarf2) ¥ T es el
periodo de alimentacién en dias.

(2) El Rango relativo de crecimiento (CR fue calculado empleando la ecuacion

siguiente:

G

CR=
(BA)T

Donde G representa la ganancia en peso del inderate un periodo de tiempo.

(3) La eficiencia de conversion del alimento ingerido anasa corporal (ECI),
representa la habilidad de la larva a utilizar ¢enicla ingerida, la cual es
calculada mediante el uso de la siguiente ecuacion:

dw ganado

ECI=( ) x 100
dw comida ingerida

donde dw= peso seco

(4) La eficiencia de la conversion de la comida digerada masa corporal (ECD)
fue calculada de la siguiente manera:
dw ganado

ECD = ( ) x 100
dw comida ingerida- dw heces
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(5) La digestibilidad aproximada (DA) el tamafio de la masa de parasitoides fue
calculado de la siguiente manera:
dw comida ingerida — dw heces

AD = ( ) x 100
dw comida ingerida

Todos los pesos fueron medidos en gramos.

2.5. Determinacion del tiempo de desarrollo de ldarvas y registro del peso de los
parasitoides adultos.

Para determinar como el tamafo del tamafio de Edaide parasitoides afecta el
tiempo de desarrollo de los parasitoides en el dues, 10 larvas def®Gnstar fueron
parasitadas. Las larvas fueron pesadas diarianpamte determinar el peso maximo
alcanzado por el hospedero, de igual manera laafgchora en que los parasitoides
emergieron también fueron registrados. Todos losasgaides que formaron
exitosamente el capullo fueron recogidos y se talen registros de los parasitoides
adultos eclosionados. Todas las avispas que ermamngi@e un hospedero fueron
colectadas y secadas en un horno de tiro forzaBo°Q) hasta obtener un peso
constante. Debido al tamafio pequefio de las aviepts fueron agrupadas de 10 en 10
ejemplares. Si se utiliz6 mas de 10 ejemplares fmraar un grupo, el peso total
registrado fue dividido entre el nUmero de ejengdgrara estimar el peso individual.

2.6. Analisis Estadistico

Se realizaron analisis de varianza simples o devimgara evaluar la diferencia
significativa para los indices de Waldauer exigtenitre las larvas parasitadas y las no
parasitadas. Los contrastes de las diferenciag éwdr pares de tratamientos fueron
examinadas mediante la prueba F de Scheff's (284)1 Para evaluar el efecto relativo

del tamafio de la nidada, se realizaron andlisieglesion. El nivel de significancia fue
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del 95% @ = 0.05) para todas las comparaciones. Los calculeson elaborados

usando el software Microsoft Excel 2010.

3. Resultados
3.1.Crecimiento de las larvas del ' instar de D. saccharalis después de la
parasitacion.

Larvas individuales del instar L4-L5 parasitadaseémlia O después de la muda
fueron dejadas por 24 horas. Las larvas de losspaides emergieron en el quinto o
sexto dia de los ejemplares del sexto estadioieElpb total requerido para qu&
flavipesse desarrollara desde el estadio de huevecilla Basemergencia fue 10.9 dias
(Figura 21). Hubo poca diferencia en relacion atésss de crecimiento de las larvas
parasitadas y no parasitadas del quinto estadio,después de muda del sexto estadio
los parasitados empezaron a ganar peso notableméstpor dia (Fig. 21). Después de
la emergencia de las avispas se detuvo desarmlioskcto hospedero y finalmente las
larvas murieron, esto posiblemente debido a urexaaibn del sistema endocrino o
neuroendocrino combinado con la falta de alimeatahdamoet al, 1997; Beckage y
Riddiford, 1982a). El peso promedio de larvas ptadas durante la emergencia (102
mg = 37) fue superior que los pesos medios alcarszpdr larvas no parasitadas (97 mg

+ 31).
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Fig. 21. Peso promedio diario (xES) de larvas d&i6% instar deD.
saccharalisno parasitadas (n=40) y parasitadas (n=39) fuexpuestas
a la ovoposicion de hembras @e flavipes Las larvas fueron pesadas
diariamente hasta que las larvas no parasitadas fijgaron o hasta
que se presento la emergencia de las larvas deslaaa en las larvas
parasitadas.

Sin embargo, a pesar del efecto global inhibitod® parasitismo sobre el
crecimiento del hospedero, los pesos de los indbddmas fuertemente parasitados
fueron mayores en relacién a los parasitoides pienées de nidadas de tamafio menor

como se ve en la figura. 22 (coeficiente de cociéta= 0.7354, P <0.001)
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Fig. 22. Correlacion del peso de las larvasilesaccharalis(n=32) y el tamafio
de la nidada de los parasitoides (avispas emergidas emerger). Las larvas
fueron expuestas a 1-4 oviposturas de la hembr&.d#favipes Esta figura
muestra los pesos maximos del complejo parasitoddgedero 1 dia previo a la
emergencia de larvas graficadas en funcion del ftamdel nuimero de
parasitoides. Los individuos que recibieron pasa#in mdultiple alcanzaron
pesos mayores que las larvas con menor numerordsitpades (coeficiente de
correlacion = 0.7352).

Conforme el namero de parasitoides presentes fugomnal porcentaje de
parasitoides que emergieron con éxito disminuymage observa en la Figura 23A.
Cuando el tamafio de la nidada de los parasitoidedéuentre 40 y 70 ejemplares se
presentd una relacidon positiva entre el tamafi@dedada de parasitoides y el nUmero
de parasitoides emergidos (Figura 23.B). Los datostraron que al parecer hay una
cantidad maxima de carga de alrededor de 100 avidps cuales son capaces de
emerger con éxito, independientemente del numer@atasitoides que atacan al

hospedero del quinto estadio (Fig. 23B).
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Fig. 23. Porcentaje del numero total de avispas emergidaS. d&vipesen
funcién del tamafio del nimero de Parasitoides gasisemergidas y sin
emerger). (A) El porcentaje de parasitoides exitesdge emergidos disminuyo
con el incremento del tamafio del namero de paidefd®’ = 0.8442). (B) El
namero de parasitoides emergidos exitosamentelacioeados con el tamafio
del nimero de parasitoide®R* € 0.5901).

En general, el nimero promedio de parasitoidesequergieron fue de 27 + 13. De
manera general fue observado que cuando una Darsaccharaliscontenia alrededor
de 130 parasitoides alcanzaba un peso de 151 mamente 5 parasitoides lograban

emerger. Las disecciones revelaron que la gran r@agle las larvas que no emergieron
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estaban viables, no estaban encapsuladas, y hatddorado al segundo o tercer
estadio; considerando esto se aprecié que no hafrimmas evidentes de anomalias.
3.2. Correlacion de la tamafio del hospedero y el mero de parasitoides

La emergencia de parasitoides se llevd a cabo wutemperiodo de dos dias y fue
precedido siempre por la pérdida de peso de lopedesos 1 o 2 dias antes de la
emergencia de los parasitoides, lo que indica dueorsumo de alimentos por el
hospedero habia terminado. Para determinar sritalacion positiva entre el tamafio de
la nidada de los parasitoides y el peso maximoadpddero refleja un aumento de la
biomasa en la mayoria de las larvas mas fuertenmntasitadas, el peso seco fue
obtenido para los individuos parasitados una vezestios alcanzaron un peso maximo;
el cual generalmente se presenté un dia antes degerros parasitoides o cuando el
hospedero empezaba a perder peso. Tanto el pesedbaiel complejo hospedero-
parasitoide y del hospedero solo) (R2 = 0.7354,0034, fig. 24A) y el peso seco
(representado por el peso del hospedero solo) (RS5411, P <0.001, Figura. 24B)

fueron positivamente correlacionados con el tantkgila ovipostura del parasitoide.
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Fig. 24.Peso final del complejo parasitoide hospederdagdd en funcion del
tamafo del nimero de parasitoides. Las larvd3.dmccharalis(n=32) fueron
parasitadas y los ejemplares@eflavipesfueron obtenidos por diseccion de los
hospederos en los dias en que la perdida en pésoosieedero empezé a
disminuir y las larvas dejaron de alimentarse. dasos fueron analizados
usando regresion lineal. (A) Los pesos en fresdocdeplejo hospedero-
parasitoide y el peso en fresco del hospedero fiugraficados en funcion del
tamafio del nimero de parasitoidB$<0.7354 y 0.5411, respectivament()

El peso seco de las larvas hospedero fueron gdaican funcion del tamafio
del nimero de parasitoide$¥£0.553). Los pesos fueron correlacionados
positivamente con el tamafio del nimero de pardsioianto en el complejo
(A) y el hospedero (B) conforme los parasitoidesienas grandes.
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El peso en seco de los parasitoides individuaksiduyd a medida que aumentaba
el tamafio de la ovipostura del parasitoide (Fig. R6s datos mostrados en la figura.

25 corresponden a los pesos de las larvas deigsay

0.1

0.08 + 3 .

R2=0.8522
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Fig. 25. Correlacion negativa (d&=0.8522)del peso seco de los parasitoides
individuales con relacién al incremento del nimel® parasitoides. Los
hospederos fueron parasitados y una vez que los pescomplejo parasitoide-
hospedero empezaron a decrecer se extrajeron tasitpales del hospedero
mediante diseccion. El peso seco del grupo de datiealos parasitoides fue
registrado y posteriormente fue dividido entrelehero de ejemplares contados
con la finalidad de estimar el peso individual.

3.3. Rango de consumo alimenticio y crecimiento debspedero

Los datos de los diferentes indices de consumousstnan en la Tabla 2. El indice
de consumo (IC), basado en el peso fresco deilograbs ingeridos y los insectos, es
una medida de la respuesta funcional de la condulictenticia (Waldauer, 1964). Las
larvas no parasitadas consumen mucho mas alimeettog individuos parasitados por
cada gramo de peso corporal (Tabla 2) y la taseret@miento relativo (GR) para las
larvas parasitadas fue mayor en comparacion ahgléatvas parasitadas (Tabla 2). El

efecto del parasitismo sobre la capacidad de lasdapara utilizar el alimento
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consumido también fue evidente durante varios déspués de la ovoposicidon. Los
valores de la digestibilidad aproximada (AD) masé&reen la Tabla 2 para larvas
parasitadas del quinto estadio fueron significatigate menores que el valor de AD
reportado para larvas no parasitadas sugiere wsmirdicion de la capacidad para
digerir los alimentos. La menor eficiencia de cosi@ de alimento ingerido a masa
corporal (ECI) y la eficiencia de conversion dahanto digerido a masa corporal
(ECD) en las larvas del quinto estadio parasitpda€. flavipesreflejan la incapacidad

de las larvas para ganar peso. Estos datos muegteata cantidad total de alimento
consumido por las larvas parasitadas @orflavipesfemenino fue significativamente

menor que la cantidad consumida por las larvasanasgadas.

Tabla 2. Valores promedio de los indices de Waldauer ddalass no parasitadas (n=32) y
parasitadas db. saccharalign=32). Ejemplares sin parasitar tuvieron altdsres de Cl, GR,

ECIly ECD en comparacion de los ejemplares pacdasita

indice de Waldauer No parasitadas (n=32) Parasitadas (n=32
indice de Consumo (IC) 0.44 a 0.20b
Rango de(g;;nmlento relativo 1277 a 908b
Digestibilidad Aproximada (AD 39.14% a 27.69b
Eficiencia de conversion del
alimento digerido a masa corpora| 28.57 a 19.70 b
(ECD)
Eficiencia de conversion del 1243 a
alimento ingerido a masa corpora ' 545b
(ECI) 1

Letras diferentes al lado de los valores promettican diferencias significativas.

4. Discusion
La alteracion del crecimiento del hospedeacagitado se puede observar en
gran variedad de especies animales (Phares, 186it)yendo algunos insectos (Kumar

y Ballal, 1992; Strand, 1989). En algunas espedes insectos atacados por

108



endoparasitoides gregarios, logran una mayor misd én comparacion con los
insectos que han sido parasitados ligeramentejddigce indicar que el crecimiento de
hospedero puede ser manipulado por los parasitp@l@scompensar la competencia y
con ello optimizar la transferencia de nutrientés descendencia de las avispas (Tanak
et al, 1992). Al aumentar el tamafio del hospedero dusehte parasitados, los
parasitoides por lo tanto aumentan el potencialrdeimiento y los adultos llegan a ser
de mayor tamafio (Smith y Smilowitz. 1976). Sin ergbaotras variables, tales como
el tamafio de hospedero al momento de la ovopositaémbién influyen en la tasa de
desarrollo y tamafio final de los parasitoides qoergeran (Godfray, 1994). Los
resultados de esta serie de experimentos demostgue la alimentacion y el
crecimiento de las larvas de cuarto instar deleo@dor de la can&). saccharalisse
inhibié después de la parasitaci@h flavipes Beckage y Riddiford (1982) demostraron
gue el crecimiento de larvas d& sextaparasitadas po€. congregatay larvas no
parasitadas se lleva a cabo a la misma velocidath led inicio del cuarto estadio,
tiempo en el cual las larvas no parasitadas comemza ganar mas peso por dia en
comparacion de como lo hicieron los ejemplaresgitados davl. sexta Aqui no se
observaron diferencias significativas en las tadascrecimiento entre las larvas
parasitadas y no parasitadas hasta el quinto estagesar de que la muda de estadio se
retras6. Bentz y Barbosa (1990) reportaron resodtadimilares en ejemplares
parasitados del tercer estadioMlesexta.Sin embargo, tras la parasitacion de las larvas
de quinto estadio, el hospedero muestra una indibiel crecimiento casi inmediato
en relacién con las larvas no parasitadas (Beckagaldifor, 1983). En base a ello
podemos apreciar que las tasas de crecimientossdbolspederos presentan algo de
plasticidad, influenciado no sélo por su etapaddsarrollo en la que se presenta la

parasitacion inicial, sino también por la formaare muchos de los parasitoides se
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desarrollan dentro del hospedero. La tasa de canglaralimentos (Cl) y la tasa de
crecimiento (GR) fueron significativamente mayorss los ejemplares parasitados
(Tabla 2), el descenso drastico en la tasa de noiemio visto en parasitadds.
saccharalisparece ser atribuido a la disminucién en el comsdemalimentos durante el
quinto estadio; estos resultados son similares aekultados reportados por Adaeto
al. (1997) en larvas dd. sextaparasitadas pdt. congregata

La relacién hospedero-parasitoide implica claramanmt escenario mas complejo
gue la competencia entre el hospedero y sus padestpor los nutrientes (Thompson,
1982a). El metabolismo energético del hospederoeaudo cambia dramaticamente
después de la parasitacion, lo cual es indicatevi@adnfluencia de parasitoides sobre la
tasa de consumo y la eficiencia de utilizacion de alimentos por parte de sus
hospederos (Thompson, 1993). El parasitismo deb fadlediador de la cdlrichoplusia
ni por Hyposoter exiguaesaumenta la eficiencia de asimilacion del hospedero
(Thompson, 1982b); por otro lado, Slansky (1978)oetré que las larvas deieris
rapaeparasitadas pdCotesia glomeratincrementaron la masa total de més rapido que
las larvas no parasitadas. A pesar de que lasslal®lahospedero se alimentan menos,
ellas aumentaron de peso mas rapidamente porqueetlbolismo de las larvas
parasitadas fue 21% menor, lo que acelera el aondmpeso. Cloutier y Mackauer
(1979) de manera parecida encontraron este compertto en el pulgén del guisante
Acyrthosiphon smithal observar que estos se alimentaban mas rapidemas que la
asimilacion de nutrientes fue mas eficiente qusipulgones no parasitados.

Pocos estudios han abordado como el tamafio depastwra de parasitoides afecta
el crecimiento del hospedero y la eficiencia meiab6a nivel fisioldgico vy
mecanisticamente. El superparasitismddepisumparasitado poA. smithiaumenta la

eficiencia de la utilizacion de la energia por @atel hospedero (Cloutier y Mackauer,

110



1980). Del mismo modo, la biomasa del gusano corm@eudaletia separatase
correlaciona positivamente con el nimero de huwsaeCotesia kariyaidepositados
en el hemocele y con el peso total de los pardsisoén desarrollo dentro del hospedero
(Sato y Tanaka, 1984).

El parasitismo puede dar lugar a mas cambios bitiqgaé complejos que en dltima
instancia, estimula en el hospedero a crecer npadora través del metabolismo de la
grasa corporal (Haunderland y Shirk, 1995) u ofem$ores. Tendencias similares se
observaron para el sistema Beeudaletia separata-Cotesia kariy@ianakaet al,
1992) en la que los hospederos fuertemente patasitarecian mas rapido sin el
correspondiente efecto del incremento en el consilenalimentos o de la eficiencia de
utilizacion de los alimentos. En el presente estuldis parasitoides en desarrollo sobre
hospederos fuertemente parasitados les tomo unrpéasale tiempo en emerger, como
se puede apreciar en la figura 22, se podria piregee la ampliacion del periodo de
alimentacion, incluso podria haber deberse a eepesmitiria a que un mayor nimero
de parasitoides puedan emerger. La comparacionsdearametros de la eficiencia de
conversion del alimento digerido a biomasa y laeslidpilidad aproximada entre las
larvas de no parasitadas y las parasitadas salwad® en muchas especies (Alleyne y
Beckage, 1997; Thompson, 1983). La reduccion eratdidad de alimento consumido
en las larvas parasitadas como se demuestra aqul @senos parcialmente a
consecuencia de la inoculacibn de material dekersiat reproductor de la hembra
parasitoide durante la ovoposicion. La inyeccioh ftledo del céliz (PDV), de la
glandula de veneno, o una mezcla de los dos fue®mesponsables de reducir la
cantidad de alimento consumido por las larvakl dgrescengGuillot y Vinson, 1972).
Nakamatsutet al (2001) mostré que el PDV y el veneno extraidcCdéesia kariyai

aumentaba la digestibilidad aproximada y disminlayeficiencia de conversiéon del
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alimento digerido a biomasa d?seudaletia separataPor otra parte, Hegaat al
(2005) encontré una disminucion significativa erc@hsumo de alimentos, el peso de
las heces expulsadas y el aumento del pesS§padoptera littoraliscuando se les
inyectd el liquido del calix y el veneno del paraisie Microplitis rufiventris
Curiosamente, Alleyne y Beckage (1997) mostraranlgleficiencia de conversion del
alimento ingerido y digerido y la digestibilidad rapimada enManduca sexta
parasitada po€. congregatano vario significativamente con el tamafio de lgostura

del parasitoide. Las larvas #i& sextafuertemente parasitadas se observlo que crecen
fuertemente sin el correspondiente efecto en edwon de alimentos o en la eficiencia

de la utilizaciéon de los alimentos.

5. Conclusiones

El parasitismo de |€. flavipes afecta el desarrollo en las larvas De
saccharalis causando una disminucién en la ganancia de pesb gonsumo de
alimento, lo que resulta en una ganancia menorpdsb final de los ejemplares
parasitados. Parametros como la digestibilidad #fidencia de la conversiéon de los

alimentos digeridos en los ejemplares parasitaatobien fueron mas bajos.
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Capitulo 5: Efecto del parasitismo deCotesia
flavipes sobre la susceptibilidad de las larvas de
Diatraea saccharalis a la infeccion bacteriana

causada porBacillusthuringiensis
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Resumen

Los huevecillos y las larvas del Braconid#&otesia flavipesno fueron
encapsulados en el hemocele de su hospedero halidiatraea saccharalis Los
experimentos se realizaron para evaluar la respustune antibacterial de las larvas
de D. saccharalisparasitadas por este endoparasitoide gregarierddifes cepas d&
thuringiensistales como la HD73, HD125, HD133, HD-55B#1154 fueron utilizadas
durante este estudio. Las larvas recién eclosienagta alimentaron sobre dos
concentraciones dgt (50 mgBt/ml y 500 mgBtml) y la mortalidad larvaria se calculd
después de 7 dias. Los porcentajes de mortalidadgdosis de 50 mg/ml dieta fueron
de 9.6, 10.2, 11.8, 72.4 y 84.8 para las cepas Hi[35133, HD125, HD73 ¥Bt-1154,
respectivamente. Mientras que a la dosis de E0BVml dieta los porcentajes de
mortalidad fueron de 14.6, 27.9, 36.3, 94.6 y QiaBa las cepas HD551, HD125,
HD133, HD73 yBt-1154, respectivamente. Se seleccioné la cepa h@a#Bdeterminar
la susceptibilidad de las larvas parasitadas yarasitadas d®. saccharalis Larvas
del quinto estadio fueron parasitadas @oflavipes y tanto las larvas parasitadas como
las no parasitadas fueron alimentadas con una chetaminada con las cepas HD-73,
HD 551 y HD-133 a una dosis de 500 mg/ml de die¢s larvas parasitadas @e
saccharalismostraron una mayor sensibilidad a la cepa HD#/8oenparacion con las
larvas no parasitadas y el porcentaje de mortalidadde 92 y 70 para las larvas
parasitadas y no parasitadas respectivamente. Hstdtados sugieren que la
parasitacion por parte de las avispas aumenta $aeptibilidad a los agentes
entomopatdégenos debido a la inmunosupresion depedeso, por los que los
polidnavirus y el veneno de los ovarios puede jugapapel importante en el aumento
de la susceptibilidad.

Palabras Clave: Susceptibilidad, Bacillus thuringiensis, entomopatogeno,

polidnavirus, parasitismo, Cotesia flavipes, Diatraea saccharalis
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1. Introduccién

El éxito inicial de la reproduccion de los parasiodepende principalmente de la
fecundidad de la hembra, la disponibilidad de uéshad adecuado, y la capacidad de la
hembra para encontrar al insecto hospedero (Rr884)). Después de la ovoposicién, la
supervivencia de huevos y larvas del parasitoidedeterminada en parte por la
susceptibilidad a las defensas celulares y hunsrdéd insecto hospedero (Ross y
Dunn, 1989). La mayoria de las veces se presentérecuencia una encapsulacion de
los huevecillos del parasitoide himendptero policacce los hemocitos una vez que
son ovopositados en la cavidad hemocélica del dgpélo hospedero no habitual. Sin
embargo, en el hemocele del hospedero habituahuegecillos eclosionan y las larvas
del parasitoide se desarrollan mientras consumeelssrvas (Rodriguez-Péret al,
2006). Las secreciones del tracto reproductivaadeembra del parasitoide, en conjunto
con los teratocitos liberados de la membrana gdeardos embriones del parasitoide
han sido implicados en la inmunosupresién de lpuesta de defensa del insecto
hospedero y la modificacién de la composicién dédmolinfa (Pennachio y Strand
2009, Bae y Kim, 2004). La proteccion de los hudlec y las larvas del
endoparasitoide ichneumoénido de la encapsulaciédiatie@ por los hemocitos se ha
demostrado directamente mediante la inyecciongledid del céliz y un polidnavirus
purificado (Edson y Vinson, 1981). El hospedercapagiado, como todos los insectos,
estan sujetos a la infeccion por una variedad d&gpaos y microorganismos
potencialmente patdgenos. Si el huésped muere detkss emergencia del parasitoide
adulto, el parasitoide también morira. Por lo tastoprevé que las modificaciones que
induce el parasitismo con relacién a la respuestaalensa del huésped, no deberia
tener un efecto negativo en la supervivencia dékped. Sin embargo, si las defensas

del huésped mediado por los hemocitos seran aBsitags de suponer que la
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susceptibilidad del huésped a los patégenos banteritambién se vera afectada. Por lo
tanto, la investigacion de los sistemas de def@usale ayudar a llevar a cabo una
correcta comprension general de la funcién de éapuestas antibacterianas de los

insectos.

Los insecticidas microbianos a parir Bacillus thuringiensigBt) Berliner se han
utilizado durante décadas para el control de pldgaimsectos en una amplia gama de
cultivos. Gran cantidad de informacion esta displenéen donde la mayoria de ellos no
reportan ningun impacto ecoldgico y en la mayomalas casos no tienen efectos
negativos directos sobre los parasitoides (Glaf@'Gallaghan, 2000). Las diferentes
cepas deBt que se emplean comunmente representan el 90%eateado mundial de
los bioplaguicidas (Rowe, 2004Bt es una bacteria Gram-positiva, formadora de
endosporas, la cual contiene una serie inclusigmeseicas reconocidas com®
endotoxinas (Jenkins y Dean, 2000). Estos cristed¢dn formados por proteinas las
cuales poseen una cualidad interesante, ya que ®xicas so6lo contra insectos
(Aronson, 2001). Los insectos infectados Bbmuestran una lisis celular de los tejidos
epiteliales del intestino medio y signos caractieds fatales, como lo es la paralisis
intestinal, el cese de la alimentacion, y finalneet# generacion de una septicemia
(Bravo et al, 2005). Los insectos pueden sin embargo defemdaéesla infeccion
bacteriana mediante reacciones de defensa inmehépal celular y humoral (Rahman
et al, 2004a, b).Cotesia flavipeses un endoparasitoide larval gregario importante
utilizado para llevar a cabo el control del bardewade la cafia de azUc&iatraea
saccharalis una plaga dafina de la cafia de azUcar, sorga, yretoz en los cultivos
agricolas de Estados Unidos y México (Reay-Jates.,, 2008). La parasitacion del
barrenador de la cafia induce una inmunosupresidiacgy humoral del hospedero

(Mahmoud et al, 2011). En este caso, podria plantearse la Hgot@e que la
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inmunosupresion aumenta la entomopatogenicidaBtd&n este capitulo de la tesis
analizamos los efectos del endoparasitoide Braaeenid. flavipesen la respuesta
antibacteriana del hospedddo saccharalis Se realizaron bioensayos para evaluar los
efectos de diferentes cepasBlgHD-73, HD-125, HD-551, HD-133 Bt-1154) sobre
larvas neonatas d2 saccharaligpara determinar la toxicidad de cada cepa. Degpriés
gue se selecciond la cepa mas toxica, esta sedupidira determinar la susceptibilidad

de las larvas dB. saccharaligparasitadas pdz. flavipes

2. Materiales y Métodos

2.1. Cria de Insectos

Larvas deD. saccharalisfueron criadas en una dieta artificial bajo unacestiera
de 27 ° C, y un fotoperiodo de 16:8 h luz- obsadi@ahmoucdet al, 2011). Larvas
del cuarto estadio dB. saccharalifueron parasitadas manualmente por hembrd&s. de
flavipes en una proporcion 1:1 (avispa/ hospedero) respectda poblacion.
Posteriormente las larvas parasitadas fueron @ideda misma forma que las larvas no
parasitadas (control). Los capullos de la avispgadiu recogidos y conservados en cajas
de Petri hasta su aparicion. Una vez emergidasavégpas se alimentan con una
solucion de miel, y estas fueron propagas utilizalatvas del cuarto estadio &@e

saccharalis

2.2. Cepas Bacterianas

Diferentes cepas bacterianas Be (HD73, HD133, HD125 y HD551) fueron
obtenidas del cepario interno del laboratorio denédicina Molecular, mientras que la
cepaBt-1154 empleada en este estudio fue obtenida d@hktional Entomopathogenic

Bacillus Center (IEBC) del Instituto Pasteur de Paris.
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2.3. Bioensayo de Preliminar de Patogenicidad

Se emplearon dieta artificial fresca y larvas n&mmdeD. saccharalispara realizar
el bioensayo. Dos concentracionesBdehuringiensis50 y 500 ug Btml dieta fueron
empleadas. Cinco copas plasticas con dieta consaaifueron utilizadas y cinco larvas
neonatas se depositaron en cada copa. El expedrhentealizado por triplicado para
cada cepa deéBt. Un total de 75 larvas neonatas fueron empleadas pada
concentracibn de cada cepa. Las copas de plasticoslos tratamientos fueron
almacenadas en bolsas de papel dentro de una camhbrantal mantenida a 27+1°C,
50% de humedad relativa, y un fotoperiodo de L16E)$Umero de larvas muertas fue

registrado al séptimo dia de iniciado el bioensayo.

2.5. Bioensayo de Susceptibilidad

Los experimentos preliminares con las diferentgsagedeBt (HD73, HD125,
HD133, HD551, yBt-1154) contra larvas neonatas @ saccharalisnos indican que
las cepas HD73 Bt1154 fueron las mas toxicakarvas del quinto instar dB.
saccharalisfueron divididas en dos grupos; las parasitadas@oflavipesy las no
parasitadas (control). Ambos grupos fueron dejatiomanicion (sin alimento) durante
12 horas antes de emplearse en el experimentodpspaiés tanto las larvas parasitadas
como las no parasitadas ser alimentadas con uteaatietaminada coB. thuringiensis
(500 pg HD73/ml dieta). Cada larva fue mantenidandaera individual en copas
plasticas e incubadas en una atmosfera a 27+1°%, B6l, y un fotoperiodo de
L16:D8. El numero de larvas muertas fue registrdidoiamente, y los porcentajes de
mortalidad larvaria fueron calculados. Este expenito se realizdé por triplicado

empleando 10 larvas por réplica.
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3. Resultados

3.1. Seleccion de cepas d&e thuringiensis contra D. saccharalis

Los datos de mortalidad larvaria son mostradosefiguras 26 y 27 para la dosis
de 50 y 500 pud3t/ml dieta respectivamente. De las cinco cepa®.dthuringiensis
evaluadas, la HD73 y laBt-1154 fueron las mas toxicas y produjeron una demable
mortalidad sobre larvas de. saccharalis Nuestros bioensayos muestran que la cepa
Bt-1154 fue la méas patogénica habiasaccharalispresentando una mortalidad arriba
del 84 y 91 porciento a las dosis de 50 y 500Bg1154/ml dieta respectivamente. La
segunda cepa mas toxica pdba saccharalisfue la HD73 y los porcentajes de
mortalidad generados fueron de 72.4 y 94.6 parddass de 50 y 500ug HD73/ml dieta
respectivamente. Las otras cepas Bige tales como la HD125, HD133 y HD551
presentaron una toxicidad menor y los porcentagesaolrtalidad fueron de 11.8, 10.2 y
9.6, respectivamente a la concentracion baja dagpBt /ml dieta. Sin embargo, la
mortalidad se incremento conforme se increment@ieentracion del extracto & en
la dieta y los porcentajes de mortalidad a la cotmaeion de 500 pgt/ml dieta fueron

de 27.2, 36.3 y 14.6% para las cepas HD125, HD13B%51 respectivamente.
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Fig. 26. Porcentaje de mortalidad de larvas neonata®.deaccharalisy E. loftini
tratadas con diferentes cepas @ta la concentracion de p@ Btml dieta.
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Fig. 27.Porcentaje de mortalidad de larvas neonatd3. daccharalisy E. loftini
tratadas con diferentes cepas &a la concentracion de 500 uBtml dieta.

Estos resultados sugieren que la cepa HD551 peedanimas baja toxicidad,
mientras que la cepBit-1154 seguida de la HD73 mostraron ser las masasxiacia

larvas neonatas de. saccharalis Curiosamente, estas dos cepas mostraron la ja&s ba
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toxicidad hacia otro insecto cambridBpreuma Loftini(Barrenador mexicano del
arroz), el cual vive en los mismos habitats (ni¢loas D. saccharalisalimentandose de
las mismas plantas hospederas. Contrariamentegpas HD125 y HD133 mostraron la
mas alta toxicidad contra las larvas HEeloftini y estos resultados contrastan con el

efecto de estas cepas hddissaccharalis

3.2. Parasitismo deC. flavipes induce una alta susceptibilidad deD. saccharalis

haciaB. thuringiensis

Después de la parasitacion @e flavipes, laslarvas del quinto instar d®.
saccharalispermanecieron vivas durante 10 dias a 27 °C yrfieate murieron sin
presentar alguna metamorfosis, mientras las laneagparasitadas si presentaron la
metamorfosis al estadio pupal al dia nimero 8.l&ams parasitadas d® saccharalis
mostraron una susceptibilidad mayor a la infecqd@n Bt en comparacion con las
larvas no parasitadas (Fig. 28). Los porcentajesaigalidad de las larvas parasitadas
alimentas sobre dieta infestada con las cepas HDMi5133 y HD73 se incrementaron
significativamente comparadas con las larvas nasadas (t = 18.6794, gl=58, P <
0.0001; t= 8.4264, gl = 58, P < 0.001 y t = 15.9686 = 58, P < 0.0001,
respectivamente, Fig. 28). Las larvas de los ctedroo tratados con la cepa HDI@
mostraron mortalidad alguna tanto para las ladelS. saccharalisparasitadas como

en las no parasitadas.
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Fig. 28. Susceptibilidad de larvas def Snstar deD. saccharalisa diferentes
cepas deé. thuringiensis

La Figura 29 muestra que tanto las larvas parastadmo las no parasitadas
alimentadas sobre una dieta contaminada con la H&¥8 fueron extremadamente
afectadas en términos del porcentaje de pupacdei porcentaje de larvas parasitadas
gue produjeron parasitoides. Por el contrarioclgsas HD551 y HD133 no muestran
un efecto elevado en relacion al porcentaje de @apa la produccion de parasitoides
tanto para las larvas no parasitadas, como erafaas| parasitadas comparadas con las

larvas control que se alimentaron con la dieta |deBt.
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Fig. 29. Porcentaje de larvas no parasitadas que produpemnpas y de larvas no
parasitadas que produjeron parasitoides. Ambaadditeron alimentadas sobre
una dieta infestada cd thuringiensis

4. Discusiones

La bacteria entomopatdgeBacillus thuringiensis(Bt) es el bioplaguicida mas
ampliamente utilizado, como una alternativa a lsecticidas quimicos. Las delta
endotoxinas de los cristales proteicos paraspof@leg deB. thuringiensistienen la
gran ventaja de ser agentes muy seguros que namf@otros organismos, presentan
una alta especificidad para el insecto plaga aralanty son ampliamente diversos. La
actividad toxica especifica hacia los diferentanifias y tipos de insectos se relaciona
con la presencia de los cristales los cuales pta@satiferentes morfologias, tamafos,
cantidades y composiciones de acuerdo a cada eepa @alaliet al, 2004). Los
cristales contienen diferentes proteinas, los susde codificados por genes distintos.
Varias décadas de investigacion relacionada atiestlel modo de accion dgacillus
thuringiensis en los lepidopteros han revelado una considerailersidad de

informacion con referencia a la forma en que eatégeno mata a los hospederos. El
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modo de accion dé-endotoxinas implica la activacion proteolitica, uaion de la
toxina a los receptores, la formacion de porosaqunelucen a un desequilibrio iénico, el
cese de la alimentacion, la septicemia como refultee crecimiento de esporas, y
eventualmente la muerte (Gét al, 1992). Cualquier interferencia en la cascada de
eventos asociados con el modo de accion favorxeiasectos para puedan sobrevivir
y asi desarrollar la resistencia (Tabashnik, 19%ih embargo, el mecanismo
dominante depende de una serie de factores, imdoyla especie hospedadora, la etapa
de desarrollo del hospedero, la cepa de la bagtat@ena, la dosis del patdégeno, etc
(Suzukiet al, 2004). Ross y Dunn (1989) demostraron que fasgadeManduca sexta
parasitadas porCotesia congregataexhibian un draméatico aumento en la
susceptibilidad @seudomonas aerugino&a cual se manifesté una hora después de la
parasitacion. La aparicion rapida de la suscemtddl sugiere que este fendbmeno es
mediado directamente por la sustancia inyectadal @nsecto hospedero durante la
ovoposicion. El papel de la larva del parasitoidgoeovocar la susceptibilidad es poco
clara ya que algunas veces los huevecillos dekpaide no eclosionan después de 3-4
dias posterior a la ovoposicion. Por lo tanto, gargue el incremento en la
susceptibilidad es causada por los huevecillogyonabtro componente presente en el
fluido de la ovoposicion. Ross y Dunn (1989) sugieque dos componentes muy
probablemente son los responsable de la inmunasapreel polidnavirus que esta
presente en el liquido del caliz congregatay el veneno. El polidnavirus y veneno
asociado al sistema reproductor de las avispas fasnplnede contribuir a una mayor
susceptibilidad del insecto parasita dado a lasebas. En los capitulos anteriores
hemos demostrado que la parasitacionCddlavipesinduce inmunosupresion dh.
saccharalis.Los factores inmunosupresores de los endopameganvolucrados son el

PDV, el veneno, las proteinas de ovario, y lostéers. La inmunosupresion podria
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afectar la capacidad de defensa hacia los entodggrads microbianos, lo que
resultaria en aumento de la susceptibilidad hdtia. dJtilizando esta hipdtesis, esta
investigacién ha puesto a prueba que un patogesdepaumentar su patogenicidad en
un hospedero inmunodeprimido. Se encontr6 que dmgad deD. saccharalis
parasitadas pdt. flavipesmostraron una mayor mortalidad cuando se infectaom la
cepa HD73 en comparacion con las larvas no padasit&stos resultados son similares
a los reportados por Jured al (2006), quienes encontraron gBkutella xylostella
parasitadas poiC. glomeratao C. plutellaemostraron una mayor susceptibilidad a la
bacteria entomopatégen&enorhabdus nematophilgXn), y al patégeno viral,
Autographa californica nucleopolyhedrosis virg&cNPV). Se ha reportado que el
PDV es el principal factor involucrado en la inmsunpresién (Dushay y Beckage,
1993). Tres genes del polidnavirus @e plutellaefueron evaluados por Jurej al.
(2006), e indic6 que la lectina de CpBV no aumemsignificativamente la
susceptibilidad del patégeno. Sin embargo, dos gyehe CpBV15 aumentaron
significativamente la susceptibilidad a los pat@genen el cual la construccién
CpBVI5B era méas potente que la CpBWIEstos resultados sugieren que los genes de
los polidnavirus estan asociados a la inmunodepresd que resulta en la induccion
significativa de la susceptibilidad & xylostellaal patégeno. Brooks (1993) demostrd
gue la susceptibilidad a los patégenos con fredaese incrementa durante el
parasitismo.D. saccharaliue altamente susceptible a las cepgsHD-73, HD-551 y

HD-133 deBacillus thuringiensis

5. Conclusiones
La cepa HD73 dBt mostro un incremento significativo en la mortalicdeD.

saccharalis mientras que la cepa HD125 presento un efectot@mé en las larvas de
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Eoreuma loftini.Las larvas d®. saccharalisparasitadas pdt. flavipesmostraron una
mayor susceptibilidad a las cepas HD73, HD133 ¥%5ID deBacillus thuringiensien

comparacion cuando estas fueron evaluadas solies lao parasitadas.
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Conclusiones generales

Este estudio muestra que el parasitismoCddlavipesregula negativamente la
poblacion de hemocitos d& saccharalisy suprime las reacciones de encapsulacion y
nodulacion inmunolégica. En las larvas no paraagadeD. saccharalis las células
granulares representan el principal tipo de hemm®eq85%) y plasmatocitos también
estuvieron presentes en alrededor del 30% del ttdahemocitos. Después de la
parasitacionpor C. flavipes las proporciones relativas de estos dos granele®d¢itos
cambiaron ligeramente, sin embargo, el recuentbeteocitos totales mostraron una
reduccion significativa en las larvas parasitadas porcentajes de encapsulacion y
nodulacion fueron significativamente mayores endags no parasitadas comparacion
con larvas parasitadas pOr flavipes La reduccion de la encapsulacion fue evidente en
las larvas parasitadas uno y seis dias posterol@parasitacion después de 3, 12y 24
h después de la inyeccion de las esferas de SepAadle. Curiosamente, en las larvas
no parasitadas hubo una reduccion significativandetero esferas encapsuladas al dia
1 en comparacion a las esferas encapsuladas en@pdsteriores a la parasitacion. Por
otra parte, el porcentaje de esferas de Sephad&x due mostraron melanizacion se
redujo en el dia 6 posterior a la parasitacionedacion al obtenido en el primer dia
después de la parasitacion, en donde las tasaskd@inacion no mostraron grandes
diferencias. Las larvas parasitadas mostraron usmirucion significativa en la
capacidad inmune humoral como lo demuestra la oé@lucde la actividad
fenoloxidasa. El plasma presento una mayor actividaoloxidasa que ebtenido por
los hemocitos, y las larvas parasitadas mostrarenom actividad fenoloxidasa e

comparacion al resultado obtenido con las larvaganasitadas.

127



Las larvas parasitadas consumen menos alimentasangina menor cantidad de peso
en comparacion con las larvas no parasitadas. Bsgpeiparasitacion de las larvas de
quinto estadio, las larvas que fueron mas fuertemearasitadas crecieron mas que las
larvas que contenian menos parasitoides debido aummento de peso en seco de los
hospederos. La eficiencia de conversion de alimengerido y digerido a masa
corporal, y la digestibilidad aproximada de la digtgerida por el insecto hospedero se
redujo significativamente en las larvas parasitadas radio de los parasitoides
emergidos y no emergidos disminuyé a medida quan@ementd el tamafio de la
ovipostura, presentandose una emergencia dismimuitda cuando el hospedero fue

fuertemente parasitado con més de 100 parasitoides.
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